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1. JVADAS

Intelekto negalios daznis populiacijoje yra 1-3% (PSO, 2002). Siuo metu tai viena i§
intensyviausiai tiriamy patologijy, turin¢iy neigiama socialing, fizing bei ekonoming reikSme tiek
visuomenei, tiek atskiroms Seimoms. Intelekto negalia iSsiskiria savo priezasCiy
heterogeniSkumu; genetinés priezastys sudaro 30-50% visy intelekto negalios priezas¢iy. Viena
i§ protinio atsilikimo priezas¢iy yra paveldimosios medziagy apykaitos ligos (PMAL). Pavienés
PMAL yra labai retos, o tai nulemia vélyva Siy ligy diagnozavima, nes net ir patyrg specialistai
ne visada atpazista subtiliai besiskiriancius §iy ligy klinikinius simptomus. Daugeliu atveju
ankstyva diagnostika ir laiku suteikta pagalba gali padéti iSvengti klinikiniy PMAL
komplikacijy, kuriy svarbiausia yra intelekto negalia.

Paveldimi kreatino biosintezés bei pernaSos 1 lastele sutrikimai sukelia
psichomotorinj atsilikima, kalbos sutrikimus bei epilepsija, nes nerviniame audinyje triiksta
kreatino. Kreatinas yra azoto turintis organinis junginys, kuris natiiraliai susidaro organizme ir
yra naudojamas energijai iSgauti audiniuose, ypa¢ raumeniniame, nes skatina adenozintrifosfato
(ATP) susidaryma. Organizme kreatinas visuomet yra pusiausvyroje su kreatininu.

Yra i$skiriami trys genetiSkai paveldimi kreatino biosintezés ir pernaSos sutrikimai:

1. Guanidinoacetato metiltransferazés stoka: kreatino ir kreatinino koncentracijy
santykis Slapime sumazéjes, guanidinoacetato koncentracija Slapime, kraujo
plazmoje ir smegeny skystyje padidéjusi.

2. Arginino:glicino amidinotransferazés stoka: kraujo plazmoje ir Slapime
guanidinoacetato  koncentracija sumaz¢jusi, kreatino ir  kreatinino
koncentraciju santykis Slapime sumazejgs.

3. Kreatino pernasos baltymo stoka: kreatino ir kreatinino koncentraciju
santykis Slapime padid¢jgs, guanidinoacetato koncentracija Slapime normali.

Neijprastos kreatino ir kreatinino bei jy pirmtako guanidinoacetato koncentracijos
nustatomos kraujo plazmoje bei Slapime. Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos
metodas leidzia atlikti kokybing bei kiekybing kreatino ir guanidinoacetato analiz¢ Slapime
greitai, patikimai ir be dideliy finansiniy istekliy.

Diagnozavus pirmas dvi ligas, gali buiti skirtas eksperimentinis gydymas kreatinu.
Kreatino transportinio baltymo stokos atveju oraliai vartojamas kreatinas neturi jtakos ligos eigai

bei klinikinei jos iSraiSkai.



Sios ligos gali biiti diagnozuojamos atrenkant pacienty, kuriems pasireiskia protinis
atsilikimas, epilepsija, Slapimo méginius ir atlikus kokybing bei kiekybing kreatino ir

guanidinoacetato analiz¢ dujy chromatografu — masiy spektrometru.

1.1 Darbo tikslas ir uzdaviniai

Tikslas: Nustatyti intelekto negalios priezastis atlieckant kreatino apykaitos
metabolity analiz¢ dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu.
UZdaviniai:
1. Idiegti ir pritaikyti dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metoda kreatino
apykaitos metabolity kokybinei ir kiekybinei analizei.
2. Atlikti pacienty, turiniy intelekto negalia, Slapimo éminiy kreatino apykaitos metabolity
kokybing ir kiekybing analize dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu.
3. Nustatyti kreatino apykaitos sutrikimy dazni tirtoje pacienty su intelekto negalia grupéje
ir palyginti su literatiiros duomenimis.
4. Ivertinti kiekybinés kreatino ir guanidinoacetato analizés reikSme, nustatant kreatino

apykaitos kelio sutrikimo vieta protinio atsilikimo etiopatogenezéje.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Kreatinas ir jo vaidmuo lasteléje

Kreatinas (1 pav.) yra organizmui reikalinga medziaga, kuri gali buti gaunama su
maistu i§ aplinkos (egzogeninés kilmés) arba sintetinama organizme (endogeninés kilmes) is
arginino, S-adenozilmetionino ir glicino (2 pav.). Kreatinas su maistu gaunamas valgant zuvi,

mesa ir kitus gyvulinés kilmeés produktus. [27].

1 pav. Kreatino molekulés struktura.

Kreatino biosintezé¢ (2 pav.) vyksta dviem etapais: pirmajame etape, katalizuojant
arginino:glicino amidinotransferazei (AGAT), amidino grupé perkeliama nuo L-arginino ant
glicino molekulés, susidaro guanidinoacetatas bei ornitinas. Antrajame etape, katalizuojant
guanidinoacetato metiltransferazei (GAMT) metilo grupé perkeliama nuo S-adenozilmetionino
ant guanidinoacetato, susidaro kreatinas ir S-adenozilhomocisteinas [25]. Fiziologinémis
salygomis kreatino biosintezés greitj lemia AGAT fermento aktyvumas. Sio fermento aktyvuma
slopina didelés kreatino koncentracijos. Kitas alosterinis AGAT inhibitorius — ornitinas. GAMT
aktyvuma in vitro slopina didelés S-adenozilhomocisteino koncentracijos, taciau Sio fermento
reguliavimo mechanizmai in vivo dar neiStirti. Argininas, pagrindinis kreatino sintezés
substratas, per lasteliy membranas perneSamas aktyvios pernasos biidu, tai atlieka katijoniniy
aminoriigs¢iy nedikliai — CAT1, CAT2 ir CAT. Siy nedikliy defektai, budingi zmogui, dar

neaprasyti.
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2 pav. Kreatino apykaitos schema. AGAT — arginino:glicino amidinotransferazé¢; GAMT —
guanidinoacetato  metiltransferazé; SAM —  S-adenozilmetioninas; SAH -  S-
adenozilhomocisteinas; CrT — kreatino neSiklis.

Daugeliu atveju kreatinas i§ organy, kuriuose yra sintetinamas (didzioji kreatino
biosintezés dalis vyksta kepenyse ir kasoje [11]), krauju pernesamas i organus, kuriems jis
reikalingas ir kuriuose yra panaudojamas. Daugiausia jo pasisavina tokie audiniai, kurie yra
reiklis energijai ir kuriuose energijos apykaitos svyravimo ribos placios (griauciy raumenys,
tinklaing, centriné nervy sistema). Griau¢iy raumenyse sukaupiama apie 95 % visy organizmo
kreatino atsargy. Daugiau nei 90 % lastelése esancio kreatino patenka i jas per nuo Na' ir CI
priklausoma kreatino pernaSos baltyma CrT, kreatinas yra perneSamas i lasteles prie§ jo
koncentracijos gradienta.

CrT1 kreatino nesiklis priskiriamas nuo Na’ priklausomy neurosiuntikliy $eimai,
todel yra giminingiausias GABA (y-amino sviesto rigsties)/taurino/betaino nesikliams. Gena
sudaro trylika egzony, pirmieji astuoni egzonai koduoja transmembranines neSiklio struktiras.
Nustatyta, kad CrT1 nuo kity Sios Seimos neSikliy labiausiai skiriasi transmembraniniais 9-11
domenais. [27]. ISmatavus CrT1 Ky vertes ir palyginus su kraujo plazmoje randamomis kreatino

koncentracijomis iSaiskéjo, kad fiziologinémis salygomis CrT1 yra beveik jsotintas. Tai rodo,



kad kreatino pernaSos per lasteliy membranas reguliavimui gali biiti svarbus CrT1 tankis lasteliy
membranoje [8].

Antras neSiklis CrT2 yra koduojamas geno SLC6A48/CT2, esancio 16p11.2 srityje,
ir ekspresuojamas tik séklidése. Séklidése ekspresuojamas ir Xq28 srityje esantis genas. Tarp Siy
dviejy transkripty yra 96% homologija ir CrT1 transkripto stop kodono néra CrT2 transkripte.
Todél CrT2 baltymas yra 50 aminoriigscéiy ilgesnis uz CrT1 baltyma [27].

Be abejo gali bati ir kiti, specifiniai ir nespecifiniai, neSikliai, kurie pernesa kreating
1 raumenis ir { kitus organus. Kita vertus, nepriklausomai nuo nesikliy, kreatinas gali patekti {
raumenis ir paprastosios difuzijos biidu. Taciau tiksliam §io pernasos mechanizmo supratimui
reikalingi tyrimai [10].

Dalis kreatino, perneSamo 1 lastele, fosforilinama, susidarant kreatino fosfatui. [27]
Kreatinkinazé griztamos reakcijos metu perkelia fosfogrupg nuo ATP ant kreatino molekulés,
reakcijos metu susidaro kreatino fosfatas (3 pav.). Kadangi reakcija yra griztama, kreatinkinazé
gali greitai prijungti fosfogrupe prie ADP molekulés, o pastaryju ypa¢ daug susidaro ATP
hidrolizés metu susitraukiant raumenims. I§ kreatino fosfato ir kreatino spontaninés reakcijos
metu susidaro ciklinis jungininys — kreatininas (3 pav.). Tai galutinis kreatino apykaitos

produktas, kuris paSalinamas i§ organizmo su Slapimu.
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3 pav. Kreatinino biosintezés schema.



2.2 Kreatino vaidmuo energijos apykaitoje

Gyvininéje lasteléje pagrindiné energijos apykaitos vieta — mitochondrijos, jose
riebaly rugsciy ir angliavandeniuy oksidacijos metu pasigaminusi energija kaupiama ATP
pavidalu. Kreatino ir kreatino fosfato randama jau bestuburiuose. Pintys — seniausias iSlikgs
daugialasCiy organizmy atstovas, kuriame esama kreatino ir kreatinkinazés [11]. Tai rodo, kad
kreatino ir kreatino fosfato sistema yra svarbi energijos apykaitos dalis visoje gyviinijos
(Animalia) karalystéje.

Kreatinkinazé¢ yra fermentas, katalizuojantis fosforilinimo reakcija. Kreatinkinazeé
aptinkama (vairuose audiniuose, taciau daugiausia jos yra skeleto ir Sirdies raumeninio audinio
lasteliy citozolyje bei mitochondrijose. Mitochondrijose kreatinkinazé yra iSsidésCiusi vidinés
membranos 1Sorin¢je dalyje ir kreatino fosfato sintezei panaudoja ATP, kuris susidaro
oksidacinio fosforilinimo metu. Susidargs kreatino fosfatas difunduoja i lastelés citozoli ir ten
kaupiamas, kol jo prireikia raumeny energijai. Citozolyje esanti kreatinkinazé yra glaudziai
susijusi su miofibrilémis ir katalizuoja ATP (reikalinga raumeny susitraukimams) susidaryma 18§
kreatino fosfato ir ADP molekuliy.

Stuburiniai turi keturis CK genus, koduojancius penkias skirtingas $io izofermento
formas. Du citozolinés kreatinkinazés (ciCK) genai koduoja raumeny ir (M-CK) ir smegeny (B-
CK) izoformas. Sios formos lasteliy citozolyje sudaro aktyvius homodimerus (MM-CK ir BB-
CK) ir heterodimerus (MB-CK). Du mitochondrinés kreatinkinazés (mtCK) genai koduoja labai
paplitusia ir sarkomering kreatinkinazés formas. Labai paplitusios izoformos fermento formos
gausu smegenyse, o sarkomeriné mtCK ekspresuojama tik raumenyse. Taip pat mtCK sudaro ne
tik dimerus, bet ir oktamerus, kurie iSsidésto mitochondrijy membrany kristose ir
tarpmembraninime plySyje [21]. Mitochondrijose kreatinkinazés reakcijos dinamika kreipiama
kreatino fosfato susidarymo linkme, o citozolyje kreatinkinaziné reakcija vyksta abiem
kryptimis.

Raumenyse 50-80% kreatino yra fosforilinta forma — kreatino fosfatas, kuris yra
pusiausvyroje su ATP. Reakcijos greiti stipriai lemia kreatinkinazé. Kreatino fosfatas tarnauja
kaip energijos rezervas (jo laisvoji hidrolizés energija AG’ = - 42,7 kJ/mol; ATP laisvoji
hidrolizés energija AG" = -29.7 kJ/mol) [21]. Kreatino fosfatas turi didesnj fosforilo grupes
perneSimo potenciala negu ATP. D¢l Sios prieZasties, kai raumenys yra stimuliuojami ilgesni
laiko perioda esant glikolizés arba kvépavimo trikumui, kreatino fosfato atsargos yra
iSeikvojamos per kelias valandas siekiant palaikyti pastovia ATP koncentracija. Sumazéjus ATP

poreikiui arba padidéjus jo sintezei, kreatinas yra fosforilinamas ir atkuriamos jo atsargos [15].
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Kreatinas ir kreatino fosfatas yra ver¢iami | kreatining neveikiant jokiems
fermentams. Kreatininas yra iSskiriamas kartu su Slapimu ir jo koncentracija atspindi bendra
organizme esan¢io kreatino kieki [15]. Kasdien tokiu biidu prarandama apie 1,5% viso
organizmo kreatino. Kiekvieno individo kasdien su Slapimu i$skiriamo kreatinino koncentracija
nekinta ir yra pastovi, nes yra tiesiogiai susijusi su individo raumeny mase.

Raumeninio audinio funkcijoms, o ypac¢ esant metaboliniam stresui, svarbus bendras
kreatino kiekis, kuri sudaro kreatinas ir kreatino fosfatas. [27] Bendra kreatino kieki lemia
kreatino {sisavinimo su maistu greitis, kreatino sulaikymas lastelése bei kreatinino susidarymo
greitis 1§ kreatino. Vienas i§ svarbiausiy reguliatoriy yra su maistu gaunamas kreatinas. Jis
slopina pirmaja kreatino biosintezés reakcija, tuo paciu mazindamas sintetinamo kreatino kieki.
Taip pat svarbuy vaidmeni kreatino kiekio reguliavime atlieka kreatino transportinis baltymas

CrT. [27]

2.3 Kreatino apykaita Zinduoliy smegenyse

Pagrindinés kreatino sintezés vietos organizme yra inkstai, kasa ir kepenys, taiau
AGAT, GAMT bei kreatino neSiklis CrT ekspresuojami ir zinduoliy centrinéje nervy sistemoje
[6, 19]. Centriné nervy sistema gali panaudoti endogeninj kreatina, susidaranti biosintezés metu
inkstuose ir kepenyse arba sintetinti kreatina, nes smegeny lastelés ekspresuoja AGAT ir GAMT
fermentus [6]. AGAT yra ekspresuojamas neuronuose, astrocituose, oligodendrocituose,
mikrokapiliary endotelio lastelése, astrocituose, esanciuose prie smegenu-kraujo barjero, ir
ependiminiame epitelyje. GAMT irgi ekspresuojamas neuronuose, astrocituose ir
oligodendrocituose. GAMT néra ekspresuojamas mikrokapiliary endotelio lastelése, taciau yra
ekspresuojamas astrocituose, kurie yra iSsidést¢ Salia mikrokapiliary. CNS lastelés sugeba
isisavinti kreatina i§ kraujo, kuris patenka { CNS prie§ koncentracijos gradienta, taCiau toks
isisavinimas néra efektyvus. CrT yra ekspresuojamas neuronuose ir oligodendrocituose, taciau jo
néra astrocituose. Tuo tarpu mikrokapiliary endotelio lasteles, formuojancios smegeny-kraujo
barjera, ekspresuoja CrT, todél gali isisavinti kreating 1§ kraujo. Taciau ne visas kreatinas, kuris
reikalingas CNS, yra pasisavinamas i§ kraujo, dalis jo yra sintetinama CNS lastelése Atlikti
tyrimai rodo, kad pilkojoje zieveés medZiagoje AGAT ir GAMT fermentai yra ekspresuojami
nepriklausomai vienas nuo kito ir tik kai kurios lastelés ekspresuoja abu fermentus. Kreatino
sintezei vykti smegenyse, guanidinoacetas turi biiti perneSamas i§ lasteliy ekspresuojanciy
AGAT, i lastelés, ekspresuojancias GAMT. Pernasai reikalingas kreatino nesiklis CrT. [6, 19]

Centrinei nervy sistemai kreatinas yra biitinas aksony ir dendrity augimui, Na'/K"

ATP-azés aktyvumui, neuromediatoriy atpalaidavimui, membranos potencialo palaikymui, Ca*"
11



homeostazés palaikymui, joniniy gradientui atktirimui. Pastaruoju metu manoma, kad kreatinas
gali veikti kaip centrinis neuromoduliatorius [1], o ypa¢ kaip kotransmitorius postsinapsiniuose
GABA receptoriuose. Taip pat pasitilyta, kad kreatinas gali reguliuoti apetita bei kiino svori
veikdamas specifini pagumburio branduoli [13].

Ankstyvose embriono stadijose CNS dominuoja kreatino pasisavinimas i$ periferiniy
audiniy, nes kreatino biosintezés genuy raiSka atsiranda gana vélai: besivystaniose ziurkiy
smegenyse AGAT randama nuo dvyliktos embriono dienos, 0 GAMT — nuo astuonioliktos, o

CrT raiska pastebima jau anks¢iausiose nervinio vamzdelio vystymosi stadijose [6].

2.4 Kreatino apykaitos sutrikimai

Kreatino apykaitos ir pernaSos sutrikimy (kreatino trikumo smegenyse sindromy)
klinikiniai pozymiai — psichomotorinis atsilikimas, ypac atsiliekanti kalbos raida, autistinis
elgesys, epilepsija [28]. Neiprastos kreatino, kreatinino ir guanidinoacetato koncentracijos gali
biiti nustatomos organizmo skysc¢iuose (kraujyje, Slapime, smegeny skystyje) [7].

Galima i8skirti dvi pagrindines kreatino apykaitos sutrikimy grupes: kreatino sintezés
sutrikimai, apimantys AGAT ir GAMT triikuma, bei sutrikimai, susij¢ su kreatino pernaSos
baltymo defektais [29].

Pacientams, kurie turi kreatino biosintezés defekty, paskyrus gydyma kreatino
papildais ikisimptominiu laikotarpiu, ligos simptomu neatsiranda [5, 23, 24]. Tai rodo, kad
smegeny pazeidimas vystosi jau po gimimo, o iki gimimo vaisiaus smegenis nuo pazeidimuy

apsaugo i$ motinos gaunamas kreatinas [32].

24.1 Kreatino apykaitos sutrikimams budinga klinika

Visiems sutrikimams buidingas protinis bei kalbos vystymosi atsilikimas. Pacientams
su AGAT ir CRTR trikumu gali papildomai pasireiksti ir epilepsijos priepuoliai, kurie
s¢kmingai nuslopinami bendraisiais antiepileptiniais vaistais [25].

Pacientai su GAMT trikumu pasizymi sudétingesniu fenotipu, jiems gali pasireiksti
distonija, hiperkinetiniai judesiai bei epilepsijos priepuoliai, kurie néra nuslopinami jprastais
antiepileptiniais preparatais. GAMT trikkumas fenotipiSkai gali pasireiksti labai sunkia, vidutine
ir lengva forma. Pacientiems su sunkia ligos forma pasireiSkia sunkiai gydoma epilepsija,
bendras vystymosi atsilikimas, ekstrapiramidiniy judesiy sutrikimas [25]. Pacientams su vidutine

ligos forma biidingas nuo vidutinio iki sunkaus laipsnio protinis atsilikimas, kalbos vystymosi
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atsilikimas, elgesio sutrikimai bei epilepsija. Lengva ligos forma buvo nustatyta dviem
pacientams i§ olandy ir turky Seimy, jiems buidingas protinis atsilikimas, { autistinis elgesys ir
kalbos vystymosi atsilikimas [25, 29].

Pacientams su kreatino sintezés ir kreatino pernaSos sutrikimais nepasireiskia
kardiomiopatija, nes Sirdies raumens naudojamos energijos 60 % sudaro i§ riebaly riigsciu

oksidacijos gaunama energija [25, 29].

24.2 Arginino:glicino amidinotransferazés trukumas

Arginino:glicino amidinotransferazés trukumas (MIM 612718) iki 2005 mety buvo
nustatytas tik 3 pacientams. Fermentas yra koduojama 15q15.3 srityje.

Arginino:glicino amidinotransferaz¢ katalizuoja guanidino grupés pernaSa nuo
arginino molekulés ant glicino susidarant guanidinoacetato molekulei — tiesioginiam kreatino
pirmtakui (4 pav.). Lastelés citozolyje ir mitochondrijose esancios fermento formos yra
koduojamos to pacio geno taciau susidare¢ vykstant skirtingiems iRNR sukirpimams. Fermento
aktyvusis centras turi cisteino lieckana (cys407).

AGAT genomin¢ DNR yra 16.858 bp ilgio ir sudaryta i§ 9 egzony. Zmogaus
organizme AGAT genas yra 15q15.3 srityje.

OH OH
=
O%K/NHZ Glicinas O/ NH, Ornitinas
AGAT NH,
+ - »
OH NH, + NH,
7 J\ Argininas J
0 NH SN E HO N B
NH NH Guanidinoacetatas
NH,
0

4 pav. Arginino:glicino amidinotransferzés (AGAT) katalizuojama reakcija.

AGAT fermento trikuma lemia mutacija 15q15.3 srityje. Organizme triikstant $io
fermento, kraujo plazmoje ir Slapime sumaZz¢ja guanidinoacetato  koncentracija,
kreatino/kreatinino koncentracija $lapime yra normali arba irgi sumaZéjusi. Sio fermento

trikumas gydomas oraliai vartojant kreating 300-400 mg/kg per para.
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2.4.3 Guanidinoacetato metiltransferazeés trikumas

Guanidinoacetato metiltransferazés trikumas (MIM 612736) iki 2005 mety
nustatytas 14 pacienty. Fermentas koduojamas 19p13.3 srityje.

Guanidinoacetato  metiltransferazé¢  katalizuoja  reakcija, kurios metu i§
guanidinoacetato susidaro kreatinas, S-adenozilmetioninas dalyvauja reakcijoje kaip metilo
grupés donoras (5 pav.).

Guanidinoacetato metiltransferazés truokumas yra autosominiu recesyviniu bidu
paveldimas kreatino biosintezés sutrikimas. Fermento trikuma lemia mutacija 19p13.3 srityje.
Dirbant su gyviiny modeliais, nustatyta, kad GAMT -/- peléms biidinga auksta guanidinoacetato
ir zemos kreatino bei kreatinino koncentracijos smegenyse, kraujo serume ir §lapime. In vivo *'P
magnetinis branduoliy rezonansas parodé aukSta P-guanidinoacetato ir Zema kreatinfosfato
koncentracija smegenyse, skeleto ir Sirdies raumenyse [12, 20].

Padidéjes guanidinoacetato kiekis slopina Na'-K" ATPaze bei kreatinkinaze, o Sie
fermentai bitini uztikrinti smegeny audinio metabolizma bei homeostazés palaikyma. Biitent Siy
fermenty slopinimas gali lemti GAMT trikumui biidinga klinika [33].

GAMT trukumas salygoja padidéjusi naujagimiy mirtinguma, raumeny hipotonija,

sumazeéjusi vaisinguma ir sumazeéjusia kiino mase dél sumazejusio riebaly kiekio.

HoN
NH SAM /
/
HN \
I GAMT \v
=
O
Guanidinoacetatas Kreatinas

5 pav. Guanidinoacetato metiltransferazés (GAMT) katalizuojama reakcija.

2.4.4 Kreatino neSiklio defektai

Kreatino neSiklio trikumas (MIM 300036) yra nulemtas mutacijy Xq28 srityje, kuri
yra atsakinga uZ kreatino neSiklio sintezg. Nustatyta, kad 1 % vyry intelekto negalia lemia

kreatino nesiklio stoka [9].
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Kitaip nei pacientams su AGAT ir GAMT trikumu, esant kreatino neSiklio (CrT)
defektui ir vartojant kreating oraliai, jo koncentracija smegenyse nepadidéja.

Zmogaus organizme kreatino nesiklj koduoja du genai. Vienas i3 ju, SLC648/CTI,
koduojamas Xq28 srityje ir ekspresuojamas beveik visuose audiniuose, taciau didziausias kiekis
iRNR kiekis rastas energijai reikliuose audiniuose, tokiuose kaip griauciy raumenys, Sirdis,
smegenys, tinklainé, bei audiniuose, kuriems biidinga absorbciné funkcija, pavyzdziui inkstuose
ir zarnyne.

Vyriskos lyties pacientams, turintiems kreatino neSikli koduojancio geno iskrita,
arba 1361C>T mutacija deSimtame egzone [17], Slapime padidé¢ja kreatino ir kreatinino
koncentracijy santykis, tuo tarpu atliekant smegeny magnetinio rezonanso spektroskopija,
nenustatoma kreatino smailé. Siy pacienty fibroblasty kultiros isisavina kreating tik esant
dideléms jo koncentracijoms (>500nM) [26].

Esant kreatino neSiklio genetiniams defektams, pacientams pasireiskia hipotonija,
epilepsija, vystymosi bei kalbos vystymosi atsilikimas, kraujyje ir Slapime biina padidéjusi

kreatino koncentracija [10].

2.4.5 Kreatino apykaitos sutrikimy diagnostikos algoritmas

Atlikus kiekybing kreatino ir guanidinoacetato analize ir aptikus nejprastas Siy
metabolity reikSmes, tolimesni tyrimai planuojami pagal kreatino apykaitos sutrikimy
diagnostikos algoritma (6 pav.)

Tiriant pacienty, kuriems jtariami kreatino apykaitos sutrikimai, méginius, biitina
zinoti, kad hiperornitinemija gali imituoti paveldimus kreatino apykaitos sutrikimus.
Hiperornitinemija — sutrikimas, kurio metu organizme kaupiasi aminoriigStis ornitinas. Ornitino
perteklius griztamuoju ry$iu slopina fermenta AGAT (arginino-glicino amidinotransferazg) (3
pav.), todél sumazg¢ja guanidinoacetato bei kreatino sintezé, $iy medziagy koncentracija
sumazéja. Siuo atveju atlikus guanidinoacetato bei kreatino analize dujy chromatografu — masiy
spektrometru galima biity itarti AGAT trikuma, taciau diagnoze bty klaidinga. Dél Sios
priezasties diagnozuojant kreatino apykaitos sutrikimus bitina atlikti ir aminoriig§¢iy analizé

naudojant HPLC.
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Kreatino apykaitos
sutrikimai atmetami

T

Nenustatytos nejprastos
koncentracijos

/

Guanidinoacetatas ir kreatinas

Slapime
/ V\
Guanidinoacetatas | Guanidinoacetatas 1 Guanidinoacetatas N
Kreatinas| Kreatinas | Kreatinas 1
/ Y \
AGAT tyrimas fibroblastuose GAMT tyrimas fibroblastuose Kreatino jsisavinimo
ir mutacijos paieska AGAT ir mutacijos paieska GAMT fibroblastuose tyrimai ir
gene. gene. mutacijos paieSka SLC6A48 gene

6 pav. Kreatino apykaitos sutrikimy laboratorinés diagnostikos algoritmas.

2.5 Diagnostikoje naudojami metodai

Kreatino apykaitos sutrikimai gali biiti diagnozuojami naudojant {vairius
metodus, arba deriant juos tarpusavyje. Diagnostikoje naudojami metodai:

1) biocheminis bendrasis tyrimas;

2) didelio pajégumo skys¢iuy chromatografija (HPLC);

3) didelio pajégumo skysCiy chromatografija suporuota su tandemine
masiy spektrometrija (HPLC MS/MS);

4) tandeminé masiy spektrometrija (MS/MS);

5) duju chromatografija — masiy spektrometrija (GC/MS);

6) magnetinio rezonanso tyrimas (MRT).

Kiekvienas i$ §iy metody toliau aptariamas detaliau.

l. Biocheminis bendrasis tyrimas. Kreatinino kiekis kraujyje yra pastovus, jo kiekio
sumazg¢jimas diagnostinés reikSmés neturi. Kreatinino eritrocituose yra tiek pat, kiek ir plazmoje,
taCiau galimas neteisingas tyrimo rezultatas, jei tirpale yra hemoglobino. Taigi biitina tirti
nehemolizuota kraujo plazma ar seruma. Kraujo serume kreatinino koncentracija yra pastovi ir

nedidelé: vyry (75 — 115 pmol/l) ji yra didesné negu motery (58 — 88 umol/l). Jo labai padaugeja
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sutrikus didziosios dalies nefrony veiklai — tai informatyvus inksty funkcijos nepakankamumo
rodiklis.

Konkretaus asmens endogeninio kreatinino paros ekskrecija yra pastovi — per para jo
Salinama 1 — 2 g. Sveikuose inkstuose jis nei sekretuojamas, nei absorbuojamas — iSsiskiria tik
filtracijos budu. Todél i§ endogeninio kreatinino kiekio Slapime ivertinama paros Slapimo
rinkimo kokybé. Daugelio medziagy kiekis Slapime iSreiskiamas santykiu su 1 g kreatinino.
Todél galima tirti ne visa paros Slapima, o jo porcija. Kreatinino klirenso normali reikSmé yra 80
— 160 ml/min. Kreatinino ekskrecija su amziumi mazéja apie 6,5 ml/min per deSimtmeti [16].

2. HPLC — didelio pajégumo skysciu chromatografija, yra patobulinta plonasluoksnés
chromatografijos forma. Skystis koloné¢le juda ne veikiamas traukos, o veikiant dideliems
slegiams (iki 400 atmosfery), todél tyrimas vyksta greiiau. Taip pat kolon¢lés uzpildui
naudojamos ypa¢ mazos dalelés, kurios sukuria dideli nejudrios fazés pavirSiaus plota, todél
daug geriau yra atskiriami tiriamo miSinio komponentai. Atskirty komponenty aptikimo sistema
taip pat yra jautresné bei tikslesné, nei jprastos chromatografijos.

3. HPLC gali biiti sujungiamas su masiy spektrometrija (HPLC MS/MS): kuomet
chromatografo detektorius rodo smaile (tam tikra iSskirta jungini), Sis junginys yra nukreipiamas
1 masiy spektrometra. Pagal Sio iSskaidyto junginio fragmentus yra tiksliai identifikuojamas
junginys. Medziagu identifikavimui nebiitina zinoti tikslaus ju iS¢jimo laiko (retention time)
chromatografijos spektre.

HPLC MS/MS yra labai jautrus ir greitesnis metodas nei GC/MS ar HPLC, taciau
jam biitini dideli finansiniai iStekliai, todél ne visos laboratorijos naudoja §i metoda [4].

4. Tandeminé masiy spektrometrija (MS/MS). Paprasciausias tandeminis masiy
spektrometras susideda i§ dvieju masiy spektrometry. Pirmasis masiy spektrometras parenka
charakteringa analités, kuri yra tiriamame miSinyje, mas¢ (precursor). Specifinés (nurodytos)
maseés jonai tuomet praeina sriti, kurioje yra aktyvuojami ir suskyla i specifinius fragmentus
(product). Antrasis masiy spektrometras atskiria susidariusius jony fragmentus pagal ju masg.
Matoma MS/MS spektra sudaro tik parinktos masés junginio (precursor) jony fragmentai.
Spektre néra cheminio fono bei kity junginiy.

5. Magnetinio rezonanso tyrimas (MRT). Nuolat vykstantis kreatino katabolizmas iki
kreatinino reikalauja nuolatinio kreatino tiekimo i lasteles. I neuronai bei raumeny lastelés
kreating perneSa kreatino neSiklis CrT, todél lasteleje esancio kreatino koncentracija tiesiogiai
lemia CrT baltymo ekspresija. Branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopijos (MRT) metu
matoma kreatino smailé (bendras kreatinas) yra sudaryta i§ dvieju metabolity: kreatino ir

kreatinofosfato [22].
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Magnetinio rezonanso spektroskopija (arba branduoliy magnetinio rezonanso
spektroskopija) yra neinvazyvus analizinis metodas, leidziantis iStirti metabolinius pokycius
smegenyse sergant Alzheimerio liga, esant augliams, ivykus insultui ar {vairiems priepuoliams.
Kreatinas irgi gali buti i$stirtas MRT spektroskopijos metu.

6. Dujuy chromatografija — masiu spektrometrija. Tai metodas, kurio metu misinyje
esantys komponentai yra i§skirstomi duju chromatografijos metu, suskaidomi i fragmentus masiy
spektrometrijos metu ir pagal fragmenty masés ir krivio santyki yra identifikuojama tiriama
analité [14, 32].

Kreatino ir jo pirmtako guanidinoacetato kiekio nustatymas ivairiuose kiino
skysCiuose (Slapime, kraujo plazmoje bei smegenuy skystyje) yra labai informatyvus tyrimas.
Masiy spektrometrijos panaudojimas $iy junginiy analizei uztikrina didesni tiksluma bei
specifiSkuma palyginus su kitais metodais [31].

Tandeminis MS/MS yra Zymiai greitesnis ir tikslesnis metodas uz GC/MS, taCiau
jis reikalauja dideliy finansiniy iStekliy. Palyginus HPLC MS/MS, GC/MS ir HPLC, paaiskéjo,
kad HPLC metodu atliekant tyrimus nuolat pasitaiko klaidy bei netikslumy [4].
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3. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

3.1 Tyrimo medZiaga

Siekiant patobulinti vaiky protinio atsilikimo diagnostika ryty Europoje ir centrinéje
Azijoje atlieckant geneting analiz¢ ir remiantis bioinformatikos bei statistikos metodais,
vykdomas ,,Cherish* projektas. Projekto pradzia 2009-02-01, pabaiga 2012-01-31.

Magistrinio darbo metu istirti 30 pacienty, atrinkty pagal Zemiau nurodytus kriterijus,
ir kuriems nebuvo aptikta organiniy riugsciy, aminorigsciy, glikozaminglikany apykaitos
sutrikimy, Slapimo meéginiai. Pacienty amzius varijuoja nuo 1 iki 15 mety. Programoje buvo
parenkamos tos Seimos, kuriose yra ligoniai, konsultuoti V§] VUL SK Medicininés genetikos
centro Genetinio konsultavimo ir registro skyriuje nuo 2008 m. iki 2010 m. ir kuriems atlikus
iprastus genetinius tyrimus, nebuvo nustatyta intelekto negalios priezastis. Sie ligoniai atitinka
visus klinikinius kriterijus: 1)intelekto koeficientas <70 (vertinimui naudoti intelektiniu gebéjimu
vertinimy testai) 2)patvirtintas psichomotorinés raidos atsilikimas 3) atmesta gimdymo trauma ar
kitos zinomos prenatalinés ir perinatalin€s priezastys, lemiancios proting negalia bei atitinka
viena ar kelis Siuos klinikinius kriterijus: 1) sporadinis nespecifinis intelekto
negalios/psichomotorinés raidos atsilikimo atvejis Seimoje, 2) sporadinis neurologiniy psichikos
- elgesio sutrikimy, jskaitant autizmo sutrikimy spektra, atvejis Seimoje, 3) sporadinis sunkios
idiopatinés epilepsijos atvejis Seimoje, 4) sporadinis neZinomos genetinés etiologijos struktiiriniy
1gimty galvos smegenu vystymosi anomalijy atvejis Seimoje, 5) sporadinis neZinomos genetinés
etiologijos sindromas (dismorfiniai pakitimai nebiidingi jokiam zinomam genetiniam sindromui)
Seimoje.

Tyrimui buvo renkami Slapimo meéginiai pagal Siuos reikalavimus: vienkartinis
Slapimas surenkamas i sterily indeli ir transportuojamas i laboratorija 0,5 val bégyje. Jei
transportavimas uztrunka ilgiau, $lapima vezti leduose ar uzsaldyta -20 C. Slapimo méginys

stabilus 48 val +4°C temperatiiroje ar 4 metus -20°C. Minimalus §lapimo kiekis tyrimui — 1 ml.

3.2 Tyrimo metodai

Surinktuose S$lapimo meéginiuose kreatino ir guanidinoacetato koncentracijos

nustatytos dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu.
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3.2.1. Meéginiy paruoSimas

Meéginiy paruoSimui bei analizei naudota jranga:
Duju chromatografas su masiy spektrometru (GC/MS)
Kapiliariné kolon¢lé 30m x 0,32mm x 0,25um
Mikrosvirkstas
Centrifuga
Purtyklé
Kaitinamoji maiSykle
Didelio tikslumo (analitinés) svarstykles

Mégintuvéliai: 2 ml stikliniai; kamsSteliai su PTFE idéklu

A S R A e

Automatinés pipetés

[—
e

Stikliniai piltuvéliai

—_—
—_—

2 ml mégintuvéliy stovas

[—
N

Matavimo cilindrai

[—
(98]

Saldytuvas/$aldiklis

_‘
o

Kompiuteris, Excel programa

_
e

MaisSymo magnetukai

Tirpaly paruoSimas:

1.  Prisotintas natriohidrokarbonato tirpalas:

15 g natriohidrokarbonato

100 ml dejonizuoto vandens. Laikoma Saldytuve 4°C, tirpalas stabilus iki 1 mety.
2. Guanidinoacetato standartinis tirpalas:

13 mg guanidinoacetato

10 ml dejonizuoto vandens. Laikoma Saldiklyje. Tirpalas stabilus iki 5 mety.
3.  Kreatino standartinis tirpalas:

25 mg kreatino

10 ml dejonizuoto vandens. Laikomas Saldiklyje. Tirpalas stabilus iki 5 mety.

Tiriamojo éminio paruo$imas:
Dirbama tik traukos spintoje, nenaudojami plastikiniai megintuvéliai ir kamsteliai.
Kamsteliai privalo biti su PTFE idéklais, nes organiniai tirpikliai gali reaguoti su jprastais

plastmasiniais kamSteliais susidarant paSaliniams junginiams, kurie tyrimo metu trukdyty
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identifikuoti kreating ir guanidinoacetata. Taip pat, organiniams tirpikliams reaguojat su
plastmasiniais kamsteliais gali buti pazeidZziamas mégintuvéliy sandarumas.
1. [Istiklinius 2ml talpos mégintuvélius supilami tirpalai:
e 50 pl natriohidrokarbonato tirpalo,
e 100 pl slapimo,
e 600 pl tolueno,
e 50 pl heksafluoracetilacetono.
2. I kiekvienag mégintuveli idedama po maiSymo magnetuka. Mégintuveliai sandariai
uzsukami su kamsteliais.
3. Meégintuveliai sudedami ant maiSyklés-kaitinimo plytelés. [jungiamas maiSymas.
Méginiai kaitinami 16 valandy 80°C +£10°C temperatiiroje.
Méginiai atvésinami kambario temperatiiroje.
Meéginiai centrifuguojami 10 min 3000 rpm.
I kitus stiklinius mégintuvelius su insertais pilama 15 pl MTBSTFA tirpalo.

TN

Nucentrifuguotuose mégintuveliuose susidaro dvi tirpalo fazés. VirSutinioji (tolueno)
nusiurbiama | mégintuvelius su insertais.

8. Gauti miSiniai gerai sumaiSomi, buteliukai sandariai uzdaromi.

9. Meéginio analizei dujy chromatografu — masiy spektrometru naudojamas 1 pl paruosto

tirpalo, analizés metu naudoti aparato parametrai nurodyti pirmoje lenteléje.

3.2.2. GC/MS veikimo principas

GC/MS - tai metodas sujungiantis chromatografijos ir spektrometrijos savybes,
naudojamas jvairiy misiniy sudedamosioms dalims nustatyti.

Dujy chromatografijos metu tiriamos medzZiagos yra iSgarinamos jy nesuskaidant ir
inertisky dujuy srauto, helio (inertiska judri fazé), perneSamos per chromatografijos kolong¢le.
Naudojamos inertiSkos dujos, kurios nereaguoja nei su tiriamaja medziaga, nei su kolonéles
pavir$iy dengianciu polimeru, taip néra paveikiami tyrimo rezultatai. Nejudria faz¢ sudaro
polimeras, dengiantis vidini kolonélés pavirSiy. Skirtingi junginiai tiriamame miSinyje skirtingai
saveikauja su polimeru, todeél i§ kolonélés iSeina skirtingu laiku, tai vadinama medZziagos i8¢jimo
laiku (retention time).

Masiy spektrometre teigiamai ikrautos dujineje fazéje esancios dalelés iSskirstomos
vienalyCiame magnetiniame lauke pagal mases ir krivio santyki. Masiy spektrometro veikima
galima padalinti | keturias stadijas:
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1. Méginio ivedimas.
2. Jony generavimas.
3. Masiy atskyrimas.
4. Jony detekcija.

3.2.3. Meéginio jvedimas

I GC/MS sistema ivedamas 1 pl paruosto meginio. Méginys jvedamas naudojant
mikroSvirkSta (10 pl tiirio). Méginio ivedimo sistemoje (7 pav.) yra palaikoma pastovi auksta
temperatiira (250°C), kad 1 ja patekgs meéginys iSkart iSgaruoty. Pagal nustatytus parametrus (2
lentel¢) 1 chromatografing kolon¢le patenka tik penkiasdeSimtoji i sistema ileisto 1 ul méginio
dalis. Chromatografine kolonéle tiriamoji medziaga juda dél pastovaus inertiSkuy dujy srauto
(darbo metu buvo naudojamos helio dujos).

Chromatografin¢ kolonélé yra uzpildyta | smélj panasia medziaga — polimeru, kuris
lemia méginyje esanciy medZziagy atsiskyrima. Méginiui judant kolonéle, skirtingos molekulinés
struktiiros medziagos skirtingai saveikauja su kolonéléje esanciu polimeru. Medziagos, kurios
stipriau saveikauja su polimeru, lé¢iau juda kolonéle, todél i§ jos iSeina véliausiai. Tuo tarpu
medziagos, kurios silpnai arba visai nesaveikauja su polimeru, kolon¢léje juda greitai ir iSeina
pirmosios.

IS chromatografijos kolonéles iSeinancias medziagas aptinka detektorius. Ju gali buti
tvairiy, priklausomai nuo tiriamyju medziagy ir darbo specifikos: liepsnos jonizacijos, liepsnos
emisijos, elektrony sugavimo ir kt.

Detektorius uzfiksuoja iSeinancia medziaga, kompiuteris apdoroja duomenis ir
pateikia chromatografijos spektra. Jame galima stebéti kiek medziagy buvo méginyje ir kokie yra
ju 18¢jimo i§ chromatografinés kolonélés laikai.

Kiekviena medziaga atskirai i§ duju chromatografo patenka tiesiai i masiy

spektrometra.
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Méginio

jvedimo
/ sistema /\ '

Dujy srauto
reguliavimas

Masiy spektrometras

\ pAtlickos

hromatografiné \
kolone¢lé Detektorius
He dujos Koloné¢lés kaitinimo kamera

7 pav. Dujuy chromatografo — masiy spektrometro schema.

3.24. Jony generavimas

I masiy spektrometra privalo patekti visiSkai gryna dujinés biisenos medZiaga.
Méginio ivedimo dalyje yra palaikoma pastovi auksta temperattra (gali biti iki 400°C), kuri
uztikrina, kad medZziaga bus dujinés biisenos. Medziaga patenka i dali, kurioje vyksta jonizacija,
jos metu medziagos dalelés yra jkraunamos, jos jgauna tam tikra kriivi.

IS medziagos ivedimo sistemos eina kuo pastovesnis tiriamy molekuliy srautas, o ji
statmenai atakuoja elektrony spindulys. Elektronu spindulys susidaro tarp katodo ir anodo. Tarp
ju gali susidaryti iki 300V potencialy skirtumas (tai reiskia, kad elektronai nesa 300 eV srovg).
Saveika tarp elektrony ir neutraliy molekuliy sukuria teigiamai jkrautus molekulinius jonus:

M +e- 2> M+e +2e-.

Nejonizuotos dalelés yra paSalinamos i§ jonizacijos Saltinio veikiant vakuumo
pompoms. Jonizuotos molekulés yra orientuotos tiksliai. Jos juda deél Saltiniui suteikto
potencialo, kuris varijuoja nuo 2 iki 10 kV ir didziausias greitis pasiekiamas i8¢jimo plySyje
(0V). Jony fokusavimas sukuriamas dé¢l papildomo elektrinio lauko. I$¢jimo plySys leidzia {
magnetin] analizatoriy patekti tik siaurai, centrinés dalies ir todél homogeniskiausiai jony srauto

daliai.

23



3.2.5. Masiy atskyrimas

Jony atskyrimas vyksta magnetiniame analizatoriuje, $is procesas priklauso nuo jonuy
masés. Atskyrimas vyksta magnetiniame lauke, kuriame jony, turin€iy vienoda kruvi, bet

skirtinga masg, trajektorija bus pakeista skirtingai.

MedZziagos jvedimas Nz gt].ms laukg ; 12.1b1.81151&1
5 _ = pakeidia lengviausiy jony
L Jonai juda link ply&io trajektorija
- 2
iz
Molekuliy jonizavimas

8 pav. Masiy spektrometro veikimo schema.

MaZesnés masés jonu trajektorija bus labiau paveikta, negu jony, pasizyminciy
didesne mase. Kitais ZodZziais tariant — jvairlis jonai juda apvalia trajektorija, kurios spindulys
priklauso nuo jy masés (8 pav.). Jony mases ir krivio santykis priklauso nuo magnetinio lauko
indukcijos, kreives spindulio ir itampos:

2 2
m T "

— = , kur B — magnetinio lauko indukcija, z — jono kriivis, m — jono
z 2U

mase, U — jtampa, r,, — trajektorijos spindulys.

3.2.6. Jony detekcija

Jei akceleracijos potencialas ir magnetinio lauko stiprumas yra nekintantys (const)

turime lygti:
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%: ’-an, kur & — konstanta.

O tai reiskia, kad m/z santykis yra tiesiogiai proporcingas trajektorijos spindulio
kvadratui. Remiantis $ia savybe, galima naudoti daug kolektoriy jonu detekcijai arba fotografing
plokstelg, ant kurios tamsesnés sritys atitikty tam tikrus jonus, o atstumai tarp patamséjusiy sriciy
biity siejami su daleliy masémis.

Todél m/z nustatymui naudojant pastovy kreivés spinduli, galima nekeisti ir
magnetinio lauko stiprumo. Siuo atveju reikia tik vieno jony detektoriaus. Masiy
spektrometruose taip pat naudojamas elektromagnetinis elektrony daugiklis, kuris sustiprina
silpng jony srove.

Gauti elektriniai signalai yra uzraSomi matavimo metu | kompiutery, kuris yra
tiesiogiai sujungtas su prietaisu. Visi duomenys yra iSkart apskaiCiuojami ir gali biiti
atspausdinti. Kompiuteris taip pat pateikia spektrus grafiSkai. Gauti spektrai vadinami masiy
spektrais, juose susidariusiy fragmenty masg atspindi spektre stebimos smailés, smailés aukstis
priklauso nuo fragmenty kiekio, gausos (abundance): kuo daugiau medziagos fragmenty

susidaro, tuo aukStesné smailé matoma spektre.

3.2.7. Specifiniy jony atrankos (SIM) metodas

Atliekant tiriamosios medziagos analiz¢ duju chromatografu — masiy spektrometru
paprastai yra pasirenkamas TIC (visy jony srauto) metodas, kurio metu masiy spektrometras
fiksuoja visus jonus (susidariusius jonizuojant tiriamaja medziaga), kuriy m/z santykis varijuoja
nuo 35 iki 500. Kompiuteryje, kuriame yra pateikiami bei iSsaugomi visi analizés duomenys, yra
Ivairiy junginiy masiy spektry bibliotekos (NIST, Amsterdamo, Utrechto paveldimy medziagy
apykaitos ligy masiy spektry bibliotekos). ISmatavus tiriamosios medziagos masiy spektra, jis
palyginamas su spektrais, esanciais bibliotekoje, ir taip identifikuojamas junginys. TIC metodas
yra ypaC parankus, kai tiriami nezinomos sudéties méginiai. 9 pav. pavaizduotas darbo metu
gautas chromatografijos spektras naudojant TIC metoda, ieSkomos analités, kreatinas bei

guanidinoacetatas, yra tik neZymios smailés visame spektre.
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9 pav. Méginio chromatografijos spektras naudojant TIC metoda.

SIM metodas dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metu leidzia aptikti
specifines analites tiriamajame miSinyje su ypa¢ dideliu jautrumu lyginant su TIC metodu.
Naudojant SIM metoda masiu spektrometras fiksuoja ne visus susidariusius jonus, o tik
specifiniy (nurodyty, tyré¢ja dominan¢iy) masiy jony fragmentus. Pasirenkant specifinius jony
fragmentus galima susiaurinti ieSkomuy anali¢iy aib¢ (net iki vieno junginio visame tiriamame
misinyje). Dazniausiai nurodomi nuo dviejy iki keturiy skirtingy masiy jonai, kurie susidaro tik
1§ tam tikros analités (yra jai charakteringi). Darbo metu tiriamuosiuose méginiuose buvo
siekiama aptikti kreating bei guanidinoacetata, todél masiy spektrometro parametruose nurodytos
dvi skirtingos masés: 360 (kreatino fragmentas) ir 346 (guanidinoacetato fragmentas) (10 ir 11
pav.). SIM metodu gautas chromatografijos spektras pateiktas 12 pav. IeSkomos analites,
kreatinas bei guanidinoacetatas, sudaro dvi vieninteles smailes visame méginio spektre.

Gerai pasirinkus masiy spektrometro SIM metodo parametrus, junginiy
identifikavimo jautrumas gali padidéti 10-100 karty lyginant su TIC metodu.

Masiy spektrometro gebéjimas identifikuoti neZinomus junginius TIC metodu bei
atlikti ju kiekybing analiz¢ naudojant SIM metoda padaro dujy chromatografija — masiy
spektrometrija viena i§ efektyviausiy laboratorijose naudojamy metody medZiagy kiekybinei

analizei atlikti.
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10 pav. Kreatino masiy spektras naudojant SIM metoda. Pavaizduota kreatinui
charakteringo molekulinio fragmento struktiiriné formulé.
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11 pav. Guanidinoacetato masiy spektras naudojant SIM metoda. Pavaizduota
guanidinoacetatui charakteringo molekulinio fragmento struktiiriné formulé.
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12 pav. Méginio chromatografijos spektras naudojant SIM metoda.

3.2.8. Kiekybiné analizé

Literatiiros Saltiniuose aprasoma kreatino ir guanidinoacetato kiekybiné analizé
atlieckama 1 tiriamus méginius idéjus zinoma kiekj stabiliy kreatino ir guanidinoacetato izotopu
[2, 14, 32]. Toks tyrimo metodas reikalauja dideliy finansiniy iStekliy, todél darbo metu
kiekybiné kreatino ir guanidinoacetato analizé¢ atlikta naudojant SIM metoda bei sudarytas
kreatino ir guanidinoacetato kalibracines kreives.

Kiekybinei guanidinoacetato ir kreatino analizei atlikti visy pirma buvo atlikta dujy
chromatografo — masiy spektrometro kalibracija. Kalibracijos metu naudoti tirpalai bei ju
koncentracijos pateiktos pirmoje lenteléje.

Pirmojo (didZiausios koncentracijos) kalibracinio tirpalo kreatino ir guanidinoacetato
koncentracijos buvo parinktos didesnés, negu literatiiroje nurodomos didziausios kreatino ir
guanidinoacetato koncentracijos [14], kurioms esant dar nepasireiSkia kreatino apykaitos
sutrikimai.

Buvo pagaminti tirpalai, kuriuos naudojant atlikta kalibracija. 20 ml distiliuoto
vandens iStirpinta 5 mg guanidinoacetato ir 12 mg kreatino. Taip pagamintas pirmasis (1)
tirpalas. Antrajam (2) tirpalui paruosti paimta 1 ml pirmojo tirpalo ir 1 ml distiliuoto vandens

(atskiesta dvigubai). Treciajam tirpalui paruoSti paimta 500 pl antrojo tirpalo ir 1500 pl
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distiliuoto vandens (atskiesta keturis kartus). Pastaruoju biidu pagaminti ir ketvirtasis, penktasis,
SeStasis ir septintasis tirpalai. Anali¢iy koncentracijos paruostuose tirpaluose pateiktos pirmoje

lenteléje.

Lentelé 1. Kiekybinei analizei jdiegti paruosti kalibraciniai tirpalai ir jy koncentracijos.

Medziaga Tirpalo Nr. Koncentracija
mmol/l

2,135
1,067
0,267
0,0667
0,0167
0,00416
0,001
4,575
2,288
0,572
0,143
0,0357
0,00894
0,00223

Guanidinoacetatas

Kreatinas

NEBIYECEE TR RS

Paruosti méginiai buvo iSanalizuoti dujy chromatografu — masiy spektrometru SIM
metodu, nustaCius parametrus, nurodytus pirmoje lentel¢je. Duju chromatografas — masiy
spektrometras identifikuodavo junginius esant maziausiai juy koncentracijai (tirpalai Nr.7), taciau
atliekant kokybing analizg, minimali tirpaly koncentracija, kuriai esant duju chromatografas —
masiy spektrometras integravo spektre esanCias smailes, buvo tirpalai Nr.5. Matuojant
paskutinius du tirpalus (Nr.6 ir Nr.7) spektre esancCios smailés yra per mazos, kad integravus ju
plota bty gauti patikimi duomenys. Kreatino ir guanidinoacetato kalibraciniy kreiviy sudarymui
buvo panaudoti penki skirtingy koncentracijy tirpalai. Sudaryty kalibraciniy kreiviy tiesés lygtys:

Guanidinoacetato: y = (8,20- 105)-x+1,8- 10°; r2=O,973.
Kreatino: y = (1,98-10°)x+1,85-10%; =0,986.

Metodo patikimumui patikrinti buvo istirti 6 iSorinés kokybés kontrolés (ERNDIM)
meginiai. Gauti rezultatai parodé, kad metodas patikimas ir galima atlikti pacienty méginiy
kokybing bei kiekybing kreatino ir guanidinoacetato analiz¢ remiantis sudarytomis

kalibracinémis kreivémis.
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4. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Darbo metu duju chromatografijos — masiy spektrometrijos metodas buvo pritaikytas
kokybinei ir kiekybinei kreatino ir guanidinoacetato analizei atlikti, buvo parinkti optimaliausi
duju chromatografo — masiy spektrometro parametrai, kuriems esant galima atlikti kokybing ir
kiekybing analize. Buvo parinktas optimalus temperatiiros kitimo gradientas (nuo 70°C iki
275°C, temperatiiros kitimo greitis 20°C/min). Parinktas temperatiiros kitimas sutrumpino
tyrimo trukmg iki 11 min. Parinkti dujy chromatografo — masiy spektrometro parametrai pateikti

antroje lentelé¢je.

Lentelé 2. Dujy chromatografo — masiy spektrometro parametrai naudoti tyrimo metu.

Parametras ReikS§més

Kolonélé: HP-5MS 30m x 0,25 mm x 0,25 pm
Nesancios dujos: helis

Slegis: 85 kPa

[vedimo metodas: split

Méginio ivedimo dalis: 1:50

Ivedimo temperatira: 250°C

Ivedimo turis: 1l

Matavimo temperatira: 275°C

Buvo atlikta pacienty Slapimo méginiu kiekybin¢ kreatino ir guanidinoacetato analizé
duju chromatografu — masiy spektrometru, tiriamyjy grupe sudaré 30 pacienty, kuriems biidinga
intelekto negalia ir kuriy Slapimo méginiuose nebuvo rasta organiny riigsciy, aminorugsciy
pokyCiy. TreCioje lenteléje pateikti atliktos kiekybinés analizés rezultatai, apskaiCiuotas
kiekvienos analités amziaus grupése vidurkis ir palygintas su literatiiroje nurodytomis normos

ribomis. Toliau aptariama kiekviena amziaus grupé grup¢ atskirai.

Lentelé 3. Pacienty méginiy kreatino ir guanidinoacetato vidurkiai kiekvienoje amZiaus grupéje ir normos

ribos.
Analité AmZius Vidurkis koncentracijos Normos ribos
(metais) (mmol/mol kreatinino) (mmol/mol kreatinino)
Kreatinas 0-4 440,69 6 — 1500
4-12 95,1 17720
>12 115,19 11-560
Guanidinoacetatas 0-15 23,6 4-220
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Surinkty $lapimo méginiy guanidinoacetato kiekybinés analizés rezultatai pateikti 13
pav. ISmatuotos koncentracijos varijuoja nuo 4,93 iki 109,1 mmol/mol kreatinino ir atitinka
iprastas guanidnoacetato koncentracijas Slapime lyginant su nurodytomis reikSmémis literatiiroje
(4-220 mmol/mol kreatinino). Analizés metu keliems pacienatms buvo nustatytos ir mazesnés
nei apatiné normos riba guanidinoacetato koncentracijos, taciau kreatino koncentracijos Siems
pacientams buvo normos ribose. Manoma, kad tokius tyrimo rezultatus galéjo nulemti tiriamyjy
klinikin¢ buklé (rySki raumeny hipotonija, mazas fizinis aktyvumas). Kita vertus normos ribos
buvo pasirinktos remiantis Olandijos mokslininky literatiiros duomenimis, nes dar néra
nustatytos Lietuvos populiacijos kreatino ir guanidinoacetato normos ribos.

Nenustatyta koreliacija tarp pacienty amziaus ir jy Slapimo meéginiuose nustatyto
guanidinoacetato koncentracijos, taciau patebima tendencija, kad esant vyresniam amziui,

guanidinoacetato koncentracija mazeja. (14 pav.)

240 |- ' ' ' ' ' ' i
220 | i

200 |- ]
180 [ -
160 ]
140 [ ]
120 | ]
100 [ ]
60 [ ]
40 L .o ]
20 [ . ., ]

Guanidinoacetato koncentracija (mmol/mol kreatinino)

13 pav. Guanidinoacetato kiekybinés analizés rezultatai pacienty, kuriy amzius iki 15
mety, grupéje. Raudonai pazymétos koncentracijy normos ribos.
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14 pav. Koreliacija tarp pacienty amziaus (metais) ir jy Slapimo méginiuose
nustatytos guanidinoacetato koncentracijos, °=0,026.

Surinkty $lapimo méginiy kreatino kiekybinés analizés pirmoje amziaus grupéje (iki
4 mety) rezultatai pateikti 15 pav. Vieno paciento kreatino koncentracija virSija didziausia
galima kreatino koncentracija. Sio paciento guanidinoacetato koncentracija buvo normos ribose,
tod¢l Siam pacientui galima jtarti kreatino neSiklio CrT trikuma.

Surinkty Slapimo méginiy kreatino kiekybinés analizés rezultatai antroje amziaus
grupéje (nuo 4 iki 12 mety) pateikti 16 pav. Kreatino koncentracijos Sioje amziaus grup¢je kinta
nuo 21,42 iki 474,3 mmol/mol kreatinino ir puikiai atitinka literatiiroje nurodytas normas ribas
(17 — 720 mmol/mol kreatinino). Analizés metu keliems pacienatms buvo nustatytos ir mazesnés
nei apatiné normos riba kreatino koncentracijos, taciau guanidinoacetato koncentracijos Siems
pacientams buvo normos ribose. Manoma, kad tokius tyrimo rezultatus galéjo nulemti tiriamuyjy
klinikin¢ buklé (rySki raumeny hipotonija, mazas fizinis aktyvumas). Kita vertus normos ribos
buvo pasirinktos remiantis Olandijos mokslininky literatliros duomenimis, nes dar néra

nustatytos Lietuvos populiacijos kreatino ir guanidinoacetato normos ribos.
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15 pav. Kreatino kiekybinés analizés pirmoje amziaus grupéje (iki 4 mety) rezultatai.
Raudonai pazymétos kreatino koncentracijy $ioje amZziaus grupéje normos ribos. Viena i
koncentraciju vir$ija didziausia galima kreatino koncentracija.
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16 pav. Kreatino kiekybinés analizés antroje amZziaus grupéje (nuo 4 iki 12 mety)
rezultatai. Raudonai pazymétos kreatino koncentracijy Sioje amziaus grupéje normos ribos.
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Surinkty $lapimo méginiy kreatino kiekybinés analizés treCioje amziaus grupéje (>12
mety) rezultatai pateikti 17 pav. Sioje amZiaus grupéje kreatino koncentracijos kito nuo 9,53 iki
366 mmol/mol kreatinino, o tai atitinka literatiiroje nurodytus duomenis.

Koreliacija tarp kreatino koncentracijos Slapimo méginiuose ir pacienty amziaus
nenustatyta, taciau patebima tendencija, kad esant vyresniam amziui, guanidinoacetato
koncentracija mazéja (18 pav.). [ koreliacijos skai¢iavimus neitrauktas pacientas, kurio kreatino
koncentracija (2055,14 mmol/mol kreatinino) smarkiai vir§ija didziausia galima koncentracija

(1500 mmol/mol kreatinino).
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17 pav. Kreatino kiekybinés analizés trecioje amziaus grupéje (> 12 mety) rezultatai.
Raudonai pazymétos kreatino koncentracijy $ioje amziaus grupéje normos ribos.
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18 pav. Koreliacija tarp pacienty amziaus (metais) ir ju Slapimo meéginiuose
nustatytos kreatino koncentracijos, 7°=0,027.

Detalesnei analizei atlikti panaudoti iy pacienty amino rigsciy kiekybinés analizés
kraujo plazmoje duomenys. Amino riigS¢iy analizé atlikta naudojant HPLC. Nagrinéjant
aminorigsciy analizés duomenis buvo atsizvelgta tik | arginino, glicino bei ornitino
koncentracijas, nes Sios amino rigstys dalyvauja kreatino apykaitoje ir ju kiekio padidéjimas
arba sumaze¢jimas gali biti kreatino apykaitos sutrikimo pozymis (2 pav.). Taip pat buvo
atsizvelgta ir { pacienty Slapimo kreatinino koncentracija, jo koncentracijos pokyciai taip pat gali

biti kreatino apykaitos sutrikimy pozymis.

4.1. Pacientas su jtariama kreatino neSiklio CrT stoka

Vienam pacientui buvo nustatyta padidéjusi kreatino koncentracija (2055,14
mmol/mol kreatinino). Padidéjusi kreatino koncentracija, normali guanidinoacetato
koncentracija ir jprastos aminoriig§¢iy koncentracijos kraujo plazmoje leidZzia jtarti Siam
pacientui kreatino neSiklio CrT stoka (3 pav.) [30]. Sergant $ia liga, paciento Slapime kreatino
koncentracija yra padidéjusi, nes dél baltymo stokos kreatinas néra perneSamas | lasteles.
Kreatino triiksta ir centrinéje nervy sistemoje, nes mazesnioji dalis kreatino yra perneSama i

CNS 18 kraujo veikiant kreatino nesSikliui, o didZioji dalis kreatino sintetinama CNS lastelése.
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Tik maza dalis centrinés nervy sistemos lasteliy ekspresuoja AGAT ir GAMT. Triukstant
kreatino neSiklio CrT, guanidinoacetatas, susidargs lastelése, ekspresuojaniose AGAT, néra
perneSamas | lastelés, ekspresuojanias GAMT, todél smegenyse pasireiskia kreatino
trikumas. Smegeny medziagy apykaitoje trikstant kreatino pasireiSkia protinis atsilikimas,
epilepsija, raidos atsilikimas. Kreatinino koncentracija biina sumazéjusi, nes lastelése
trikstant kreatino i jo nesusidaro ir kreatininas. Sio paciento kreatinino koncentracija §lapime
yra 3,12 mmol/l §lapimo. Tuo tarpu guanidinoacetato koncentracija iSlicka nepakitusi, nes jis
sunaudojamas kreatino sintezei (2 pav.). Aminorugsciy koncentracijos irgi iSlieka
nepakitusios, nes argininas ir glicinas dalyvauja guanidinoacetato sintezéje, o susidargs
ornitinas toliau dalyvauja §lapalo cikle.

Darbo metu buvo istirti 30 pacienty Slapimo méginiai, 1§ jy vienam jtariama
kreatino neSiklio CrT stoka. Literatiiroje nurodoma, kad kreatino neSiklio stoka pasireiskia 1
% intelekto negalia turintiems vyriSkos lyties atstovams [9]. Darbo metu gautas kreatino
neSiklio stokos daznis yra didesnis, nei nurodytas literatiiroje, nes tiriamyjy imtis buvo maza
(literattiroje nurodytas daznis gautas iStyrus 487 vyrus su intelekto negalia), tod¢l statistinis

patikimumas nepakankamas lyginant su literatiiroje nurodytais.

4.2. Pacientas, su jtariama AGAT stoka

Darbo metu vienam pacientui buvo nustatytos per mazos guanidinoacetato (0,05
mmol/mol kreatinino) ir kreatino (3,22 mmol/mol kreatinino) koncentracijos. Tokie
kiekybinés analizés rezultatai leidzia ijtarti Siam pacientui fermento AGAT trikuma.
Fermentas AGAT katalizuoja pirmaja kreatino biosintezés reakcija, jos metu susidaro
guanidinoacetatas, kuris yra GAMT substratas. Triikstant guanidinoacetato, nesusiformuoja ir
kreatinas, todél sergant Sia liga, guanidinoacetato ir kreatino koncentracijos Slapime biina
sumazgjusios.

Darbo metu buvo istirti 30 pacienty, kuriems itariami kreatino apykaitos
sutrikimai, Slapimo meéginiai, vienam i§ juy itariama fermento AGAT stoka. Literatiiroje
nurodoma, kad iki 2005 mety buvo nustatyti tik 3 pacientai, kuriems yra AGAT fermento

stoka.
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4.3. Galimos klaidos, atliekant kreatino ir guanidinoacetato kiekybing

analize

Kreatino ir guanidinoacetato kiekybiné¢ analizé duju chromatografu — masiy
spektrometru gali buti nepatikima tiriant naujagimiy, turin¢iy kreatino apykaitos sutrikimus,
Slapimo méginius, nes néStumo metu kreatinas yra gaunamas i§ motinos organizmo, o po
gimdymo kreatino koncentracija naujagimio organizme pamazu maz¢ja kelias savaites.

Pacientams, kuriy raumeny masé yra nedidelé arba ji mazéja, taip pat stebimos
mazos kreatinino koncentracijos Slapime, o tai rodo maza bendro organizme esancio kreatino
kieki [29]. Tokie tyrimy rezultatai gali biti pacientams, kuriems pasireiSkia miopatija arba
raumeny distrofija.

Esant kreatino trikumui organizme, su Slapimu iSsiskiria ir mazai kreatinino.
Kreatininas yra pagrindinis Slapimo koncentracijos rodiklis, todél, tiriant kitus su Slapimu
i$siskirian¢ius medziagy apykaitos produktus (organinés riigStys, aminortigstys, Slapimo
rugstis, oroto rugstis, glikozaminglikanai), stebimos didelés ju koncentracijos, nes jos
standartizuojamos remiantis kreatinino koncentracija Slapime. Nespecifinis organiniy riig§¢iy
bei Slapimo riigsties koncentracijos padidéjimas Slapime gali biiti svarbi uZuomina, rodanti

kreatino apykaitos sutrikimus.

4.4. Rekomendacijos

[tariant fermentu AGAT bei GAMT stoka, yra atliekami fermenty aktyvumo tyrimai.
Didziausi fermenty aktyvumai nustatomi kepenu bioptate. Siekiant atlikti maziau invazyvia
diagnostika, yra metodai, kuriy metu fermenty aktyvumas nustatomas fibroblastuose arba
limfoblastuose. [tariant kreatino neSiklio CrT stoka, gali biiti atliekami kreatino jsisavinimo
fibroblasty kultiiroje tyrimai. Nesant galimybés tirti fermenty aktyvuma, galima molekuliniais
genetiniais tyrimais atlikti fermentus ir kreatino nesikli koduojanéiy geny mutacijos paieska ir
tokiu budu patvirtinti arba paneigti itariamus kreatino apykaitos sutrikimus. Visas kreatino
apykaitos sutrikimy laboratorinés diagnostikos algoritmas pateikiamas 6 pav, 16 psl.

Darbo metu vienam pacientui buvo nustatyta padidéjusi guanidinoacetato
koncentracija, kuri leidZia jtarti kreatino neSiklio CrT stoka, todél tolimesni tyrimai bus vykdomi
molekulinés genetikos metodais, bus siekiama iSsiaiSkinti ar Siam pacientui yra geno SLC6A4S,
koduojancio kreatino neSikli, mutacija. Buvo aptiktas dar vienas pacientas, kuriam nustatytos
sumazgjusios guanidinoacetato ir kreatino koncentracijos leidzia itarti fermento AGAT stoka.
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Sio paciento kreatino ir guanidinoacetato kiekybiné analizé bus kartojama, o pakartotinai radus
sumazintas kreatino ir guanidinoacetato koncentracijas, pacientui bus rekomenduojama atlikti

fermento AGAT aktyvumo tyrima.
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5. ISVADOS

1. Sio darbo metu buvo idiegtas dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos SIM
metodas bei pritaikytas kreatino apykaitos sutrikimams diagnozuoti. Buvo pasirinkti optimaliausi
parametrai, leidziantys tiksliai identifikuoti kreating ir guanidinoacetata per trumpiausia galima
analizés laika. Sio darbo metu kiekybiné metabolity analizé atlikta naudojantis kalibracinémis
kreatino ir guanidinoacetato kreivémis.

2. Darbo metu duju chromatografijos — masiy spektrometrijos SIM metodu buvo
i8tirti 30 pacienty Slapimo méginiai, atlikta ju kiekybiné kreatino ir guanidinoacetato analizé.
Pacientai suskirstyti pagal literatiroje nurodytas normuy amziaus grupes, bei apskaiciuoti
kiekvienos grupés kreatino ir guanidinoacetato koncentracijy vidurkiai. Vidurkiai nevirSija bei
néra per mazi lyginant su literatliroje nurodytomis kreatino ir guanidinoacetato koncentracijy
normos ribomis.

3. Darbo metu dviem pacientams buvo itarti kreatino apykaitos sutrikimai: ne$iklio
CrT stoka ir AGAT stoka. Kreatino apykaitos sutrikimai yra labai reti, todél Sio darbo metu itarti
du sutrikimai 1§ 30 tiriamyjy grupés rodo, kokia didelg reikSme turi kryptinga pacienty atranka
pagal klinikinius ir biocheminius-genetinius tyrimy rezultatus.

4. Siekiant tiksliai diagnozuoti kreatino apykaitos sutrikimus, pirma rekomenduojama
atlikti kokybing bei kiekybing kreatino ir guanidinoacetato analiz¢ Slapimo méginiuose, kuri,
aptikus nejprastas kreatino arba guanidinoacetato koncentracijas, leidzia jtarti tam tikro fermento
(AGAT arba GAMT) arba kreatino nesSiklio CrT stoka. Nustacius fermento arba kreatino nesiklio

stoka, yra susiaurinama sutrikima lemian¢iy mutaciju paieska molekulinés genetikos metodais.
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6. SUMMARY

Analysis of Creatine Metabolism and Metabolites using Gas Chromatography —
Mass Spectrometry

Creatine and phosphocreatine play an essential role in energy storage and
transmission in several tissues. Two enzymes are involved in creatine biosynthesis:
arginine:glycine amidinotransferase, which converts arginine and glicine to ornithine and
guanidinoacetate, and S-adenosyl-lmethionine:N-guanidinoacetate methyltransferase, which
converts guanidinoacetate to creatine. The latter is transported to tissues by the Cr transporter,
and is non-enzymatically converted to creatinine.

Creatine deficiency syndromes are a newly described group of inborn errors of creatine
synthesis (arginine : glycine amidinotransferase (AGAT) deficiency and guanidinoacetate
methyltransferase (GAMT) deficiency) and of creatine transport (creatine transporter (CrT)
deficiency). The common clinical feature of creatine deficiency syndromes is mental retardation
and epilepsy. Measurement of guanidinoacetate in body fluids may discriminate between the
GAMT (high concentration), AGAT (low concentration) and CrT (normal concentration)
deficiencies. Further biochemical characteristics include changes in creatine and creatinine
concentrations in body fluids. GAMT and AGAT deficiency are treatable by oral creatine
supplementation, while patients with CrT deficiency do not respond to this type of treatment.

Creatine and guanidinoacetate analysis by GC-MS can be very informative and important
method in diagnosing the inborn errors of creatine metabolism. In this work the urine samples of
patients with suspected creatine metabolism disorders were analysed by GC-MS. The profiles of
creatine and guanidinoacetate showed that creatine transporter defect for one patient and AGAT
deficiency for another patient were detected. Nevertheless additional confirmative laboratory

tests should be done before reaching the final diagnosis.
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