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1. Uvod

Béhem posledniho desetileti doslo k rychlému rozvoji
a velkému rozsiteni iontovych zdroji pracujicich za atmosfé-
rického tlaku, tj. ionizace elekrosprejem (Electrospray lonisa-
tion — ESI), ptip. chemické ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation — APCI). Tyto
techniky umoziuji kontinudlni zavddéni kapalnych vzorka do
iontového zdroje a jsou vhodné pro analyzu latek od stfedné
poldrnich az po iontové. Takové vlastnosti je (vedle starSich
technik Fast Atom Bombardment — FAB a Liquid Secondary

*  Autor pro korespondenci
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Ion Mass Spectrometry — LSIMS) ¢ini mimorddné vhodnymi
pro analyzu nizkomolekuldrnich metabolitti. Hmotnostni de-
tektor a piipadné on-line spojeni se separacni technikou (vy-
sokotc¢innou kapalinovou chromatografii nebo kapildrni elek-
troforézou) zajistuji dostateCnou selektivitu stanoveni v tak
komplexnich matricich, jako jsou mo¢, krev, plazma nebo
sérum. Pro fadu skupin pfedevs$im poldrnich analytG (napf.
aminokyseliny, acylkarnitiny) je technika ESI/MS/MS, piip.
APCI/MS/MS vhodnéjsi nez GC/MS, ktera v takovych piipa-
dech vyzaduje ndaro¢néjsi piipravu vzorki. Moderni ioniza¢ni
techniky dovolily vyvinout systémy schopné analyzovat né-
kolilf stovek vzorkl za den a automaticky vyhodnotit ziskana
data’.

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou vzdcné se vy-
skytujici onemocnéni — incidence se pohybuje od cca 1 : 10 000
v piipadé napf. fenylketonurie az k 1 : 500 000 u velmi vzac-
nych poruch; jejich kumulativni incidence je 1 : 500. Klinické
pfiznaky jsou ¢asto natolik nespecifické, Ze v€asné stanoven{
koncentrace pfislusnych metaboliti v rdmci screeningového
programu béhem nékolika prvnich dni po narozeni miize byt
jedinou cestou, jak urcit diagnézu difve, nez nastanou nevratné
patologické zmény v organismu pacienta. Tato diagnostika
vyzaduje stanoveni fady analyti ve velkém poctu vzorkd
(fddove desitky az stovky tisic ro¢né). Dostatecné selektivity
a prostupu vzorki Ize dosahnout pouzitim MS (cit.?).

Tento prehledny referat se zaméiuje na DMP, které lze
diagnostikovat na zakladé stanoveni aminokyselin, acylkarni-
tind, organickych kyselin (karboxylové kyseliny C3 az C6
a jejich hydroxy- a ketoderivaty), vyssich mastnych kyselin,
zlucovych kyselin a purinovych a pyrimidinovych latek. Vy-
uziti ESI/MS/MS a APCI/MS/MS pro tyto skupiny metabolitti
zjednodusilo analyzu oproti tradiécnim GC/MS nebo jinym
metoddm, coz v nékterych vyspélych stitech umoznilo roz-
béhnout rozsdhlé screeningové programy.

2. Dédi¢né metabolické poruchy
z hlediska biochemie a molekularni biologie

Pfi¢inou DMP jsou mutace gent slouZicich jako pted-
loha pfi proteosyntéze. Vznikd abnormadlni protein s pozmeé-
nénou sekvenci aminokyselinovych zbytki. Jeho funk¢nost
(nejcastéji katalytickd aktivita) mGze byt zcela nebo z velké
Casti zachovdna, pokud se zména sekvence vyskytuje mimo
vazebnd mista substrdtu a koenzymu. V opa¢ném piipadé je
aktivita enzymu podstatné sniZena nebo je nulovd. Aktivi-
t¢ abnormdlniho enzymu u konkrétniho jedince odpovidd §i-
rokd $kdla klinickych projevdi DMP od asymptomatického
pribéhu az po tézké poskozeni tkdni, selhdni organti a pred-
¢asnou smrt.

Preruseni metabolické drahy na misté odpovidajicim ne-
funkénimu enzymu zpiisobi hromadéni substratu a nedostatek
produktu enzymové reakce. Nevyuzity substrat mize byt me-
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Tabulka I
Poruchy odbourdvani mastnych kyselin

Referdty

DMP Diagnosticky vyznamné metabolity® Lit.
Poruchy transportu acyl-CoA do matrix mitochondrii:
Deficience karnitinpalmitoyltransferasy II acylkarnitiny C14, C16:1, C16, C18:2, C18:1, C18 5-7
nebo karnitinacylkarnitintranslokasy®
Poruchy B-oxidace:
Deficience dehydrogenasy acyl-CoA
s kratkym fetézcem acylkarnitiny C2, C4, C5 1,7
se stiednim fetézcem acylkarnitiny C2, C6, C8, C10:1, C10 1,7-9
s dlouhym fetézcem acylkarnitiny C14:2, C14:1, C16, C18:1, C18 1,7,10
Deficience peroxisomdlni dehydrogenasy mastné kyseliny C20, C22, C24, C26 11
acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem
Deficience dehydrogenasy hydroxyacyl-CoA  3-hydroxyacylkarnitiny C16, C18:1, C18, acylkarnitiny C14:1, C14 7,12
s dlouhym fetézcem
Porucha vice acyl-CoA dehydrogenas acylkarnitiny C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, glutaryl- 1,7

(glutarovd acidurie II)

*Uvedeny jsou i metabolity, které jsou pouzity k vyhodnoceni ndlezu porovndnim koncentrace akumulovaného a ,,referenéniho*
metabolitu, ° nelze rozlisit jen na zakladé stanoveni acylkarnitini'®, ¢ existuje i deficience karnitinpalmitoyltransferasy I, je ale

N

mnohem vzdacnéjsi, 4 mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (C20 a vyssi) jsou katabolizovdny v peroxisomech modifiko-

vanou formou B-oxidace

tabolizovdn jinym enzymem za vzniku odliSného produktu.
Patologicky miize plisobit hromadéni substrdtu i pfitomnost
alternativniho produktu (nebo vice produkti), stejné jako ne-
dostatek produktu zastavené reakce.

2.1. Poruchy odbourdvdni
mastnych kyselin®*

Katabolismus mastnych kyselin, zndmy jako B-oxidace, se
odehrdvd pfedevsim v mitochondriich, i kdyZ podobnou enzy-
matickou vybavu obsahuji i peroxisomy. DMP katabolismu
mastnych kyselin mohou byt disledkem poruchy transportu
mastnych kyselin do mitochondridlni matrix nebo poruchy
vlastni B-oxidace. Pro diagnostiku se vyuziva stanoveni acyl-
karnitint v plazmé nebo plné krvi (resp. krevnich skvrnach na
filtracnim papife, viz ddle). V tabulce I jsou uvedeny jednot-
livé poruchy a jim odpovidajici diagnosticky vyznamné me-
tabolity spolu s citacemi odkazujicimi na jejich detekci nebo
stanoveni hmotnostni spektrometrii.

2.2. Poruchy odbourdvdni
aminokyselin®

Katabolismus aminokyselin se sklddd z odstranéni o--ami-
noskupiny transaminaci a z ndsledného odbourani uhlikového
fetézce na prekurzory nebo meziprodukty citratového cyklu.
DMP se mohou tykat jak enzymi katalyzujicich odbouran{
uhlikového fetézce aminokyselin, tak enzymt mocovinového
cyklu. Pro diagnostiku se vyuzivd stanoveni aminokyselin,
acylkarnitind, acylglycint (detoxikacnich produktd) a orga-
nickych kyselin v plazmé a moci. Jednotlivé poruchy a odpo-
vidajici diagnosticky vyznamné metabolity jsou uvedeny v ta-
bulce II.
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2.3. Poruchy metabolismu
zluc¢ovych kyselin

Zlugové kyseliny jsou biosyntetizovany v peroxisomech
z cholesterolu. To mimo jiné zahrnuje zkraceni postranniho
fetézce tri-, resp. dihydroxycholestanové kyseliny B-oxidaci
za vzniku cholové, resp. deoxycholové kyseliny. Proto je
stanoveni rdznych Zlu¢ovych kyselin a jejich konjugatt (nej-
Castéji s glycinem a taurinem) pouzitelné v diagnostice pero-
xisomdlnich poruch.

K diagnosticky vyznamnym metabolitim patii glykotri-
hydroxycholové24, taurocholova®, taurotrihydroxycholovai24,
taurotetrahydroxycholova®®, taurotrihydroxycholestanova***
a taurotetrahydroxycholestanova kyselinaz“’26 a C29-dikarbo-
xylova 7lu¢ovi kyselina®>. Stanoveni uvedenych metabolitii
se provadi v mo¢i**?*?” plazmé nebo séru**°a ve 7lu¢i’.
2.4. Poruchy odbourdvdni purinovych

a pyrimidinovych bdzi a nukleosida"

Lidsky organismus katabolisuje hlavni purinové nukleosi-
dy adenosin a guanosin az na kyselinu mocovou, kterd je
vylucovana v moci. Pyrimidinové nukleosidy uracil, resp.
thymin jsou odbourdvany na [3-alanin, resp. f-aminoisomadsel-
nou kyselinu (dalsi katabolismus vede pfes malonaldehyd,
resp. methylmalonmonoaldehyd k malonyl-CoA, resp. sukci-
nyl-CoA, coz jsou metabolity zapojené do biosyntézy mast-
nych kyselin, resp. do citratového cyklu).

Hmotnostni spektrometrie v diagnostice poruch spojenych
s touto skupinou metabolitli predstavuje relativné nejméné
propracovanou oblast. Metabolity se stanovuji v moci. V ta-
bulce III jsou uvedeny konkrétni poruchy a jim odpovidajici
metabolity.
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Tabulka II
Poruchy odbourdvani aminokyselin
DMP Diagnosticky vyznamné metabolity® Lit.
Poruchy odbourdvdni uhlikoveho fetézce:
Hyperfenylalaninemie” Phe, Tyr 1,14-16
Deficience systému odbourdvajictho Gly 1
glycin (neketotickd hyperglycinemie)
Deficience dehydrogenasy 2-ketokyselin Leu, Ile, Val, Phe 1,17
s rozvétvenym fetézcem (nemoc
javorového sirupu)
Deficience fumarylacetoacetdthydrolasy Phe, Tyr 1,16
(tyrosinemie I)
Deficience jaterni tyrosintransaminasy Phe, Tyr 1,16
(tyrosinemie II)
Deficience isovaleryl-CoA-dehydrogenasy acylkarnitiny C2, C5 1,6,10
(isovalerovd acidurie) v moci: isovalerylglycin, 3-hydroxyisovalerova kyselina 18,19
Deficience 3-hydroxy-3-methylglutaryl- hydroxyacylkarnitin C5, methylglutarylkarnitin 1
-CoA-lyasy (3-hydroxy-3-methylglutarovd v moci: 3-hydroxyisovalerovd kyselina, 3-hydroxy-3- 18
acidurie) -methylglutarovd kyselina, 3-methylglutakonovd kyselina,
3-methylglutarova kyselina
Deficience glutathionsynthetasy pyroglutamova kyselina, Phe 1
(pyroglutamov4 acidurie) v moc¢i: pyroglutamova kyselina 20
Deficience histidinamoniaklyasy v moc¢i: His 20
(histidinemie)
Deficience homogentisatoxidasy v mo¢i: homogentisova kyselina 20
(alkaptonurie)
Deficience glutaryl-CoA-dehydrogenasy glutarylkarnitin® 1,6,10
(glutarovd acidurie I)
Deficience cystathionin-B-synthasy Met 1
(homocystinurie)
Deficience prolindehydrogenasy/ Pro, Phe 1
glutamét-5-semialdehyddehydrogenasy®
(hyperprolinemie)
Deficience -ketothiolasy acylkarnitiny C5:1, hydroxy-C5 1
Vicendsobna deficience karboxylas acylkarnitiny C2, C3, hydroxy-C5 1
Deficience 3-methylkrotonyl-CoA- hydroxyacylkarnitin C5 6
-karboxylasy
Deficience propionyl-CoA-karboxylasy acylkarnitiny C2, C3 1,10,21
(propionova acidemie) v moci: methylcitronovd kyselina, tiglylglycin, 18
propionylglycin
Methylmalonovd acidurie® methylmalonova kyselina, acylkarnitiny C2, C3 1,10,21,22
v moc¢i: methylmalonova kyselina, methylcitronovad kyselina 18,22
Poruchy cyklu mocoviny:
Deficience ornithinkarbamoyltransferasy v moci: orotovd kyselina, uracil 23
Deficience argininsukcindtsynthetasy citrulin, Phe, Tyr 1
(citrulinemie)
Deficience argininsukcindtlyasy citrulin, Tyr 1
(argininsukcindturie) v moci: argininjantarova kyselina 18

 Stanoveni v krvi nebo plazmé, pokud neni uvedeno jinak; uvedeny jsou i metabolity, které jsou pouzity k vyhodnoceni ndlezu
porovndnim koncentrace akumulovaného a ,,referenéniho* metabolitu, b existuji hyperfenylalaninemie z deficience fenylanin-
hydroxylasy a deficience enzymi biopterinového metabolismu, ¢ ostatni acylkarnitiny maji normélni hodnoty — odliSeni od
glutarové acidurie I, 4 citovand publikace nespecifikuje, o ktery z enzyma jde, © existuje nékolik enzymd jejichz deficience
zpusobuje methylmalonovou acidurii: methylmalonyl-CoA-mutasa a ddle enzymy zodpovédné za tvorbu adenosylkobalaminu,

coz je koenzym uvedené mutasy
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Tabulka IIT

Referdty

Poruchy odbourdvéni purinovych a pyrimidinovych bazi a nukleosidd

DMP Diagnosticky vyznamné metabolity Lit.
Deficience adenosindeaminasy adenosin, deoxyadenosin 23
Deficience purinnukleosidfosforylasy inosin, deoxyinosin, guanosin, deoxyguanosin 23
Deficience xanthinoxidasy xanthin, hypoxanthin 23
Deficience molybdenového kofaktoru xanthin 23
Deficience adeninfosforibosyltransferasy adenin, dihydroxyadenin 23
Deficience adenylsukcinasy sukcinyladenosin 23
Deficience dihydropyrimidindehydrogenasy uracil, thymin, 5-hydroxymethyluracil 23,28
Deficience orotdtfosforibosyltransferasy orotova kyselina 23

anebo orotidyldtdekarboxylasy

3. Pristrojové vybaveni a postupy
pro hmotnostné spektrometrické
stanoveni metabolitii

3.1. Odbér klinického vzorku

Jak jiz bylo naznaceno, pro ucely diagnostiky DMP se
odebird bud moc¢ anebo krev, kterd se ddle mtize zpracovat na
plazmu nebo sérum. Kromé klasického zptisobu odbéru ,,do
zkumavky* se zejména pro screeningové programy uplatiuje
odbér moci a plné krve na kartu filtraéniho papiru. Na karté je
vyznaceno kolecko, do néjz se nechd nasdknout nékolik kapek
moci nebo krve. Dalsif moznosti je prouzek filtracniho papiru
umistény do plenek novorozence, piipadné ponofeny do na-
dobky s odebranou moci. Po nasaknuti vzorkem se karta nebo
prouzek nechaji vysusit. Vzorek na filtracnim papife md fadu
vyhod: stabilita analytl v pevné fdzi, snadnd technika odbéru,
pohodlnd manipulace a transport.

V klinické laboratofi je z karty na pfislusSném misté spe-
cidlnim prfistrojem vyraZeno kolecko presného primeéru a umis-
téno do vialky nebo jamky mikrotitracni desti¢ky, ve které
probihd dalsi zpracovdni. Prouzky nasdklé vzorkem jsou zpra-
covavdny celé nebo se vezme jejich definovand ¢dst. Objem
krve nebo moci pripadajici na ur¢itou plochu papiru je stano-
ven predem napf. takto™: vytvoii se dvé skvrny vzorku se
standardnim pfidavkem analytu. Druhd skvrna musi obsaho-
vat definovany objem vzorku (V). Z prvni skvrny se vyrazi
kolecko o ptesné plose (S), druhd se vystfihne celd. Provede
se stanoveni analytu v obou vzorcich. Objem vzorku pfipada-
jici na jednotkovou plochu filtra¢niho papiru (V) je pak de-
finovdn takto:

V= (m,.V) / (my.5)

kde m, resp. m, jsou stanovené hmotnosti analytu v ¢dsti prvni
skvrny o ploSe S, resp. v druhé skvrné.

Nutnou podminkou tedy je, aby k analyze odebrany papir
byl kompletné napustény vzorkem — tak je mozné dosahnout
postacujici pfesnosti a spradvnosti stanoveni.
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3.2. Ptiprava vzorku k analyze

V piipadé vzorki na filtratnim papife je nutné analyty
nejdrive prevést zgét do roztoku extrakei vodou'* nebo smési
vody a methanolu®® za podpory sonikace nebo tiepan.

Stanoveni koncentrace analyt se provadi metodou pfi-
davku isotopové znacenych standardd (viz 3.6.). Tyto stan-
dardy byvaji nejcastéji priddny do rozpoustédla, kterym se
extrahuje papir, pripadné jesté pred vlastni extrakei je defino-
vany objem roztoku standardl napipetovan na prouzek papiru
napustény vzorkem™".

Po extrakci je vzorek podroben odstfedéni, piip. filtraci
a supernatant (filtrdt) je pfeveden do ¢isté vialky nebo jamky
mikrotitracni desticky. Takto pripravené vzorky se bud pfimo
analyzuji, anebo se provadi derivatizace.

Ke kapalnym vzorkiim moci nebo plazmy se pridava roz-
tok isotopové znaCenych standardli a po ptipadné deproteini-
zaci acetonitrilem a centrifugaci se zpracovavaji podobné jako
extrakty z papiru.

Metody stanoveni acylkarnitint a vétSina metod stanove-
ni aminokyselin vyuzivaji derivatizace analyti na butyleste-
ry. Esterifikuji se karboxyly aminokyselin, karnitinu a acyla
s dvéma karboxylovymi skupinami. Blokovani téchto skupin
zabranuje vyskytu analytli ve formé neutrdlnich amfiontd
a (v pripadé sloucenin se dvéma nebo vice karboxylovymi
skupinami) zdporné nabitych iontd jiZ v roztoku. To vyrazné
zvysuje podil kladné ionizovanych molekul analytu v ionto-
vém zdroji. ZvySeni ui¢innosti ionizace md za ndsledek snizeni
detekéniho limitu metody?.

Pred derivatizaci se extrakt odpaii do sucha v proudu
dusiku. K odparku se pfiddvd 3 M-HCl v butan-1-olu pfip. smés
acetylchloridu a butanolu. Esterifikace probihd 15 aZ 30 minut
pri teploté 65 °C. Pak se prebytecny butanol a HCI odpaii
v proudu dusiku. Nakonec se odparek rozpusti v rozpoustédle
vhodném pro dals{ analyzu (viz 3.3.).

Zlugové kyseliny se ze vzorku moé¢i, krve, plazmy nebo
i Zluci izoluji extrakci pevnou fazi na C-18 kolonkdch®*2%27
Jiny postup™ je zaloZen na piidavku roztoku isotopové znace-
nych standardl a acetonitrilu k plazmé. Po centrifugaci se
supernatant odpafi k suchu, odparek se rozpusti a analyzuje.

Purinové a pyrimidinové metabolity se pouze extrahu-
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ji z prouzki filtraéniho papiru bez dalii derivatizace™*,

Metoda pro stanoveni mastnych kyselin s velmi dlouhym
feté%lcem vyuZzivd jejich pfevedeni na dimethylaminoethyles-
tery .

3.3. Zavadéni vzorku, spojeni
s vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografifi
a kapildrni elektroforézou

Nejvétsi prinos zejména pro screening lze pripsat aplika-
cim, které se obejdou bez predchozi separace vzorku na chro-
matografické koloné. Do tohoto stadia byly dopracovany né-
které metody stanoveni acylkarnitind, aminokyselin a mast-
nych kyselin s dlouhym fetézcem. K tomu pfispéla zejména
skute¢nost, ze meékké ionizaéni techniky poskytuji jednoduché
pseudomolekuldrni ionty analytl, a ne fragmenty, tak jako
elektronovd ionizace. Systém pro analyzu bez on-line separace
se sklada z HPLC cerpadla, automatického davkovace a hmot-
nostniho spektrometru, které jsou zapojeny v sérii. Cerpadlo
zajistuje kontinudlni pritok v fadu desitek pl.min™". Slozeni
,,mobilni faze* je podobné jako v piipadé chromatografie na
reverzni fazi (viz nize). Automaticky davkovac v pravidelnych
intervalech dvou aZ péti minut nastiikuje vzorky (5 az 20 pl)
—jednd se tedy o prtitokovou analyzu.

Spojeni HPLC/MS/MS je nutné vyuzit zejména tehdy, kdy
je potfeba rozdélit isomery nerozliSitelné ani tandemovou
hmotnostni spektrometrii (coz jsou v ramci diagnostiky DMP
vyjimecné piipady), nebo je ucinnost ionizace pro dané ana-
lyty snizovdna soucasnou pfitomnosti slozek matrice v ionto-
vém zdroji a signdl se ztraci v sumu®?® HPLC se pak realizuje
na béZznych analytickych kolonach C-18 délky 100-250 mm,
nékdy i kratiich**®. Pracuje se isokraticky nebo gradientovou
eluci, pH mobilni fize (smés methanolu nebo acetonitrilu

Referaty

a vody) byva upraveno pridavkem kyseliny (mravenci, octo-
vd, trifluoroctova) anebo tékavym pufrem (mravencan, octan
amonny).

Pokrok v rozvoji elektroforetickych metod a jejich spojeni
s hmotnostni spektrometrif pies elektrosprejové rozhrani s se-
bou 2pﬁnéél’ i diagnostické aplikace techniky CE/ESI/MS/MS
(cit.”), kterou je mozné povazovat za alternativu spojeni HPLC/
MS/MS. Vyhodou CE je prdce s malym objemem vzorku,
minimdlni potfeba jeho predipravy a nizka spotfeba chemiké-
lif. Rutinnimu vyuziti této techniky zatim brani technické
obtize jejtho spojeni s hmotnostni spektrometrii, nevyhodou
je rovnéz vysoka koncentracni mez detekce.

3.4. Iontové zdroje

V soucasnosti je elektrosprej (obr. 1a) nejpouzivanéjsi
iontovy zdroj v oblasti hmotnostni spektrometrie nizkomole-
kuldrnich metabolitd. Je vhodny pro stfedné poldrni aZ iontové
latky. Ionizace nastdva odpafovanim nabitych kapicek roztoku
vzorku rozpraSovaného proti vstupni Stérbiné spektrometru
z tzv. ESI jehly (kovové kapildry) pfipojené na vysoky poten-
cidl 3-5 kV. ESI zdroj je vhodny pro pritoky od jednotek do
nékolika malo stovek ul.min™', proto se v piipadé spojeni
s HPLC vyuziva délice toku, aby bylo dosaZzeno optimalniho
pritoku eludtu do iontového zdroje. Pfi spojeni s CE se naopak
pritok zvySuje pomocnou kapalinou (methanol apod.) na né-
kolik ul.min™' (pii pouZiti nanospreje se pracuje bez této
pomocné kapaliny).

Rozhrani pro chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(obr. 1b) je alternativou elektrosprejové ionizace. Komeréni
pristroje byvaji obvykle vybaveny obéma typy ionizace, je-
jichZz zaména je snadnd a netrvd vice neZ nékolik minut.
Obecné je APCI vhodnd pro méné poldrni latky nez ESI, ikdyz
oblasti vhodné polarity analytti se u obou technik do znac¢né
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Obr. 1. Zjednodusena schémata ESI (a) a APCI (b), uspoiradani s vyhrivanou kapilarou
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Obr. 3. Kolizi indukovana disociace butylesterii acylkarniting®*'
(a)a aminokyselin16’17(b)

miry piekryvaji. V rozhrani APCI se roztok vzorku zmlzuje
do vyhfivaného prostoru cylindrického odpafovdku. Smés
horkych par a plynti pak proudi oblasti koronového vyboje
u Spicky jehly, kterou prochazi proud o velikosti nékolik HLA.
Vyboj ionizuje molekuly rozpoustédla a zmlzujictho plynu
(dusiku), a tyto ionty preddvaji ndboj molekuldm analyti.
APCI je v diagnostice DMP pouzivadna daleko méné nez ESI.
Ditivodem je napt. vyssi spotieba rozpoustédel a vzorku: doln{
hranice optimdlniho priitoku pro béznd rozhrani APCI je asi
200 ul.min".

Vyvojové stars$i mékkeé ionizacni techniky FAB a LSIMS
(obr. 2) jsou zalozené na aplikaci roztoku vzorku na sondu
vklddanou do iontového zdroje. Na sondu je zaméfen paprsek
rychlych atom@ Xe (FAB) nebo ionti Cs* (LSIMS). Dopad
rychlych ¢éstic zptisobi ionizaci molekul vzorku a jejich pre-
vedeni z kapalné do plynné faze. Rozpoustédlo musi obsaho-
vat glycerol, zajistujici obnovu kapalného filmu na sond¢, aby
mél signdl dostate¢nou dobu trvdni. Existuji pritocné modi-
fikace téchto technik (continuous flow) urcené pro spojeni
s HPLC; i v tomto piipadé je nutny pridavek glycerolu do
mobilni faze.

Vsechny vySe uvedené mékké ionizacni techniky posky-
tuji nejCast&ji pseudomolekuldrni ionty [M+H]* a [M-H]".
Nékdy dochdzi i k tvorbé aduktd s jinymi kationty, jako jsou
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napf. [M+Na]", [M+NH,]*, [M-2H+Na]  a klastrovych iontd,
napt. [M+M+H]*, [M+M+Na]*, [M+M-H]".

3.5. Analyzdtor iontt, skenovaci rezimy

V diagnostice DMP se témér vyhradné pouziva trojity
kvadrupdl (uspofdddni QQQ). Prvni a tfeti kvadrupdl (Q, a Q)
slouzi jako analyzatory iontli podle poméru hmotnosti a ndboje
(m/z), druhy kvadrupdl (Q,) plni funkci kolizni cely. V pro-
storu Q, podléhaji pseudomolekuldrni ionty kolizi indukované
disociaci (CID). Koliznim plynem byva inertni plyn (Ar, Xe,
He, N,) pod tlakem desetin Pa a kolizni energie se pohybuje
v fddu desitek eV.

Riiznymi kombinacemi funkci Q, a Q se nastavuji ndsle-
dujici reZimy skenovani:

Sledovdni vybraného dceriného iontu
(Selected reaction monitoring, SRM)

Q, i Q;jsou nastaveny na ionty se specifickym m/z, tzn. ze
vsech iontl vzniklych ve zdroji se vybere jeden (Q,) a po
fragmentaci v Q, se pomoci Q vybere jeden jeho fragment
(vétsinou ten s nejveétsim zastoupenim), ktery prochdzi az do
detektoru. Takto se postupuje u vSech analyti obsazenych ve
vzorku. SRM se mj. pouZivd v piipadech stanoveni vice ana-
lytd, z nichZ kazdy fragmentuje jinym mechanismem. V rdm-
ci diagnostiky DMP to jsou purinové a pyrimidinové latky
a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem.

Sledovdni dcerinych iontii (Product (daughter) ion scan)

Q, je nastaven na ion se specifickym m/z, Q; skenuje urcity
interval m/z, tzn. ze vSech iontd vzniklych ve zdroji se vybere
jeden (Q,) apo fragmentaci v Q, se pomoci Q; sleduji viechny
jeho fragmenty. Tento rezim se pouziva zejména pii vyvoji
metody, protoZe poskytuje nejvice informaci o strukture latky
a o pribéhu jeji fragmentace.

Sledovdni materskych iontii (Precursor (parent) ion scan)

Q, skenuje urcity interval m/z, Q5 je nastaven na ion se
specifickym m/z, tzn. Ze Q, postupné vybira ionty z daného
intervalu m/z a Q, sleduje, zda a v jaké mife z nich vznikd
fragment s nastavenou hodnotou m/z. Sken se vyuzivd pii
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sledovani skupiny strukturné pfibuznych analyti s podobnou
fragmentaci, v pripadé diagnostiky DMP jsou to acylkarnitiny
poskytujici fragment m/z = 85 (obr. 3a).

Sledovdni neutrdlni ztrdty (Neutral loss scan)

Q, skenuje interval m/z. Q, zdroveti skenuje interval s m/z
niz§i o urcitou konstantni hodnotu, tzn. Q, postupné vybird
ionty z daného intervalu m/z a Q; sleduje, zda a v jaké mife pfi
fragmentaci ztrdceji ze své struktury neutrlni ¢dst dané hmot-
nosti. Stejné jako ,,precursor ion scan* se ,,neutral loss scan*
pouziva pro strukturné piibuzné analyty; pro diagnostické tcely
jsou to predevsim aminokyseliny, které odstépuji butylestero-
vou skupinu a vodik jako butyl-formiat (A m/z = 102, obr. 3b).

3.6. Zpracovdni a vyhodnocenf{
primdrnich dat

Diagnostické metody sméfuji ke stanoveni koncentraci
metabolitd. Pro hmotnostni spektrometrii neplati Zddny jedno-
duchy vztah mezi absolutnim signdlem detektoru a koncentra-
ci analytu, koncentrace analytd se proto stanovuje na zakladé
kalibrace signdlu analytu viaci signdlu vnitiniho standardu.
Jako vnitin{ standardy se v hmotnostni spektrometrii s vyho-
dou uzivaji isotopové znacené molekuly samotnych analytd.
Znaceni se provadi stabilnimi isotopy 2H, *C nebo "°N. Stan-
dardy obsahuji alespon tfi atomy téchto nuklidd, aby jejich
signdl nebyl zvySovan prispévkem pikti majicich pivod v pii-
rozeném vyskytu t€zsich isotopt H, C, N, O a S v molekuldch
analytu.

Signédlem daného iontu se rozum{ vyska, ptipadné plocha
piku u pfislusné hodnoty m/z integrovand pies vSechny skeny
vénované sledovdni tohoto iontu. Koncentrace analytu je pak
zjisténa z kalibra¢n{ zdvislosti poméru signdlu analytu a sig-
ndlu vnitfniho standardu na koncentraci analytu pfi konstantn{
koncentraci vnitiniho standardu. Sestrojit kalibra¢ni zdvislost
je nutné zejména v pripadech, kdy pro nékteré analyty nejsou
isotopové znacené standardy dostupné, a stanoveni se pak
provadi pomoci standardu podobné struktury.

Kromé koncentrace jednotlivych metabolitd jsou casto
uzitecné i dalsi ukazatele, jako jsou poméry koncentraci nebo
i jen prosté poméry signdli dvou metaboliti. Rozhodnuti
o diagnoze se ucini jejich porovnanim s referenénimi hodno-
tami stanovenymi jako urcity kvantil souboru hodnot charak-
terizujicich zdravou populaci.

Vyznamnym aspektem predevs§im screeningovych metod
je vyuZiti vypocetni techniky pro automatické vyhodnoceni
naméfenych dat. Systémy analyzujici az nékolik stovek vzor-
ka za den shromazduji tak obrovské mnozstvi dat, Ze jejich
,manudlni“ posuzovani je v podstaté nemozné. Reienim je
pocitacové vyhodnocovdni — na zdkladé prednastavenych re-
feren¢nich hodnot se vzorky rozdéli na klinicky vyhovujici
ana vzorky, které mohou vypovidat o metabolické poruse a je
potfeba se jimi ddle zabyvat. Takovy algoritmus detailné
popisuje napi. Rashed a spol'.

4. Zavér

V uplynulych deseti letech doslo k vyznamnému posunu
v diagnostice DMP. Ptechod od spojeni GC/MS s klasickou
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ionizaci elektronem k modernim ionizaénim technikdm umoz-
nil vyvinout metody s velmi vysokou prostupnosti vzorkd.
Tonizace za atmosférického tlaku (ESI, APCI) v oblasti dia-
gnostiky DMP nahrazuje i star$i mékké ionizacni techniky
FAB a LSIMS.

Prednost modernich metod je nutno vidét zejména v moz-
nosti prvotniho zachytu jedinct s DMP, i kdyz definitivn{
diagnoza je v kazdém konkrétnim pripadé oveéfovana a potvr-
zovéana nezdvislymi metodami (stanoveni aktivity enzymu
spojeného s danou poruchou, analyza piislusného genu aj.).
Plosny screening je v soucasnosti provddén jen v nékterych
vyspélych stitech (napt. USA, Nizozemsko, SRN); v budouc-
nosti v8ak lze ocekdvat vyznamné rozsiteni screeningu DMP
tandemovou hmotnostni spektrometrif i do dalSich statd.

Seznam pouzitych zkratek

APCI  chemickd ionizace za atmosférického tlaku
CE kapildrni elektroforéza

CID kolizi indukovanad disociace

CoA  koenzym A

DMP  dédicné metabolické poruchy

ESI ionizace elektrosprejem

FAB  ionizace ndrazem rychlych atomi

GC plynova chromatografie

HPLC vysokotcinnd kapalinova chromatografie

LSIMS hmotnostni spektrometrie s ionizaci z kapalné matri-
ce ndrazem rychlych ionti
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
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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.



