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1. ⁄vod

BÏhem poslednÌho desetiletÌ doölo k rychlÈmu rozvoji
a velkÈmu rozöÌ¯enÌ iontov˝ch zdroj˘ pracujÌcÌch za atmosfÈ-
rickÈho tlaku, tj. ionizace elekrosprejem (Electrospray Ionisa-
tion ñ ESI), p¯Ìp. chemickÈ ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation ñ APCI). Tyto
techniky umoûÚujÌ kontinu·lnÌ zav·dÏnÌ kapaln˝ch vzork˘ do
iontovÈho zdroje a jsou vhodnÈ pro anal˝zu l·tek od st¯ednÏ
pol·rnÌch aû po iontovÈ. TakovÈ vlastnosti je (vedle staröÌch
technik Fast Atom Bombardment ñ FAB a Liquid Secondary

Ion Mass Spectrometry ñ LSIMS) ËinÌ mimo¯·dnÏ vhodn˝mi
pro anal˝zu nÌzkomolekul·rnÌch metabolit˘. HmotnostnÌ de-
tektor a p¯ÌpadnÈ on-line spojenÌ se separaËnÌ technikou (vy-
soko˙Ëinnou kapalinovou chromatografiÌ nebo kapil·rnÌ elek-
troforÈzou) zajiöùujÌ dostateËnou selektivitu stanovenÌ v tak
komplexnÌch matricÌch, jako jsou moË, krev, plazma nebo
sÈrum. Pro ¯adu skupin p¯edevöÌm pol·rnÌch analyt˘ (nap¯.
aminokyseliny, acylkarnitiny) je technika ESI/MS/MS, p¯Ìp.
APCI/MS/MS vhodnÏjöÌ neû GC/MS, kter· v takov˝ch p¯Ìpa-
dech vyûaduje n·roËnÏjöÌ p¯Ìpravu vzork˘. ModernÌ ionizaËnÌ
techniky dovolily vyvinout systÈmy schopnÈ analyzovat nÏ-
kolik stovek vzork˘ za den a automaticky vyhodnotit zÌskan·
data1.

DÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy (DMP) jsou vz·cnÏ se vy-
skytujÌcÌ onemocnÏnÌ ñ incidence se pohybuje od cca 1 : 10 000
v p¯ÌpadÏ nap¯. fenylketonurie aû k 1 : 500 000 u velmi vz·c-
n˝ch poruch; jejich kumulativnÌ incidence je 1 : 500. KlinickÈ
p¯Ìznaky jsou Ëasto natolik nespecifickÈ, ûe vËasnÈ stanovenÌ
koncentrace p¯Ìsluön˝ch metabolit˘ v r·mci screeningovÈho
programu bÏhem nÏkolika prvnÌch dnÌ po narozenÌ m˘ûe b˝t
jedinou cestou, jak urËit diagnÛzu d¯Ìve, neû nastanou nevratnÈ
patologickÈ zmÏny v organismu pacienta. Tato diagnostika
vyûaduje stanovenÌ ¯ady analyt˘  ve velkÈm poËtu vzork˘
(¯·dovÏ desÌtky aû stovky tisÌc roËnÏ). DostateËnÈ selektivity
a prostupu vzork˘ lze dos·hnout pouûitÌm MS (cit.2).

Tento p¯ehledn˝ refer·t se zamÏ¯uje na DMP, kterÈ lze
diagnostikovat na z·kladÏ stanovenÌ aminokyselin, acylkarni-
tin˘, organick˝ch kyselin (karboxylovÈ kyseliny C3 aû C6
a jejich hydroxy- a ketoderiv·ty), vyööÌch mastn˝ch kyselin,
ûluËov˝ch kyselin a purinov˝ch a pyrimidinov˝ch l·tek. Vy-
uûitÌ ESI/MS/MS a APCI/MS/MS pro tyto skupiny metabolit˘
zjednoduöilo anal˝zu oproti tradiËnÌm GC/MS nebo jin˝m
metod·m, coû v nÏkter˝ch vyspÏl˝ch st·tech umoûnilo roz-
bÏhnout rozs·hlÈ screeningovÈ programy.

2. DÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy
z hlediska biochemie a molekul·rnÌ biologie

P¯ÌËinou DMP jsou mutace gen˘ slouûÌcÌch jako p¯ed-
loha p¯i proteosyntÈze. Vznik· abnorm·lnÌ protein s pozmÏ-
nÏnou sekvencÌ aminokyselinov˝ch zbytk˘. Jeho funkËnost
(nejËastÏji katalytick· aktivita) m˘ûe b˝t zcela nebo z velkÈ
Ë·sti zachov·na, pokud se zmÏna sekvence vyskytuje mimo
vazebn· mÌsta substr·tu a koenzymu. V opaËnÈm p¯ÌpadÏ je
aktivita enzymu podstatnÏ snÌûena nebo je nulov·. Aktivi-
tÏ abnorm·lnÌho enzymu u konkrÈtnÌho jedince odpovÌd· öi-
rok· ök·la klinick˝ch projev˘ DMP od asymptomatickÈho
pr˘bÏhu aû po tÏûkÈ poökozenÌ tk·nÌ, selh·nÌ org·n˘ a p¯ed-
Ëasnou smrt.

P¯eruöenÌ metabolickÈ dr·hy na mÌstÏ odpovÌdajÌcÌm ne-
funkËnÌmu enzymu zp˘sobÌ hromadÏnÌ substr·tu a nedostatek
produktu enzymovÈ reakce. Nevyuûit˝ substr·t m˘ûe b˝t me-
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Tabulka I
Poruchy odbour·v·nÌ mastn˝ch kyselin

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolitya Lit.

Poruchy transportu acyl-CoA do matrix mitochondriÌ:

Deficience karnitinpalmitoyltransferasy II
nebo karnitinacylkarnitintranslokasyb,c

acylkarnitiny C14, C16:1, C16, C18:2, C18:1, C18 5ñ7

Poruchy β-oxidace:

Deficience dehydrogenasy acyl-CoA
s kr·tk˝m ¯etÏzcem acylkarnitiny C2, C4, C5 1,7
se st¯ednÌm ¯etÏzcem acylkarnitiny C2, C6, C8, C10:1, C10 1,7ñ9
s dlouh˝m ¯etÏzcem acylkarnitiny C14:2, C14:1, C16, C18:1, C18 1,7,10

Deficience peroxisom·lnÌ dehydrogenasy
acyl-CoA s velmi dlouh˝m ¯etÏzcemd

mastnÈ kyseliny C20, C22, C24, C26 11

Deficience dehydrogenasy hydroxyacyl-CoA
s dlouh˝m ¯etÏzcem

3-hydroxyacylkarnitiny C16, C18:1, C18, acylkarnitiny C14:1, C14 7,12

Porucha vÌce acyl-CoA dehydrogenas
(glutarov· acidurie II)

acylkarnitiny C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, glutaryl- 1,7

aUvedeny jsou i metabolity, kterÈ jsou pouûity k vyhodnocenÌ n·lezu porovn·nÌm koncentrace akumulovanÈho a ÑreferenËnÌhoì
metabolitu, b nelze rozliöit jen na z·kladÏ stanovenÌ acylkarnitin˘10, c existuje i deficience karnitinpalmitoyltransferasy I, je ale
mnohem vz·cnÏjöÌ, d mastnÈ kyseliny s velmi dlouh˝m ¯etÏzcem (C20 a vyööÌ) jsou katabolizov·ny v peroxisomech modifiko-
vanou formou β-oxidace

tabolizov·n jin˝m enzymem za vzniku odliönÈho produktu.
Patologicky m˘ûe p˘sobit hromadÏnÌ substr·tu i p¯Ìtomnost
alternativnÌho produktu (nebo vÌce produkt˘), stejnÏ jako ne-
dostatek produktu zastavenÈ reakce.

2 . 1 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì
m a s t n ˝ c h k y s e l i n 3,4

Katabolismus mastn˝ch kyselin, zn·m˝ jako β-oxidace, se
odehr·v· p¯edevöÌm v mitochondriÌch, i kdyû podobnou enzy-
matickou v˝bavu obsahujÌ i peroxisomy. DMP katabolismu
mastn˝ch kyselin mohou b˝t d˘sledkem poruchy transportu
mastn˝ch kyselin do mitochondri·lnÌ matrix nebo poruchy
vlastnÌ β-oxidace. Pro diagnostiku se vyuûÌv· stanovenÌ acyl-
karnitin˘ v plazmÏ nebo plnÈ krvi (resp. krevnÌch skvrn·ch na
filtraËnÌm papÌ¯e, viz d·le). V tabulce I jsou uvedeny jednot-
livÈ poruchy a jim odpovÌdajÌcÌ diagnosticky v˝znamnÈ me-
tabolity spolu s citacemi odkazujÌcÌmi na jejich detekci nebo
stanovenÌ hmotnostnÌ spektrometriÌ.

2 . 2 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì
a m i n o k y s e l i n 13

Katabolismus aminokyselin se skl·d· z odstranÏnÌ α-ami-
noskupiny transaminacÌ a z n·slednÈho odbour·nÌ uhlÌkovÈho
¯etÏzce na prekurzory nebo meziprodukty citr·tovÈho cyklu.
DMP se mohou t˝kat jak enzym˘ katalyzujÌcÌch odbour·nÌ
uhlÌkovÈho ¯etÏzce aminokyselin, tak enzym˘ moËovinovÈho
cyklu. Pro diagnostiku se vyuûÌv· stanovenÌ aminokyselin,
acylkarnitin˘, acylglycin˘ (detoxikaËnÌch produkt˘) a orga-
nick˝ch kyselin v plazmÏ a moËi. JednotlivÈ poruchy a odpo-
vÌdajÌcÌ diagnosticky v˝znamnÈ metabolity jsou uvedeny v ta-
bulce II.

2 . 3 . P o r u c h y m e t a b o l i s m u
û l u Ë o v ˝ c h k y s e l i n

éluËovÈ kyseliny jsou biosyntetizov·ny v peroxisomech
z cholesterolu. To mimo jinÈ zahrnuje zkr·cenÌ postrannÌho
¯etÏzce tri-, resp. dihydroxycholestanovÈ kyseliny β-oxidacÌ
za vzniku cholovÈ, resp. deoxycholovÈ kyseliny. Proto je
stanovenÌ r˘zn˝ch ûluËov˝ch kyselin a jejich konjug·t˘ (nej-
ËastÏji s glycinem a taurinem) pouûitelnÈ v diagnostice pero-
xisom·lnÌch poruch.

K diagnosticky v˝znamn˝m metabolit˘m pat¯Ì glykotri-
hydroxycholov·24, taurocholov·25, taurotrihydroxycholov·24,
taurotetrahydroxycholov·24, taurotrihydroxycholestanov·24,25

a taurotetrahydroxycholestanov· kyselina24ñ26a C29-dikarbo-
xylov· ûluËov· kyselina25,26. StanovenÌ uveden˝ch metabolit˘
se prov·dÌ v moËi24,26,27, plazmÏ nebo sÈru25,26 a ve ûluËi26.

2 . 4 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì p u r i n o v ˝ c h
a p y r i m i d i n o v ˝ c h b · z Ì a n u k l e o s i d ˘ 13

Lidsk˝ organismus katabolisuje hlavnÌ purinovÈ nukleosi-
dy adenosin a guanosin aû na kyselinu moËovou, kter· je
vyluËov·na v moËi. PyrimidinovÈ nukleosidy uracil, resp.
thymin jsou odbour·v·ny na β-alanin, resp. β-aminoisom·sel-
nou kyselinu (dalöÌ katabolismus vede p¯es malonaldehyd,
resp. methylmalonmonoaldehyd k malonyl-CoA, resp. sukci-
nyl-CoA, coû jsou metabolity zapojenÈ do biosyntÈzy mast-
n˝ch kyselin, resp. do citr·tovÈho cyklu).

HmotnostnÌ spektrometrie v diagnostice poruch spojen˝ch
s touto skupinou metabolit˘ p¯edstavuje relativnÏ nejmÈnÏ
propracovanou oblast. Metabolity se stanovujÌ v moËi. V ta-
bulce III jsou uvedeny konkrÈtnÌ poruchy a jim odpovÌdajÌcÌ
metabolity.
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Tabulka II
Poruchy odbour·v·nÌ aminokyselin

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolitya Lit.

Poruchy odbour·v·nÌ uhlÌkovÈho ¯etÏzce:

Hyperfenylalaninemieb Phe, Tyr 1,14ñ16
Deficience systÈmu odbour·vajÌcÌho
glycin (neketotick· hyperglycinemie)

Gly 1

Deficience dehydrogenasy 2-ketokyselin
s rozvÏtven˝m ¯etÏzcem (nemoc
javorovÈho sirupu)

Leu, Ile, Val, Phe 1,17

Deficience fumarylacetoacet·thydrolasy
(tyrosinemie I)

Phe, Tyr 1,16

Deficience jaternÌ tyrosintransaminasy
(tyrosinemie II)

Phe, Tyr 1,16

Deficience isovaleryl-CoA-dehydrogenasy acylkarnitiny C2, C5 1,6,10
(isovalerov· acidurie) v moËi: isovalerylglycin, 3-hydroxyisovalerov· kyselina 18,19

Deficience 3-hydroxy-3-methylglutaryl- hydroxyacylkarnitin C5, methylglutarylkarnitin 1
-CoA-lyasy (3-hydroxy-3-methylglutarov·
acidurie)

v moËi: 3-hydroxyisovalerov· kyselina, 3-hydroxy-3- 18
-methylglutarov· kyselina, 3-methylglutakonov· kyselina,
3-methylglutarov· kyselina

Deficience glutathionsynthetasy pyroglutamov· kyselina, Phe 1
(pyroglutamov· acidurie) v moËi: pyroglutamov· kyselina 20

Deficience histidinamoniaklyasy
(histidinemie)

v moËi: His 20

Deficience homogentis·toxidasy
(alkaptonurie)

v moËi: homogentisov· kyselina 20

Deficience glutaryl-CoA-dehydrogenasy
(glutarov· acidurie I)

glutarylkarnitinc 1,6,10

Deficience cystathionin-β-synthasy
(homocystinurie)

Met 1

Deficience prolindehydrogenasy/
glutam·t-5-semialdehyddehydrogenasyd

(hyperprolinemie)

Pro, Phe 1

Deficience β-ketothiolasy acylkarnitiny C5:1, hydroxy-C5 1
VÌcen·sobn· deficience karboxylas acylkarnitiny C2, C3, hydroxy-C5 1
Deficience 3-methylkrotonyl-CoA-
-karboxylasy

hydroxyacylkarnitin C5 6

Deficience propionyl-CoA-karboxylasy acylkarnitiny C2, C3 1,10,21
(propionov· acidemie) v moËi: methylcitronov· kyselina, tiglylglycin, 18

propionylglycin
Methylmalonov· aciduriee methylmalonov· kyselina, acylkarnitiny C2, C3 1,10,21,22

v moËi: methylmalonov· kyselina, methylcitronov· kyselina 18,22

Poruchy cyklu moËoviny:

Deficience ornithinkarbamoyltransferasy v moËi: orotov· kyselina, uracil 23
Deficience argininsukcin·tsynthetasy
(citrulinemie)

citrulin, Phe, Tyr 1

Deficience argininsukcin·tlyasy citrulin, Tyr 1
(argininsukcin·turie) v moËi: argininjantarov· kyselina 18

a StanovenÌ v krvi nebo plazmÏ, pokud nenÌ uvedeno jinak; uvedeny jsou i metabolity, kterÈ jsou pouûity k vyhodnocenÌ n·lezu
porovn·nÌm koncentrace akumulovanÈho a ÑreferenËnÌhoì metabolitu, b existujÌ hyperfenylalaninemie z deficience fenylanin-
hydroxylasy a deficience enzym˘ biopterinovÈho metabolismu, c ostatnÌ acylkarnitiny majÌ norm·lnÌ hodnoty ñ odliöenÌ od
glutarovÈ acidurie II, d citovan· publikace nespecifikuje, o kter˝ z enzym˘ jde, e existuje nÏkolik enzym˘ jejichû deficience
zp˘sobuje methylmalonovou acidurii: methylmalonyl-CoA-mutasa a d·le enzymy zodpovÏdnÈ za tvorbu adenosylkobalaminu,
coû je koenzym uvedenÈ mutasy
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Tabulka III
Poruchy odbour·v·nÌ purinov˝ch a pyrimidinov˝ch b·zÌ a nukleosid˘

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolity Lit.

Deficience adenosindeaminasy adenosin, deoxyadenosin 23
Deficience purinnukleosidfosforylasy inosin, deoxyinosin, guanosin, deoxyguanosin 23
Deficience xanthinoxidasy xanthin, hypoxanthin 23
Deficience molybdenovÈho kofaktoru xanthin 23
Deficience adeninfosforibosyltransferasy adenin, dihydroxyadenin 23
Deficience adenylsukcinasy sukcinyladenosin 23
Deficience dihydropyrimidindehydrogenasy uracil, thymin, 5-hydroxymethyluracil 23,28
Deficience orot·tfosforibosyltransferasy orotov· kyselina 23

anebo orotidyl·tdekarboxylasy

3. P¯ÌstrojovÈ vybavenÌ a postupy
pro hmotnostnÏ spektrometrickÈ
stanovenÌ metabolit˘

3 . 1 . O d b Ï r k l i n i c k È h o v z o r k u

Jak jiû bylo naznaËeno, pro ˙Ëely diagnostiky DMP se
odebÌr· buÔ moË anebo krev, kter· se d·le m˘ûe zpracovat na
plazmu nebo sÈrum. KromÏ klasickÈho zp˘sobu odbÏru Ñdo
zkumavkyì se zejmÈna pro screeningovÈ programy uplatÚuje
odbÏr moËi a plnÈ krve na kartu filtraËnÌho papÌru. Na kartÏ je
vyznaËeno koleËko, do nÏjû se nech· nas·knout nÏkolik kapek
moËi nebo krve. DalöÌ moûnostÌ je prouûek filtraËnÌho papÌru
umÌstÏn˝ do plenek novorozence, p¯ÌpadnÏ pono¯en˝ do n·-
dobky s odebranou moËÌ. Po nas·knutÌ vzorkem se karta nebo
prouûek nechajÌ vysuöit. Vzorek na filtraËnÌm papÌ¯e m· ¯adu
v˝hod: stabilita analyt˘ v pevnÈ f·zi, snadn· technika odbÏru,
pohodln· manipulace a transport.

V klinickÈ laborato¯i je z karty na p¯ÌsluönÈm mÌstÏ spe-
ci·lnÌm p¯Ìstrojem vyraûeno koleËko p¯esnÈho pr˘mÏru a umÌs-
tÏno do vialky nebo jamky mikrotitraËnÌ destiËky, ve kterÈ
probÌh· dalöÌ zpracov·nÌ. Prouûky nas·klÈ vzorkem jsou zpra-
cov·v·ny celÈ nebo se vezme jejich definovan· Ë·st. Objem
krve nebo moËi p¯ipadajÌcÌ na urËitou plochu papÌru je stano-
ven p¯edem nap¯. takto29: vytvo¯Ì se dvÏ skvrny vzorku se
standardnÌm p¯Ìdavkem analytu. Druh· skvrna musÌ obsaho-
vat definovan˝ objem vzorku (V). Z prvnÌ skvrny se vyrazÌ
koleËko o p¯esnÈ ploöe (S), druh· se vyst¯ihne cel·. Provede
se stanovenÌ analytu v obou vzorcÌch. Objem vzorku p¯ipada-
jÌcÌ na jednotkovou plochu filtraËnÌho papÌru (VS) je pak de-
finov·n takto:

VS = (m1.V) / (m2.S)

kde m1, resp. m2 jsou stanovenÈ hmotnosti analytu v Ë·sti prvnÌ
skvrny o ploöe S, resp. v druhÈ skvrnÏ.

Nutnou podmÌnkou tedy je, aby k anal˝ze odebran˝ papÌr
byl kompletnÏ napuötÏn˝ vzorkem ñ tak je moûnÈ dos·hnout
postaËujÌcÌ p¯esnosti a spr·vnosti stanovenÌ.

3 . 2 . P ¯ Ì p r a v a v z o r k u k a n a l ˝ z e

V p¯ÌpadÏ vzork˘ na filtraËnÌm papÌ¯e je nutnÈ analyty
nejd¯Ìve p¯evÈst zpÏt do roztoku extrakcÌ vodou14 nebo smÏsÌ
vody a methanolu23 za podpory sonikace nebo t¯ep·nÌ.

StanovenÌ koncentrace analyt˘ se prov·dÌ metodou p¯Ì-
davku isotopovÏ znaËen˝ch standard˘ (viz 3.6.). Tyto stan-
dardy b˝vajÌ nejËastÏji p¯id·ny do rozpouötÏdla, kter˝m se
extrahuje papÌr, p¯ÌpadnÏ jeötÏ p¯ed vlastnÌ extrakcÌ je defino-
van˝ objem roztoku standard˘ napipetov·n na prouûek papÌru
napuötÏn˝ vzorkem23,28.

Po extrakci je vzorek podroben odst¯edÏnÌ, p¯Ìp. filtraci
a supernatant (filtr·t) je p¯eveden do ËistÈ vialky nebo jamky
mikrotitraËnÌ destiËky. Takto p¯ipravenÈ vzorky se buÔ p¯Ìmo
analyzujÌ, anebo se prov·dÌ derivatizace.

Ke kapaln˝m vzork˘m moËi nebo plazmy se p¯id·v· roz-
tok isotopovÏ znaËen˝ch standard˘ a po p¯ÌpadnÈ deproteini-
zaci acetonitrilem a centrifugaci se zpracov·vajÌ podobnÏ jako
extrakty z papÌru.

Metody stanovenÌ acylkarnitin˘ a vÏtöina metod stanove-
nÌ aminokyselin vyuûÌvajÌ derivatizace analyt˘ na butyleste-
ry. EsterifikujÌ se karboxyly aminokyselin, karnitinu a acyl˘
s dvÏma karboxylov˝mi skupinami. Blokov·nÌ tÏchto skupin
zabraÚuje  v˝skytu  analyt˘ ve  formÏ  neutr·lnÌch  amfiont˘
a (v p¯ÌpadÏ slouËenin se dvÏma nebo vÌce karboxylov˝mi
skupinami) z·pornÏ nabit˝ch iont˘ jiû v roztoku. To v˝raznÏ
zvyöuje podÌl kladnÏ ionizovan˝ch molekul analytu v ionto-
vÈm zdroji. Zv˝öenÌ ˙Ëinnosti ionizace m· za n·sledek snÌûenÌ
detekËnÌho limitu metody2.

P¯ed derivatizacÌ se extrakt odpa¯Ì do sucha v proudu
dusÌku. K odparku se p¯id·v· 3 M-HCl v butan-1-olu p¯Ìp. smÏs
acetylchloridu a butanolu. Esterifikace probÌh· 15 aû 30 minut
p¯i teplotÏ 65 ∞C. Pak se p¯ebyteËn˝ butanol a HCl odpa¯Ì
v proudu dusÌku. Nakonec se odparek rozpustÌ v rozpouötÏdle
vhodnÈm pro dalöÌ anal˝zu (viz 3.3.).

éluËovÈ kyseliny se ze vzorku moËi, krve, plazmy nebo
i ûluËi izolujÌ extrakcÌ pevnou f·zÌ na C-18 kolonk·ch24,26,27.
Jin˝ postup25 je zaloûen na p¯Ìdavku roztoku isotopovÏ znaËe-
n˝ch standard˘ a acetonitrilu k plazmÏ. Po centrifugaci se
supernatant odpa¯Ì k suchu, odparek se rozpustÌ a analyzuje.

PurinovÈ a pyrimidinovÈ metabolity se pouze extrahu-
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jÌ z prouûk˘ filtraËnÌho papÌru bez dalöÌ derivatizace23,28.
Metoda pro stanovenÌ mastn˝ch kyselin s velmi dlouh˝m

¯etÏzcem vyuûÌv· jejich p¯evedenÌ na dimethylaminoethyles-
tery11.

3 . 3 . Z a v · d Ï n Ì v z o r k u , s p o j e n Ì
s v y s o k o ˙ Ë i n n o u k a p a l i n o v o u
c h r o m a t o g r a f i Ì
a k a p i l · r n Ì e l e k t r o f o r È z o u

NejvÏtöÌ p¯Ìnos zejmÈna pro screening lze p¯ipsat aplika-
cÌm, kterÈ se obejdou bez p¯edchozÌ separace vzorku na chro-
matografickÈ kolonÏ. Do tohoto stadia byly dopracov·ny nÏ-
kterÈ metody stanovenÌ acylkarnitin˘, aminokyselin a mast-
n˝ch kyselin s dlouh˝m ¯etÏzcem. K tomu p¯ispÏla zejmÈna
skuteËnost, ûe mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky poskytujÌ jednoduchÈ
pseudomolekul·rnÌ ionty analyt˘, a ne fragmenty, tak jako
elektronov· ionizace. SystÈm pro anal˝zu bez on-line separace
se skl·d· z HPLC Ëerpadla, automatickÈho d·vkovaËe a hmot-
nostnÌho spektrometru, kterÈ jsou zapojeny v sÈrii. »erpadlo
zajiöùuje kontinu·lnÌ pr˘tok v ¯·du desÌtek µl.minñ1. SloûenÌ
ÑmobilnÌ f·zeì je podobnÈ jako v p¯ÌpadÏ chromatografie na
reverznÌ f·zi (viz nÌûe). Automatick˝ d·vkovaË v pravideln˝ch
intervalech dvou aû pÏti minut nast¯ikuje vzorky (5 aû 20 µl)
ñ jedn· se tedy o pr˘tokovou anal˝zu.

SpojenÌ HPLC/MS/MS je nutnÈ vyuûÌt zejmÈna tehdy, kdy
je pot¯eba rozdÏlit isomery nerozliöitelnÈ ani tandemovou
hmotnostnÌ spektrometriÌ (coû jsou v r·mci diagnostiky DMP
v˝jimeËnÈ p¯Ìpady), nebo je ˙Ëinnost ionizace pro danÈ ana-
lyty sniûov·na souËasnou p¯ÌtomnostÌ sloûek matrice v ionto-
vÈm zdroji a sign·l se ztr·cÌ v öumu23,28. HPLC se pak realizuje
na bÏûn˝ch analytick˝ch kolon·ch C-18 dÈlky 100ñ250 mm,
nÏkdy i kratöÌch22,25. Pracuje se isokraticky nebo gradientovou
elucÌ, pH mobilnÌ f·ze (smÏs methanolu nebo acetonitrilu

a vody) b˝v· upraveno p¯Ìdavkem kyseliny (mravenËÌ, octo-
v·, trifluoroctov·) anebo tÏkav˝m pufrem (mravenËan, octan
amonn˝).

Pokrok v rozvoji elektroforetick˝ch metod a jejich spojenÌ
s hmotnostnÌ spektrometriÌ p¯es elektrosprejovÈ rozhranÌ s se-
bou p¯in·öÌ i diagnostickÈ aplikace techniky CE/ESI/MS/MS
(cit.20), kterou je moûnÈ povaûovat za alternativu spojenÌ HPLC/
MS/MS. V˝hodou CE je pr·ce s mal˝m objemem vzorku,
minim·lnÌ pot¯eba jeho p¯ed˙pravy a nÌzk· spot¯eba chemik·-
liÌ. RutinnÌmu vyuûitÌ tÈto techniky zatÌm br·nÌ technickÈ
obtÌûe jejÌho spojenÌ s hmotnostnÌ spektrometriÌ, nev˝hodou
je rovnÏû vysok· koncentraËnÌ mez detekce.

3 . 4 . I o n t o v È z d r o j e

V souËasnosti je elektrosprej (obr. 1a) nejpouûÌvanÏjöÌ
iontov˝ zdroj v oblasti hmotnostnÌ spektrometrie nÌzkomole-
kul·rnÌch metabolit˘. Je vhodn˝ pro st¯ednÏ pol·rnÌ aû iontovÈ
l·tky. Ionizace nast·v· odpa¯ov·nÌm nabit˝ch kapiËek roztoku
vzorku rozpraöovanÈho proti vstupnÌ ötÏrbinÏ spektrometru
z tzv. ESI jehly (kovovÈ kapil·ry) p¯ipojenÈ na vysok˝ poten-
ci·l 3ñ5 kV. ESI zdroj je vhodn˝ pro pr˘toky od jednotek do
nÏkolika m·lo stovek µl.minñ1, proto se v p¯ÌpadÏ spojenÌ
s HPLC vyuûÌv· dÏliËe toku, aby bylo dosaûeno optim·lnÌho
pr˘toku elu·tu do iontovÈho zdroje. P¯i spojenÌ s CE se naopak
pr˘tok zvyöuje pomocnou kapalinou (methanol apod.) na nÏ-
kolik µl.minñ1 (p¯i pouûitÌ nanospreje se pracuje bez tÈto
pomocnÈ kapaliny).

RozhranÌ pro chemickou ionizaci za atmosfÈrickÈho tlaku
(obr. 1b) je alternativou elektrosprejovÈ ionizace. KomerËnÌ
p¯Ìstroje b˝vajÌ obvykle vybaveny obÏma typy ionizace, je-
jichû z·mÏna je snadn· a netrv· vÌce neû nÏkolik minut.
ObecnÏ je APCI vhodn· pro mÈnÏ pol·rnÌ l·tky neû ESI, i kdyû
oblasti vhodnÈ polarity analyt˘ se u obou technik do znaËnÈ

Obr. 1. Zjednoduöen· schÈmata ESI (a) a APCI (b), uspo¯·d·nÌ s vyh¯Ìvanou kapil·rou
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mÌry p¯ekr˝vajÌ. V rozhranÌ APCI se roztok vzorku zmlûuje
do  vyh¯ÌvanÈho prostoru cylindrickÈho odpa¯ov·ku. SmÏs
hork˝ch par a plyn˘ pak proudÌ oblastÌ koronovÈho v˝boje
u öpiËky jehly, kterou proch·zÌ proud o velikosti nÏkolik µA.
V˝boj ionizuje molekuly rozpouötÏdla a zmlûujÌcÌho plynu
(dusÌku), a tyto ionty p¯ed·vajÌ n·boj molekul·m analyt˘.
APCI je v diagnostice DMP pouûÌv·na daleko mÈnÏ neû ESI.
D˘vodem je nap¯. vyööÌ spot¯eba rozpouötÏdel a vzorku: dolnÌ
hranice optim·lnÌho pr˘toku pro bÏûn· rozhranÌ APCI je asi
200 µl.minñ1.

V˝vojovÏ staröÌ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky FAB a LSIMS
(obr. 2) jsou zaloûenÈ na aplikaci roztoku vzorku na sondu
vkl·danou do iontovÈho zdroje. Na sondu je zamÏ¯en paprsek
rychl˝ch atom˘ Xe (FAB) nebo iont˘ Cs+ (LSIMS). Dopad
rychl˝ch Ë·stic zp˘sobÌ ionizaci molekul vzorku a jejich p¯e-
vedenÌ z kapalnÈ do plynnÈ f·ze. RozpouötÏdlo musÌ obsaho-
vat glycerol, zajiöùujÌcÌ obnovu kapalnÈho filmu na sondÏ, aby
mÏl sign·l dostateËnou dobu trv·nÌ. ExistujÌ pr˘toËnÈ modi-
fikace tÏchto technik (continuous flow) urËenÈ pro spojenÌ
s HPLC; i v tomto p¯ÌpadÏ je nutn˝ p¯Ìdavek glycerolu do
mobilnÌ f·ze.

Vöechny v˝öe uvedenÈ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky posky-
tujÌ nejËastÏji pseudomolekul·rnÌ ionty [M+H]+ a [MñH]ñ.
NÏkdy doch·zÌ i k tvorbÏ adukt˘ s jin˝mi kationty, jako jsou

nap¯. [M+Na]+, [M+NH4]
+, [Mñ2H+Na]ñ a klastrov˝ch iont˘,

nap¯. [M+M+H]+, [M+M+Na]+, [M+MñH]ñ.

3 . 5 . A n a l y z · t o r i o n t ˘ , s k e n o v a c Ì r e û i m y

V diagnostice DMP se tÈmÏ¯ v˝hradnÏ pouûÌv· trojit˝
kvadrupÛl (uspo¯·d·nÌ QQQ). PrvnÌ a t¯etÌ kvadrupÛl (Q1 a Q3)
slouûÌ jako analyz·tory iont˘ podle pomÏru hmotnosti a n·boje
(m/z), druh˝ kvadrupÛl (Q2) plnÌ funkci koliznÌ cely. V pro-
storu Q2 podlÈhajÌ pseudomolekul·rnÌ ionty kolizÌ indukovanÈ
disociaci (CID). KoliznÌm plynem b˝v· inertnÌ plyn (Ar, Xe,
He, N2) pod tlakem desetin Pa a koliznÌ energie se pohybuje
v ¯·du desÌtek eV.

R˘zn˝mi kombinacemi funkcÌ Q1 a Q3 se nastavujÌ n·sle-
dujÌcÌ reûimy skenov·nÌ:

Sledov·nÌ vybranÈho dce¯inÈho iontu
(Selected reaction monitoring, SRM)

Q1 i Q3 jsou nastaveny na ionty se specifick˝m m/z, tzn. ze
vöech iont˘ vznikl˝ch ve zdroji se vybere jeden (Q1) a po
fragmentaci v Q2 se pomocÌ Q3 vybere jeden jeho fragment
(vÏtöinou ten s nejvÏtöÌm zastoupenÌm), kter˝ proch·zÌ aû do
detektoru. Takto se postupuje u vöech analyt˘ obsaûen˝ch ve
vzorku. SRM se mj. pouûÌv· v p¯Ìpadech stanovenÌ vÌce ana-
lyt˘, z nichû kaûd˝ fragmentuje jin˝m mechanismem. V r·m-
ci diagnostiky DMP to jsou purinovÈ a pyrimidinovÈ l·tky
a mastnÈ kyseliny s dlouh˝m ¯etÏzcem.

Sledov·nÌ dce¯in˝ch iont˘ (Product (daughter) ion scan)

Q1 je nastaven na ion se specifick˝m m/z, Q3 skenuje urËit˝
interval m/z, tzn. ze vöech iont˘ vznikl˝ch ve zdroji se vybere
jeden (Q1) a po fragmentaci v Q2 se pomocÌ Q3 sledujÌ vöechny
jeho fragmenty. Tento reûim se pouûÌv· zejmÈna p¯i v˝voji
metody, protoûe poskytuje nejvÌce informacÌ o struktu¯e l·tky
a o pr˘bÏhu jejÌ fragmentace.

Sledov·nÌ mate¯sk˝ch iont˘ (Precursor (parent) ion scan)

Q1 skenuje urËit˝ interval m/z, Q3 je nastaven na ion se
specifick˝m m/z, tzn. ûe Q1 postupnÏ vybÌr· ionty z danÈho
intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jakÈ mÌ¯e z nich vznik·
fragment s nastavenou hodnotou m/z. Sken se vyuûÌv· p¯i

Obr. 2. ZjednoduöenÈ schÈma FAB a LSIMS

Obr. 3. KolizÌ indukovan· disociace butylester˘ acylkarnitin˘8,21

(a) a aminokyselin16,17(b)
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sledov·nÌ skupiny strukturnÏ p¯Ìbuzn˝ch analyt˘ s podobnou
fragmentacÌ, v p¯ÌpadÏ diagnostiky DMP jsou to acylkarnitiny
poskytujÌcÌ fragment m/z = 85 (obr. 3a).

Sledov·nÌ neutr·lnÌ ztr·ty (Neutral loss scan)

Q1 skenuje interval m/z. Q3 z·roveÚ skenuje interval s m/z
niûöÌ o urËitou konstantnÌ hodnotu, tzn. Q1 postupnÏ vybÌr·
ionty z danÈho intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jakÈ mÌ¯e p¯i
fragmentaci ztr·cejÌ ze svÈ struktury neutr·lnÌ Ë·st danÈ hmot-
nosti. StejnÏ jako Ñprecursor ion scanì se Ñneutral loss scanì
pouûÌv· pro strukturnÏ p¯ÌbuznÈ analyty; pro diagnostickÈ ˙Ëely
jsou to p¯edevöÌm aminokyseliny, kterÈ odötÏpujÌ butylestero-
vou skupinu a vodÌk jako butyl-formi·t (∆ m/z = 102, obr. 3b).

3 . 6 . Z p r a c o v · n Ì a v y h o d n o c e n Ì
p r i m · r n Ì c h d a t

DiagnostickÈ metody smÏ¯ujÌ ke stanovenÌ koncentracÌ
metabolit˘. Pro hmotnostnÌ spektrometrii neplatÌ û·dn˝ jedno-
duch˝ vztah mezi absolutnÌm sign·lem detektoru a koncentra-
cÌ analytu, koncentrace analyt˘ se proto stanovuje na z·kladÏ
kalibrace sign·lu analytu v˘Ëi sign·lu vnit¯nÌho standardu.
Jako vnit¯nÌ standardy se v hmotnostnÌ spektrometrii s v˝ho-
dou uûÌvajÌ isotopovÏ znaËenÈ molekuly samotn˝ch analyt˘.
ZnaËenÌ se prov·dÌ stabilnÌmi isotopy 2H, 13C nebo 15N. Stan-
dardy obsahujÌ alespoÚ t¯i atomy tÏchto nuklid˘, aby jejich
sign·l nebyl zvyöov·n p¯ÌspÏvkem pÌk˘ majÌcÌch p˘vod v p¯i-
rozenÈm v˝skytu tÏûöÌch isotop˘ H, C, N, O a S v molekul·ch
analytu.

Sign·lem danÈho iontu se rozumÌ v˝öka, p¯ÌpadnÏ plocha
pÌku u p¯ÌsluönÈ hodnoty m/z integrovan· p¯es vöechny skeny
vÏnovanÈ sledov·nÌ tohoto iontu. Koncentrace analytu je pak
zjiötÏna z kalibraËnÌ z·vislosti pomÏru sign·lu analytu a sig-
n·lu vnit¯nÌho standardu na koncentraci analytu p¯i konstantnÌ
koncentraci vnit¯nÌho standardu. Sestrojit kalibraËnÌ z·vislost
je nutnÈ zejmÈna v p¯Ìpadech, kdy pro nÏkterÈ analyty nejsou
isotopovÏ znaËenÈ standardy dostupnÈ, a stanovenÌ se pak
prov·dÌ pomocÌ standardu podobnÈ struktury.

KromÏ koncentrace jednotliv˝ch metabolit˘ jsou Ëasto
uûiteËnÈ i dalöÌ ukazatele, jako jsou pomÏry koncentracÌ nebo
i jen prostÈ pomÏry sign·l˘ dvou metabolit˘. RozhodnutÌ
o diagnÛze se uËinÌ jejich porovn·nÌm s referenËnÌmi hodno-
tami stanoven˝mi jako urËit˝ kvantil souboru hodnot charak-
terizujÌcÌch zdravou populaci.

V˝znamn˝m aspektem p¯edevöÌm screeningov˝ch metod
je vyuûitÌ v˝poËetnÌ techniky pro automatickÈ vyhodnocenÌ
namÏ¯en˝ch dat. SystÈmy analyzujÌcÌ aû nÏkolik stovek vzor-
k˘ za den shromaûÔujÌ tak obrovskÈ mnoûstvÌ dat, ûe jejich
Ñmanu·lnÌì posuzov·nÌ je v podstatÏ nemoûnÈ. ÿeöenÌm je
poËÌtaËovÈ vyhodnocov·nÌ ñ na z·kladÏ p¯ednastaven˝ch re-
ferenËnÌch hodnot se vzorky rozdÏlÌ na klinicky vyhovujÌcÌ
a na vzorky, kterÈ mohou vypovÌdat o metabolickÈ poruöe a je
pot¯eba  se jimi d·le  zab˝vat. Takov˝  algoritmus detailnÏ
popisuje nap¯. Rashed a spol1.

4. Z·vÏr

V uplynul˝ch deseti letech doölo k v˝znamnÈmu posunu
v diagnostice DMP. P¯echod od spojenÌ GC/MS s klasickou

ionizacÌ elektronem k modernÌm ionizaËnÌm technik·m umoû-
nil vyvinout metody s velmi vysokou prostupnostÌ vzork˘.
Ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku (ESI, APCI) v oblasti dia-
gnostiky DMP nahrazuje i staröÌ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky
FAB a LSIMS.

P¯ednost modernÌch metod je nutno vidÏt zejmÈna v moû-
nosti prvotnÌho z·chytu jedinc˘ s DMP, i kdyû definitivnÌ
diagnÛza je v kaûdÈm konkrÈtnÌm p¯ÌpadÏ ovÏ¯ov·na a potvr-
zov·na nez·visl˝mi metodami (stanovenÌ aktivity enzymu
spojenÈho s danou poruchou, anal˝za p¯ÌsluönÈho genu aj.).
Ploön˝ screening je v souËasnosti prov·dÏn jen v nÏkter˝ch
vyspÏl˝ch st·tech (nap¯. USA, Nizozemsko, SRN); v budouc-
nosti vöak lze oËek·vat v˝znamnÈ rozöÌ¯enÌ screeningu DMP
tandemovou hmotnostnÌ spektrometriÌ i do dalöÌch st·t˘.

S e z n a m p o u û i t ˝ c h z k r a t e k

APCI chemick· ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku
CE kapil·rnÌ elektroforÈza
CID kolizÌ indukovan· disociace
CoA koenzym A
DMP dÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy
ESI ionizace elektrosprejem
FAB ionizace n·razem rychl˝ch atom˘
GC plynov· chromatografie
HPLC vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
LSIMS hmotnostnÌ spektrometrie s ionizacÌ z kapalnÈ matri-

ce n·razem rychl˝ch iont˘
MS/MS tandemov· hmotnostnÌ spektrometrie

Pr·ce vznikla za podpory MäMT »R (grant MSM
153100013).
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P. FryË·ka, K. Lemra, T. Adamb, and R. Huökov·b

(aDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Palack˝ University, Olomouc, bLaboratory of Inherited Meta-
bolic Disorders, Department of Clinical Chemistry, Medical
Hospital, Olomouc): Diagnostics of Some Inherited Meta-
bolic Disorders by Mass Spectrometry Using Modern Io-
nisation Techniques

The review deals with the progress in the diagnostics of
inherited metabolic disorders by mass spectrometry in the last
decade. It is focused on the atmospheric pressure ionisation
techniques, i.e. electrospray ionisation and atmospheric pres-
sure chemical ionisation. The first part of the article describes
very briefly the molecular causes of inherited metabolic disor-
ders, such as disorders of metabolisms of fatty acids, amino
acids, bile acids, purine and pyrimidine and related metabo-
lites. The other part describes the procedures from sampling
over the analysis itself to the raw data evaluation.
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