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Om aminosyror

Olika funktioner:
• Energikällor
• Neurotransmittorer
• Byggstenar till protein
• Metabola regulatorer
• Prekursorer i olika metabola vägar

Nio stycken är essentiella
Fenylalanin

Histidin
Isoleucin

Leucin
Lysin

Metionin
Treonin

Tryptofan
Valin

Beroende på sidokedjan kan 
aminosyran t.ex. vara:
• Aromatisk (fenylalanin)
• Sur (asparaginsyra)
• Basisk (arginin)
• Neutral (alanin)

Glycin Mw 75

GSSG Mw 613

Glycin och oxiderat glutation
minst och störst i metoden
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Utredning av medfödda metabola sjukdomar

Rubbning i aminosyraomsättningen
PKU (Fenylketonuri),
MSUD (Maple Syrup Urine Disease)
Homocystinuri
Glutaminbrist
Non-ketotisk hypoglycinemi

Ureacykeldefekter
Citrullinemi
OTC-brist
ASL (Argininosuccinatlyas-brist)
HHH (hyperornithinemia-hyperammonemia-homocitrullinuria)

Defekter i transportörer av aminosyror
Cystinuri
Lysinurisk proteinintolerans
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Varför analyserar vi aminosyror?

Andra patologiska tillstånd

Svältreaktion

Leverpåverkan

Hyperammonemi

Hyperlaktatemi

Nedsatt tarm- eller njurfunktion

Verifiering av positiva prover 
från nyföddhetsscreening

Uppföljning av patienter 
under behandling
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Autosomalt recessiv ärftlighet

Frisk förälder Anlagsbärare

AnlagsbärareFriska barn

Anlagsbärare Anlagsbärare

AnlagsbärareFriskt barn Sjukt barn

Exempel på förekomst:
PKU: 5:100 000
MSUD: 1:100 000
Homocystinuri: 1:300 000
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Totalt ca 1900 prover/år

P-aminosyror ca 1200 prover/år

U-Aminosyror ca 500 prover/år

Csv-Aminosyror ca 70 prover/år

Pipekolsyra ca 70 prover/år

5-ALA ca 70 prover/år

Karin Leckström, Diagnostisk Masspektrometri och Kromatografi

Produktionsstatistik
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Jonbyteskromatografi med ninhydrin-infärgning.

Amingruppen reagerar med ninhydrin och det bildade färgkomplexet detekteras. 

Nackdelar

• Analystid på instrument: ca 2,5 h/prov

• Dyr i drift – inköp av buffertar, ninhydrin. Serviceavtal. Ny kolonn efter 1000 injektioner.

• Sårbart – ett instrument, svårt att få service. Svårt att köra ikapp avbrott.

• En del aminosyror svåra att skilja ut från andra.

• Svår utvärdering och bedömning av ffa urinprover (störande substanser)

Tidigare metod a.k.a. JEOL
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Patientprov i urin – JEOL
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Principen för MRM med LC-MS/MS
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Främsta utmaningarna
• Samma massa – isomerer, isobarer, in-source-fragment, naturlig isotopspridning
• allo-isoleucin, leucin och isoleucin; alanin - sarkosin

• pipekolsyra och ISF från glutamin och glutamat; asparagin - aspartylglukosamin  

• Asparagin - aspartat, glutamin - glutamat, m.fl.

→ Stort behov av kromatografisk separation

• Endogena substanser
• Tre olika matriser; plasma, urin, likvor

• Hur kalibrera på bästa sätt?

• Många analyter
• Kvantitativa?
• Kvalitativa?
• Interna standarder?
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Kvantitativa Kvalitativa
R

et
en

ti
o

n
st

id
 ö

ka
r



Sahlgrenska UniversitetssjukhusetKarin Leckström, Diagnostisk Masspektrometri och Kromatografi

Centrifugera ca 
17000 g 5 min

Överför 80 µL 
supernatant

Överför 
supernatant

Vortex-
mixa

Vortex-
mixa

Centrifugera ca 
17000 g 5 min

Upparbetning
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Kolonn och instrumentparametrar
LC
Instrument: Waters Acquity

Kolonn: Intrada: 150x3 mm, 0.3 µm, HILIC + Ion-Exchange mode

Mobilfaser:   A: Metanol:65 mM ammoniumformiat:myrsyra 80:20:0,3

B: 100 mM ammoniumformiat:acetonitril 80:20

Gradient:

pH, jonstyrka och andel vattenfas ökar

MS

Instrument: Waters Xevo TQD

75 stycken MRM-övergångar samlas i tidsoptimerade fönster

80 stycken analyter (inkl 27 IS) i utvärdering 
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Utvärdering



Sahlgrenska UniversitetssjukhusetKarin Leckström, Diagnostisk Masspektrometri och Kromatografi

Plasma
n=195

Urin 
n=112
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Plasma generellt ok överensstämmelse
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Metodjämförelse: LC-MS/MS vs Jeol

Leucin i plasma

Treonin i urin

Ornitin i spinal
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Metodjämförelse: LC-MS/MS vs Jeol

Aspartat i urin

Metionin i urin

Cystationin i urin

Serin i spinal
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Riktighet för kvalitativa Allo-Ile i plasma

mv*: 0,037 arbiträr enhet
SD*: 0,025 arb enh

mv+3SD: 0,12 arb enh

*alla utom MSUD-patienter och en postmortal

0,125
0,113
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MSUD på JEOL

Kromatogram i plasma
Patient med MSUD 
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MSUD på LC-MS/MS

Ile

Leu

allo-Ile

Patient med MSUD
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ASL-brist på JEOL

Kromatogram i plasma
Patient med ASL-brist

ASA – argininosuccinic acid

Karboxylsyra+karboxylsyra
→anhydrid
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ASA och anhydrider på LC-MS/MS
ASA ASA anhydrider

x

y

z
Patient med  ASL-brist
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Glutationuri på Jeol

γ-glutamyl transpeptidase deficiency caused by a large homozygous intragenic deletion in GGT1
Eur. J. Hum. Genet. 26 (6) 808-817, 2018   J Asin-Cayuela et al.

GSH

GSSG

Glu CysGly

GSH – reducerat glutation
GSSG – oxiderat glutation

Kromatogram
i urin
Patient med 
glutationuri

Efter hydrolys

Tripeptid
Glu-Cys-Gly

https://publications.scilifelab.se/journal/Eur.%20J.%20Hum.%20Genet.
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GSH GSSG
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GSH och GSSG på LC-MS/MS

Patient med  glutationuri
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Patient med MSUD
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Patient med ASL-brist
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På gång… nya referensgränser för kvalitativa AA
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mv+3 SD = 0,128 arb enh (idag 0,119)

mv+3 SD

alla <1mån <18år Man Kvinna

Arb enh 0.128 0.097 0.129 0.156 0.121

antal 1438 136 1157 57 59
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Allo-Ile i plasma

mv+3 SD = 4,66 arb enh (idag 3,63)

GlycylPro i urin

mv+3 SD

alla <6 mån <2 år >2 år

arb enh 4.66 7.35 3.80 2.64

antal 770 159 152 447

0

20

40

60

80

100

120

140

0

0
,6

1
,2

1
,8

2
,4 3

3
,6

4
,2

4
,8

5
,4 6

6
,6

7
,2

7
,8

8
,4 9

9
,6

1
0

,2

uGlycylPro/krea (arb enh per krea)



Sahlgrenska UniversitetssjukhusetKarin Leckström, Diagnostisk Masspektrometri och Kromatografi

Jeol LC-MS/MS

En kalibreringspunkt i veckan Kaliberingskurva varje batch

En DK per dag (endast normalserum) DK Hög och DK Låg i två matriser → 4-8 DK per batch

Ca 10 prover per dag 20-33 prover/batch

Varje dag – tidskrävande men lättillgängligt för akuta Tisdag och fredag

2,5 h/injektion 35 min/injektion men fler injektioner

"Ser allt” som färgas in med ninhydrin. Mycket stör. Valt ut 27 + 26 (kvantifieras + semikvantitativt/kvalitativt)

Ett instrument med svårtillgänglig service Back-up-instrument + tillgänglig service

Dyra reagens och kolonn. Dyrt serviceavtal. Billigare mobilfaser och kolonn. Befintligt serviceavtal.

Tre analysmetoder: aminosyror, 5-ALA, pipekolsyra En analysmetod

Endast svarsprotokoll i LIS Allt in i LIS → enklare att få ut statistik.
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Citrullus lanatus
Citrullin isolerades
från vattenmelon 1914


