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Uvod

Nukleotidy patii mezi biologicky vyznamné nizkomo-
lekularni latky, poruchy jejich metabolismu mohou zptso-
bit vazné zdravotni postizeni pacienta. Nékteré dédicné
poruchy metabolismu nukleotidd je mozné rozpoznat je-
jich analyzou v krevnich skvrnach.

V piedkladané praci je popsana metoda stanoveni
nukleotidii v krevnich skvrnach kapilarni elektroforézou.

detektoru (Jasco, Tokio, Japonsko) a zdroje vysokého na-
péti (Spellman, New York, USA). Ke zpracovani dat byl
pouzit software Clarity (DataApex).

Separacni pufr se skladal z SOmM kyseliny citronové
a 0,8SmM CTAB (cetyltrimethylammonium bromid), pH
bylo upraveno na 4,3 kyselinou y-aminomaselnou.

Vzorky byly pfipraveny z nesrazlivé krve. 40 ul krve
bylo naneseno na krouzek vyznaceny na krevnim papirku,
po zaschnuti byl krouZek vystfizen a extrahovan 200 pl
vody (2 min, sonikovano). Extrakty (pfip. vzorky Cerstvé
krve) byly deproteinovany 1M kyselinou trichloroctovou
(TCA), centrifugovany (1 min, 7800 g) a nadbyte¢na TCA
byla extrahovéana diethyletherem. Takto pfipravené vzorky
byly skladovany pii —20 °C.

Pii simulaci metabolickych poruch byly erytrocyty
inkubovany 4 h pti 37 °C v DMEM (Eaglovo médium

o , 1 Tabulka I
Jde o novou aplikaci metody analyzy nukleotidi Relativni smérodatné odchviky ploch
v erytrocytech'. Popisovana metoda stanoveni nukleotidii YIYP
v krevnich skvrnach byla aplikovana na vzorky simulujici - ;
nékteré dédi€né metabolické poruchy, pro jejichz scree- RSD v sérii [%] RSD mezi dny [%]
ning by ji bylo mozné vyuzit. GTP 13,19 GTP 12,63
ATP 4,83 ATP 3,09
Experimentalni ¢4st GDP 6,25 GDP 5,28
UDP-glc 43,18 UDP-glc 39,74
Pouzité chemikalie byly analytické Cistoty. Chemika- ADP 5.67 ADP 4.20
lie byly zakoupeny od Sigma (St. Louis, USA), mimo die- ’ ’
thylether, ktery pochazel od Lach-Ner (Neratovice, CR). NADP 9,22 NADP 7,52
Vzorky byly analyzovény na kapildmi elektroforéze AMP 7,58 AMP 4,87
skladajici se z kiemenné kapilary (75 um, 90 / 97 cm), UV NAD 7,21 NAD 7,28
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Obr. 1. Elektroferogramy vzorku ¢erstvé krve (zelena) a krevni skvrny (modra)
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modifikované podle Dulbecca) s nukleosidy (5-amino-
imidazol-4-karboxamidribosid AICAR, 2’-deoxyadenosin
dAR, inosin HR, 2’-deoxyinosin dHR, 2’-deoxyguanosin
dGR).

Hydrostatické davkovani vzorku bylo provadéno ma-
nualné. Separace probihala pfi napéti 24 kV, pfi laborator-
ni teploté. Analyty byly detegovany fotometricky pfi
255nm. Na zacatku dne byla kapildra proplachovana
0,1M-NaOH, 0,1M-HCI, 0,IM-SDS (dodecylsulfat sodny)
a separanim pufrem, mezi méfenimi pouze pufrem.
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Vysledky a diskuse

V krevnich skvrnach dochazi oproti cCerstvé krvi
ke snizeni obsahu nukleosidtrifosfati a zySeni nukleosid-
monofosfati. Celkové jsou profily méfenych nukleotidi
srovnatelné (obr. 1).

Nukleotidy v krevni skvrné jsou relativné stalé. Nedo-
chéazi k vyznamné zméné beéhem 5 dni pfi laboratorni tep-
loté, srovnatelny profil bylo mozno ziskat po 27 mésicich
pii —50 °C.

Linearita, limit detekce a navratnost byly stanoveny
pro UTP a IMP. Metoda je linedrni v rozsahu 25 az
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Obr. 2. Inkubace s dAR (modra). Po inkubaci je patrna pfitomnost deoxyATP a pravdépodobné deoxyAMP; Cerna linie — kontrola
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Obr. 3. Inkubace s HR (modra). Oproti kontrole (¢erna) doslo k vyraznému zvyseni obsahu IMP a ITP, patrny je i IDP
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1000 pmol I (R* = 0,997 pro UTP a 0,992 pro IMP).
Limit detekce je 1,2umoll™". Navratnost byla
43,8+ 4,5 % pro UTP a 34,1 + 3,9 % pro IMP. Vys§i né-
vratnosti (89,8 + 10,5 % celkovych adeninovych nukleoti-
di) bylo dosazeno pii extrakci 400 pl vody (15 s vortex,
45 s sonikovano).

Relativni smérodatné odchylky migracnich cast jsou
pod 3 % mezi vzorky, do 2 % v sérii a pod 5 % mezi riz-
nymi dny. Relativni odchylky ploch pikd jsou uvedeny
v tab. L.

Pti inkubaci byly nukleosidy transportovany do Cer-
venych krvinek a konvertovany na prislusné nukleotidy.
Ziskané elektroferogramy simulovaly obsah nukleotidi pfi
deficitu adenosin deaminasy (inkubace sdAR, obr. 2),
purin-nukleosid fosforylasy (dHR, dGR), AICAR transfor-
mylasy — IMP cyklohydrolasy (AICAR) nebo ITPasy (HR,
obr. 3).
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Zavér

Popsana metoda je vhodna pro analyzu nukleotidl
v krevnich skvrnach. Separace sledovanych nukleotidil je
dostatecné ptesna a citliva, doba méfeni nepiesahuje
20 min.

Pro maly objem odebrané krve, snadny transport
auchovani a relativni stabilitu analyti pfedstavuji krevni
skvrny vyhodny zptsob odbéru vzorku, metodu by proto
bylo mozné vyuzit pfi screeningu dédicnych metabolic-
kych poruch.
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