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Uvod

Metabolismu purinti a pyrimidin se Gcastni asi 50 zna-
mych enzymi. Dosud je zndmo 20 enzymovych defektl aje-
jich klinické souvislosti'. Disledkem poruchy enzymu je aku-
mulace latek (substratd, vedlejSich produktt) v krvi, odkud
jsou efektivné eliminovany ledvinami. Analyza purint a pyrimi-
dinti v moci je tedy zdkladem screeningu téchto onemocnéni.

Pro spravnou diagnostiku je nezbytné, aby metody byly
dostate¢né robustni, jednoduché, rychlé pfi identifikaci purint
a pyrimidind, finanéné dostupné a schopné detegovat v§echny
zndmé poruchy. Z analytického hlediska by mélo byt dosazeno
optimdlni rozliseni vSech purinii a pyrimidint od hlavnich
konstituenti moci. V soucasné dobé se pouziva tenkovrstevna

chromatografie' a vysoce i¢inn4 kapalinova chromatografie?®.

Experiment4lné byla testovéna také izotachoforéza’. 1 vyse
uvedené rutinni metody se vSak potykaji s ¢asovou naro¢nosti,
vysokymi provoznimi naklady a problematickou identifikaci.
Pouziti kapilarni elektroforézy ptinasi nové moznosti
v identifikaci purinovych a pyrimidinovych litek*®. V praci
jsou popsany dva pfistupy, tzv. aniontovy a kationtovy mod
pro screening defekti purinového a pyrimidinového metabo-
lismu. Metody byly testovany na zdravych jedincich i na
pacientech s vrozenymi metabolickymi poruchami.

Experimentalni podminky
Chemikélie: kyselina boritd, kyselina fosfore¢na, hydro-

xid sodny, methanol, acetonitril a y-cyklodextrin(Merck, Darm-
stadt, Némecko), baze, nukleosidy, dodecylsulfit sodny (SDS),

kyselina 3-(cyklohexylamino)-l-propansulfonovd (CAPS),
o-cyklodextrin, B-cyklodextrin, heptakis-(2,6-di-O-methyl)-
-B-cyklodextrin (Sigma, St. Louis, USA), sulfatovany P-cy-
klodextrin (Aldrich, Steinheim, Némecko), v8e analytické ¢is-
toty. Pro pfipravu vSech roztokd byla pouzita deionizovana
voda (18 MQ.cm™).

Kapildrni elektroforéza: Experimenty byly provddény na
ptistroji P/ACE 5510 s detektorem s diodovym polem (Beck-
man Instruments, Fullerton, USA). Latky byly separovany
v nepokryté kiemenné kapildfe o vnitinim primeéru 75 pm
a vn&j§im priméru 375 um (Polymicro Technologies, Phoenix,
USA). Kapildra méfila 47 cm a jeji efektivni délka byla 40 cm.
Pro snadnou identifikaci byla detekce provadéna v UV oblasti
v rozmezi 190-300 nm.Vzorky byly ddvkovdny hydrodyna-
micky (tlak 4,2 kPa, ¢as 1-15 s). Analyzy byly provadény pfii
konstantnim napéti (15-30 kV) s ndb&hovou rampou 0,5 min.

Kazdy den pfed zapocetim experimentd byla kapilara pro-
myta vodou, 0,1 mol.I"" NaOH, poté opé&t vodou a zdkladnim
elektrolytem, vzdy 5 minut. Mezi experimenty byla kapilara
promyvdna 0,5 min 0,1 mol.1"™ NaOH a 1 min zdkladnim
elektrolytem. Pfed analyzou byly vzorky 15 minut sonifiko-
vany v ultrazvukové lazni a odstifedény 5 minut pfi 3000 g.

Vysoce u¢innd kapalinovd chromatografie: Experimenty
byly provadény na piistroji Milipore-Waters s UV detektorem
snimajicim soucasné dvé vinové délky (250 a 280 nm). Pro
separace byla pouzita analytickd kolona Hichrom spherisorb
5 wm ODS-2 o délce 12,5 cm a vnitinim priméru 4,6 mm.

Vysledky a diskuse

Chemickou povahou jsou vSechny puriny slabymi kyseli-
nami. Imidazolovy proton (v pozici 9) je deprotonizovédn spK,
okolo 10. Analogickou disociaci lze vypozorovat v pfipadé
pyrimidind. Vét§ina diagnosticky vyznamnych latek mize byt
také za velmi nizkych pH protonizovdna. Pro analyzu purint
a pyrimidint lze tedy aplikovat dvoji pfistup: alkalické pro-
stfedi (aniontovy mdéd) a kyselé prostiedi (kationtovy mod).

Aniontovy méd

Pro alkalickou oblast pH byla postupné na standardni smé-
si a smési mo¢i optimalizovana fada parametri (tab. I). Cilem
bylo dosazeni Gplné separace diagnosticky vyznamnych meta-
bolitl a majoritnich slozek moc¢i a maximélni separa¢ni kapa-
city pro realné vzorky moce (co nejvétsi pocet separovanych
pikl). Z této optimalizace byl jako nejvhodnéjsi vybran systém:
0,015 mol.1" tetraboritan sodny + 0,080 mol.1"" SDS, pH 9,5
pii napéti 15 kV (obr. la). Za téchto podminek bylo dosaZzeno
separace vice nez 60 slozek moci. Separa¢ni Géinnost se pro
sledované analyty pohybuje okolo 230 000 teoretickych pater.
Reprodukovatelnost migraénich ¢astt okolo 1 % poskytuje
dobré ptedpoklady pro identifikaci jednotlivych analytt.

Mimo obecné zndmych separacnich principt se v borato-
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Tabulka I

Optimalizace aniontového médu

Laboratorni pristroje a postupy

SloZeni pufru® pH Aditiva Separaceb Sep. tginnost” Reprod.b
analytt ~ moce’ (TP), pro HX Im
Fosfore¢nan, boritan 7-9,0 SDS, CD... ne (% (% 0
Boritan 9,5 - ne 0 0
Boritan 9,5 0,08 M-SDS ano 85 290 000 1,0%
Boritan 9,5 0,08 M-SDS + 0,01 M-CD(a.,B,Y) ano 66 230 000 2,0%
Boritan 9,5 0,08 M-SDS + 10 % MeOH, AcCN ne e G 0
CAPS 9,5 - ne e e 0

*Spoleény kationt - Na¥, "0 = netestovéno, “pocetsepar. pikii (190 nm) ve smési mo&i 6-ti zdravych déti
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Obr. 1. Separace standardni sm&si purini a pyrimidini, a) aniontovy méd, podminky: 0,015 mol.I 'tetraboritan sodny + 0,080 mol.l"SDS,
pH 9,5, 15 kV, b) kationtovy méd, podminky: 0,200 mol.1"' fosfore¢nan sodny, pH 1,8, 18,5 kV

vém pufru uplatiiuje také komplexace analytd obsahujicich
cis-diolové seskupeni, coz umoZiiuje oddé&leni ribonukleo-
sidli od deoxyribonukleosidii nebo samotnych bazi. Pouzi-
ti SDS zvySuje pocet separovanych pikd v mo&i (nenabité
analyty v moci se separuji na zdkladé agregace do micel),
avsak nepodili se na mechanismech separace purinti a pyrimi-
dind.

Kationtovy moéd

Druhou moZnosti analyzy purini a pyrimidint jsou sepa-
race v kyselém prostfedi. Byla provedena optimalizace pH
fosfatového pufru a pifidavku aditiv (tab. 1I). Jako optimalni
systém byl zvolen 0,200 mol.I"! fosfore¢nan sodny pii extrém-
n¢ nizkém pH 18 a napéti 18,5 kV (obr. 1b). Separa¢ni
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uc¢innost byla okolo 100 000 teoretickych pater. Pfidavek
organickych aditiv nezpusoboval vyznamné zmény separaéni
ucinnosti a selektivity. Pfi tomto pH byla separovana vétSina
latek, krom¢ analytli s nizkou (guanosin, xanthin, moc¢ovina)
nebo aniontovou mobilitou (kyselina orotové). Kyselinu oro-
tovou lze vzhledem k absenci elektroosmotického toku tispés-
né separovat pii obracené polarité.
Analyza redlnych vzorki

Na obrazcich jsou uvedeny separace moci zdravych jedin-
ct (obr. 2) a pacientii s defekty orotidinkarboxylasy - OTC
(obr. 3) a purinnukleosidfosforylasy - PNP (obr. 4). Vedle
sebe jsou vzdy srovnany separace v aniontovém a kationtovém
modu. Z elektroferogrami Ize jednozna¢n& podle migraénich
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Obr.. 2. Separace smési mo&i zdravych déti, a) aniontovy mod, podminky: 0,015 mol.I tetraboritan sodny + 0,080 mol.l ISDS, pH 9,5, 15 kV,
b) kationtovy méd, podminky: 0,200 mol.I"" fosfore¢nan sodny, pH 1,8, 18,5 kV
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Obr. 3. Separace vzorku pacienta s deficitem OTC a) aniontovy méd, podminky: 0,015 mol.l"" tetraboritan sodny + 0,080 mol.I”! SDS, pH 9,5,
15 kV, b) kationtovy méd, podminky: 0,200 mol.I"" fosfore¢nan sodny, pH 1,8, 18,5 kV
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Obr. 4. Separace vzorku pacienta s deficitem PNP a) aniontovy méd, podminky: 0,015 mol.I’ “tetraboritan sodny + 0,080 mol.lhISDS, pH
9,5, 15 kV, b) kationtovy mod, podminky: 0,200 mol.l" fosforegnan sodny, pH 1,8, 18,5 kV

a b
DHA
501 4 20
A, A A,
AU mAlLl
, Ly TP~150000
| 0 360 1m
MJ“'
3 \/‘\"\/"J Ll
0 — — [
il 5 00 5 _
i, min £, min
d e
A creal

A 207 20
mAU A

15} mAl

10 f 10+

5| DHA

/ I h 300 nm 0
i) :
0 5 ) 10 0 10 20 30
I, min 1, mimn

Obr. 5. Separace vzorku pacienta s deficitem APRT a), b) ¢) kationtovy méd, podminky: 0,200 mol.I' fosfore¢nan sodny, pH 1,8, 18,5kV -
190,260a300 nm, d) aniontovy méd, podminkv: O.Q}S mol.l" tetraboritan sq?n}'/'+ 0,080 mol.I" SDS. pH 9.5, 15kV, e) HPLC analyza, podminky:
mobilni faze - pufr (etrabutylamonium (0,005 mol.l™") + octan (0,040 mol.I"), pH 2,75, priitok 1 ml.min", detekce p¥i 250 nm
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Tabulka 11
Optimalizace kationtového médu

Laboratorni pfistroje a postupy

Sloz. pufru pH Aditiva Separace analyt( Sep. 1i¢innost” (TP) Pozndmka

Fosfore¢nan 1,6 - ano € vysoky proud
Fosfore¢nan 18 - ano 108 000 -

Fosfore¢nan 1,8 MeOH, AcCN ano G nevyznamné zmény
Fosforecnan >2 ne ® nedost. ionizace (GR...)

*©®= netestovdno

Cast identifikovat akumulované metabolity (OTC - kyselina
orotovd, PNP - inosin, deoxyinosin, guanosin, deoxyguano-
sin). Pfi identifikaci byla navic pouzita databdze UV spekter
vytvoifenych z méfeni standardd.

Dale je uvedeno srovnani CE s dnes pouZivanou technikou
HPLC (obr. 5). Jednd se o tentyz vzorek pacienta s vadou
adeninfosforibosyltransferasy - APRT. Z analyz vyplyvd, Ze
HPCE je asi 300x G¢innéjsi, 3x rychlejsi a podstatné selektiv-
néjsi. Finanéni ndklady na provedeni jedné analyzy jsou
u HPCE také vyrazné nizsi.

Zavér

Kombinaci obou médi Ize dosahnout spolehlivého uréeni
pfitomnosti metabolitd ve vzorcich moci, coZje nezbytné pro
diagnostiku dédiénych metabolickych poruch. Aniontovy
moéd umozituje separaci v§ech vyznamnych konstituentdi moci
v&etn& purint a pyrimidind. Identifikace v8ak muZe byt nékdy
ztiZzena Sirokym spektrem separovanych latek (bézné je vjed-
nom vzorku separovdno 50 UV - absorptivnich latek). V ka-
tiontovém mdédu nemigruji nékteré diagnosticky vyznamné
metabolity (X, HR, UA). Metoda viak umozZiiuje diagnostiko-
vat vétSinu poruch purinového a pyrimidinového metabo-
lismu. Jeji pfednostije, Ze dochézi k podstatné mensim inter-
ferencim, coz zjednodusuje interpretaci analyz.

V soucasnosti jsou tyto systémy vyuzivany v diagnostické
praxi Laboratofe dédi¢nych metabolickych poruch FN Olo-
MG
Seznam =zkratek
A
AR
APRT

adenin
adenosin
adeninfosforibosyltransferasa

CAPS kyselina 3-(cyklohexylamino)-l-propansulfonova
creat kreatinin

dAR  deoxyadenosin

dGR deoxyguanosin
DHA 2,8-dihydroxyadenin
dHR deoxyinosim

GR guanosin

hipp  kyselina hippurova
HR inosin

HX hypoxanthin

OA kyselina orotova
OTC orotidinkarboxylasa
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PNP  purinnukleosidfosforylasa
SDS  dodecylsulfat sodny

UA kyselina mocova

urea  mocovina

X xanthin

Tato prdce byla podporena granty IGA MZ CR 3439-3
a MSMT CR VS 96021. Autoii dékuji Dr. L. D. Fairbanks
(Purine Research Laboratory, London) za poskytnuti vzorkii
a provedent srovndvacich HPLC mérent.
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Institute of ClinicalBiochemistry, Faculty Hospital, Olomouc,
“Centre of Analytical Chemistry of Molecular Structures, Pa-
lacky University, Olomouc): New Techniques in Diagnostics
by Capillary Electrophoresis of Hereditary Disorders
of Purine and Pyrimidine Metabolism

Purine and pyrimidine compounds were analyzed by ca-
pillary electrophoresis in urine of patients with inherited di-
sorders purine and pyrimidine metabolism. Two separation of
systems (alkaline-anionic and acid-cationic mode) have been
compared. The use of a strongly acidic background electrolyte
(pH 1.8) improves the selectivity and informative pithiness of
the method. A combination of both anionic and cationic modes
increases the reliability of diagnosis in hereditary disorders.





