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SPIS TRESCI

*Co to jest i do czego stuzy profil kwasow organicznych w
moczu

*Przygotowanie prébek do analizy

*Oznaczenie kwasu metylomalonowego (MMA) i
orotowego (ORA) w analizie GCMS-MS

*Omowienie procedur wykorzystywanych do analizy
zaburzen aminokwasow za pomocg GCMS-MS

*Omowienie otrzymanych profilow moczu
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DO CZEGO StUZY PROFIL KWASOW?

1) Weryfikuje wstepne rozpoznanie postawione w
badaniach przesiewowych noworodkow

2) Méwi nam o prawidtowym metabolizmie
aminokwasow, beta-oksydacji kwasow ttuszczowych

3) Pozwala na ocene stanu klinicznego pacjenta
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PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Badanie opiera si¢ na obrobce materiatu biologicznego
-moczu. Pierwszym krokiem w analizie jest _
przeprowadzenie badania oznaczenia ilosci kreatyniny

W MOCZU.
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ROZKtAD MOCZNIKA

Kolejnym krokiem jest uzupetnienie zawartosci probki
wodg dejonizowang do 2 ml, po czym dodanie ureazy.
Tak przygotowane roztwory po uprzednim wymieszaniu

nalezy ogrzewac w suchej fazni.
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REDUKCJA HYDROKSYLOAMINA

Po uptywie okreslonego czasu proboéwki zdjac z tazni
grzewczej. Nastepnie doda¢ NaOH do pH 14 oraz
hydroksyloamine. Reakcja prowadzona jest przez

godzine.
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ZATRZYMANIE REAKCJI REDUKCIJI

Po uptywie godziny reakcje nalezy zatrzymac poprzez
dodanie HCI, doprowadzajgc do pH okoto 1. Nastepnie
dodac chlorku sodu.
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EKSTRAKCJA OCTANEM ETYLU

Ekstrakcje do fazy organicznej powadzimy przy uzyciu
octanu etylu.

@
Europeraxie Rzeczpospolita Ny Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwdj _ Polska Motki i DZ i ec kO Europejski Fundusz Spoteczny




SUSZENIE

Do fazni grzewczej ustawionej na 60°C nalezy wiozyc
probki i suszyc je w strumieniach azotu do osiggniecia
objetosci okoto 200 pl.
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REAKCJA DERYWATYZACII

Suchg faznie grzewczg nalezy nagrza¢ do 80°C. W tym
czasie do osuszonych fiolek dodajemy pirydyne i Srodek
sililujacy, po czym wygrzewamy przez pot godziny.
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ANALIZA PRZY UZYCIU GCMS-MS

Probki po wyciggnieciu z tazni nalezy zworteksowag, po
czym umiesci¢ w komorze autosamplera.
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ILOSCIOWE OZNACZENIE ORA | MMA
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PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ KALIBRACYIJNEJ ORA | MMA

- Przygotowanie roztworow wzorcowych kwasu orotowego i
metylomalonowego

- Przygotowanie moczu zlewkowego
- Rozcienczenie moczu zlewkowego do kreatyniny rownej 1

- Przygotowanie roztworow kalibracyjnych przez serie
rozcienczen roztworow wzorcowych kwasow
metylomalonowego i orotowego

- Przelanie 2 ml kazdego z roztworow do probowek
ekstrakcyjnych

- Przygotowanie analogiczne do standardowego
przygotowania moczu metodg GCMS-MS
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STEZENIA WYKORZYSTYWANE DO KRZYWE)

1 10 100
2 5 50

3 2,5 25

4 1,25 12,5
5 0,625 6,25
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KRZYWA ORA

ORO External MS Quantitatior
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KRZYWA MMA
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PROCEDURY WYKORZYSTYWANE DO ANALIZY ZA POMOCA GCMS-MS

Analiza za pomocg aparatow GCMS-MS odbywa sie na
dwoch urzadzeniach, firmy Shimadzu oraz Thermo Scientific.

Aparat Shimadzu: pozwala na analize profilu moczu pacjenta
oraz umozliwia postawienie diagnozy i weryfikacje juz
zdiagnozowanej choroby metabolicznej.

Aprat Thermo Scientific: pozwala na ilosciowe okreslenie
stezenia kwasow orotowego i metylomalonowego oraz
doktadniejszg analize profilu moczu z mozliwoscig wykrycia
wiekszej liczby metabolitow.
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PROFIL UZYSKANY ZA POMOCA GCMS-MS

Profil uzyskany za pomocg GCMS-MS opisuje
zaleznos$¢ m/z do czasu. Przy wykorzystaniu jondw
referencyjnych, pomocniczych oraz tfa

referencyjnego mozliwe jest zic
poszczegolnych zwigzkow. Wyd

entyfikowanie
fuzenie czasu analizy

pozwala na wyodrebnienie wie

kszej ilosci analitow.
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