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MATERIAL A METODY

2-HG byl z plazmy izolovan pomoci SPE na anexu. Pro naslednou pripravu
derivatu D-2-HG, L-2-HG, D-2-HG(C13), byla pouzita reakce s D-
anhydridem O,O’-diacetylvinné kyseliny (DATAN) (Poinsignon et al., 2016).
Pro déleni D a L diastereomernich derivatu byla pouzita kapalinova
chromatografie s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru. Pro déleni
byla vyzkousena kolona pracujici s reverzni fazi Atlantis C18, Synergy Polar
a Luna C18, dale pak kolona ZIC-HILIC. Jako vnitfni standardy (internal
standard - IS) byl vyuzit D-2-HG(C13) a pote kyselina hydroxymalonova.
Pokus take probehl s pouzitim derivatizacniho Cinidla a) anhydridu 5(-)-2-
acetoxyjantarove kyseliny a b) Naproxen chloridu. Priprava vzorku byla
experimentalneé provedena také bez pouziti SPE. Kalibracni kfivka byla
sestavena pomoci Sesti bodu, kdy horni koncentrace mela hodnotu 20 pg/ml
a kazdy nasledujici bod vznikal ctyfnasobnym redenim. Analyze byly
podrobeny vzorky malé skupiny pacientu s normalni a mutovanou IDH.
Vysledky byly kvantifikovany pomoci programu Analyst.

VYSLEDKY

Jako nejvyhodnejsi metoda se ukazala derivatizace s DATAN s pouzitim
extrakce na pevnou fazi (solid-phase extraction - SPE) a IS D-2-HG(C13)
nasledovana delenim na kolone ZIC-HILIC.

Vzorek plazmy o objemu 125 ul byl zredén 125 ul vody a bylo pridano
25 ul IS D-2-HG(C13) o koncentraci 5 ug/ml. Kolony SPE200 byly
ekvilibrovany postupné nejdrive 2 ml metanolu a poté 2 ml vody. Do SPE
byly predlozeny 2 ml vody a pridany vzorky. Promyti probihalo 1 ml 25mM
octanu amonneho a poté 1 ml metanolu. Kolony byly vysusSeny. Eluce z SPE
byla provedena 2 krat 800 pl roztoku metanolu s obsahem 5% kyseliny
mravenci. Ze vzorku byla odparena kapalina pri 80 °C. Reakce vzorku
s roztokem DATAN a smesi methylenchloridu a kyseliny octove (4:1)
probihala pri 80 °C po dobu 40 minut. Po reakci byl vzorek vysusen a
uchovavan pri -70 °C. Vzorek byl pro analyzu rozpusten v roztoku faze A.
Kapalne faze pro ZIC-HILIC obsahovaly vyslednou koncentraci 10mM
HCOONH, 0 pH=3,2, pricemz faze A se skladala z 90% z ACN, faze B z 50%
z ACN.

Chromatografie probihala v izokratickém rezimu s mobilni fazi tvorenou
30% taze B pri 30 °C za prutoku 200 pl/min. D-2-HG a IS eluovaly v 4,47 min
a L-2-HG v 5,23 min. Celkova doba analyzy cinila 14 minut.
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Akutni myeloidni leukemie (AML) patri do skupiny malignich klonalnich
onemocneni hematopoézy, kdy pocet blastu v periferni krvi presahuje 20%.
AML tvori 80% akutnich leukemii u dospelych, u deti predstavuje 15% ze
vsech leukémii, pricemz vysoka cast pacientu umira do jednoho roku od
stanoveni diagnozy. V 97% pripadu AML byla prokazana nektera geneticka
mutace (Kouchkovsky a Abdul-Hay, 2016). Jednim z mutovanych genu pii
AML je gen enzymu isocitratdehydrogenasy (IDH). IDH patii do rodiny
B-dekarboxylujicich dehydrogenas a je soucasti Krebsova cyklu. Zde enzym
katalyzuje oxidativni dekarboxylaci isocitratu za vzniku a-ketoglutaratu
(a-KG) a ekvimolarné generuje NADPH z NADP*(Dang et al., 2010). Diky

neomorfnim mutacim IDH dochazi
NADPH + H* 0
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L-2-HG neni onkogenni, proto je HOMOH NADP' j HOMOH
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stanovit koncentraci obou IDHI/IDH2  D-2-hydroxyglutarét
enantiomeru zvlast.
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ZAVER A DISKUZE

Sestavena metoda umoznuje chromatograficke deleni enantiomeru 2-HG po
jejich prevedeni na diastereomerni derivaty a jejich kvantifikaci. Béhem
experimentu se podarilo optimalizovat délku retencnich casu i pozici a vysku
pikt na chromatogramu. Experimenty probihaji i nadale.

Stanoveni hladiny D-2-HG v plazmeé pacientt by mohlo byt malo invazivni a
snadnou metodou pro urceni diagnozy, sledovani ucinnosti lecby a
identifikaci minimalni residualni nemoci u AML.
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Elektroforeogram: Separace smesi D-2-HG a L-2-HG po derivatizaci s DATAN na kolone
ZIC-HILIC s pouzitim D-2-HG(C13) jako IS.
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