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ANNOTATSIOON

Kreatiini defitsiitsus slindroomid on kullaltki uus rithm paérilikke ainevahetushaigusi, mis kuuluvad
harvikhaiguste riihma. Grupi esinemissagedus on kuni 1:1292 vastsiindinu kohta. Haiguste kliiniline pilt
avaldub vaga varieeruvalt ja haigused véivad avalduda juba vastsiindinu aga ka palju hilisemas eas.
Haigused voivad tekitada neuroloogilisele arengule pé6rdumatut kahju. Haiged omakorda vajavad
mitmekilgset abi ja hoold, koormates seetéttu pikka aega perekonda kui ka riiki. Kuna mitmeid
kaasastindinud ainevahetushaiguseid on vimalik kontrolli all hoida voi selle haige simptomaatikat
leevendada asendusraviga on sdeluuringute teostamise vajadus selle riihma haigustele kasvanud.

Tanaseks paevaks on {iha enam hakatud teostama sdeluuringuid ainevahetushaigustele. Uhelt poolt
mangib selles osas diagnostiliste testide kattesaadavuse paranemine ja teiselt poolt on tdusnud
raviarstide teadlikus pakutavatest véimalustest. Kiire areng massispektromeetria metoodikate
valdkonnas ja selle metoodika kattesaadavuse tSus on oluliselt parandanud ainevahetushaiguste
testimise  vdimalusi. Vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria meetod vdimaldab
keerulistest maatriksitest vaga tdpselt madrata ka vdaga madalates kontsentratsioonides analiite.
Uriinis kreatiini ja guanidinoatsetaadi maaramist vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria
meetodiga kasutatakse kreatiini defitsiitsus sindroomide (AGAT, GAMT, CRTR) tuvastamiseks.

Kdesoleva magistri 10putdd eesmark oli modifitseerida kirjanduses kirjeldatud kreatiini ja
guanodinoatsetaadi madramise metoodika Tartu geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku
ainevahetuslaboris kasutusel olevale vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria seadmele,
viia labi valideerimine ja veenduda, et laboris loodud meetod on Euroopa ravimiameti 2022 aasta
kehtestatud nduete kohane.

Too kaigus hinnati vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria meetodi usaldusvadarsust ja
tulemuslikkust hinnates rahvusvaheliste ERNDIM kontrollproovidega saadud modtetulemusi. Laboris
teostatud mootetulemustest voib jareldada, et kasutusele voetud meetod on efektiivne ja
usaldusvaadrne. Kuid meetod vajab kliinilise valideerimise labiviimist, mida tuleks tulevikus tdiendavalt
uurida.

Eestis haiguste tdpsete esinemissageduste kohta andmed puuduvad kuna uuring ei ole osa riiklikus
soeluuringute programmis. Leiame, et esimene samm selle uuringu séeluuringute programmi
lisamiseks on tehtud. Kokkuvdttes t66 kaigus loodi uus meetod ja verifitseeriti, et rakendatav metoodika
on uriini kreatiini ja guanodinoatsetaadi madramiseks rakendatav.



ABSTRACT

Creatine deficiency syndromes are a fairly new group of inherited metabolic diseases that belong to the
group of rare diseases. The frequency of the group is up to 1:292 per newborn. The clinical picture of
the diseases is very variable, and the diseases can appear in the newborn or at a much later age.
Diseases can cause irreversible damage to neurological development. The sick, in turn, need
multifaceted help and care, therefore burdening the family and the state for a long time. Since many
inborn metabolic diseases can be controlled or the symptoms of this disease can be alleviated with
replacement therapy, the need to perform screening tests for this group of diseases has increased.

Screening for metabolic diseases has increased in time. The improvement in the availability of
diagnostic tests and the awareness of treating doctors has increased plays a role in this regard. The
rapid development in the field of mass spectrometry methodologies and the increased availability of
this methodology have greatly improved the possibilities of testing metabolic diseases. The LC-MS/MS
method enables very precise determination of analytes even in very low concentrations from complex
matrices. Determination of creatine and guanidinoacetate in urine by liquid chromatography tandem
mass spectrometry method is used to help diagnose creatine deficiency syndromes (AGAT, GAMT,
CRTR).

The aim of this master's thesis was to modify the methodology for determining creatine and
guanodinoacetate described in the literature to the liquid chromatography-tandem mass spectrometry
device used in the metabolic laboratory of the Tartu Genetics and Personal Medicine Clinic. To carry out
validation and to make sure that the method created in the laboratory complies with the 2022
requirements established by the European Medicines Agency.

During the work, the reliability and performance of liquid chromatography tandem mass spectrometry
method was evaluated by evaluating the measurement results obtained with international ERNDIM
control samples. From the results of measurements performed in the laboratory, it can be concluded
that the introduced method is effective and reliable. However, the method needs clinical validation,
which should be further investigated in the future.

There are no data on the exact frequency of diseases in Estonia, as the study is not part of the national
screening program. We consider that the first step to include this study in the screening program has
been taken. In summary, during the work, a new method was created and it was verified that the applied
methodology is applicable for the determination of urinary creatine and guanodinoacetate.
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LUHENDID

ADP - adenosiindifosfaat

AGAT - L-arginiin:glutsiini amidinotransferaas

ASL - argininosuktsinaadi lGaas

ASS - argininosuktsinaadi slintetaas

CDS — kreatiini defitsiitsus stindroom (ingl Creatine Deficiency Syndrome)

CK — kreatiini kinaas

Crea - kreatiniin

CRTR - kreatiini transportvalk

DD - arengupeetus (ingl developmental delay)

ERNDIM - Parilike ainevahetushaiguste Euroopa vélise kvaliteedi kontrolli organisatsioon (ingl European
Research Network for Evaluation and Improvement of Screening, Diagnoosis and Treatment of Inherited
Disorders of Metabolism)

ESI - elektropihustusionisatsioon (ingl electrospray ionization)

GA — guanidinoatsetaat

GAMT - guanidinoatsetaadi mettultransferaas

GCMS — gaaskromatograaf-massispektromeetria

'H-MRS - prooton magnetresonants-spektroskoopia

HHH - hiperornitineemia-hiiperammoneemia-homotsitrullinuuria (ingl hyperornithinemia-
hyperammonemia-homocitrullinuria)

HPLS-FL - Korgsurvevedelikkromatograaf fluoretsents detektoriga

ID - intellektipuue (ingl intellectual disability)

IDD — Intellektuaalseid arenguhaireid (ingl intellectual developmental disorders)

Kr — kreatiin

LC/APCI-MS - vedelikkromatograaf-atmosfaarirdhuline keemiline ionisatsioon massispektromeetria
LC-MS/MS — vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria

LDT — labori loodud testid (ingl laboratory developed test)

MR — vaimne alaareng (ingl mental retardation)

LPI - lGsinuuriline valgu talumatus (ingl lysinuric protein intolerance)

PC - pirovaadi karboksiilaas

P5CS - pirroliin-5-karbokiilaasi slintetaas (ingl A-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase)

OAT - ornitiini aminotransferaas

OTC - ornitiini transkarbamiilaas

XLID — X kromosoomi liitelise (parandumise) vormiga intellektipuue (ingl X-linked intellectual disability)



SISSEJUHATUS

Koigile Eestis sindinud vastslindinuile pakutakse sdeluuringut 21 erineva kaasasindinud haiguse
suhtes. Soeluuringute eesmark on voimalikult varakult avastada teatud parilikud vdi kaasasitindinud
haigused, mis tahelepanuta jatmisel vdivad lapse tervist voi arengut kahjustada. Toendosus, et stindival
lapsel on méni périlik vdi kaasasiindinud haigus, on 3-4%. Uhe osa nendest haigustest moodustavad
parilikud ainevahetushaigused, mille korral hdirub geenidefekti tdottu mdne valgu, suhkru, rasvhappe voi
keemilise aine tootmine, lammutamine voi funktsioon organismis, pohjustades seelabi lapsel erinevaid
tervise- vGi arenguprobleeme (A).

Kreatiini defitsiitsuse slindroomid (CDS) on kullaltki uus grupp paérilikke ainevahetushaigusi, mida
kirjeldati emakordselt viimasel sajandivahetusel (1994-2001). Haigestumise korral on hdirunud kreatiini
(Kr) ja guanidinoatsetaadi (kreatiini eelasmolekul; GA) bioslintees voi kreatiini transport kudedesse.
Kreatiin on kehas tldlevinud mitte-valk aminohape, mida slinteesitakse peamiselt maksas, neerudes ja
pankreases ning viahesel maaral ajus ja testistes (Bonilla 2001). Inimese keha toodab endogeenselt
umbes 1 g kreatiini pdevas ja umbes sama palju omandab seda toidu kaudu. Toidus (liha, &line kala)
leiduv kreatiin pidurdab endogeenset slinteesi (Carling 2008). Kreatiin ja tema fosforileeritud vorm
(PKr) omavad organismis kriitilist ja keskset rolli adenosiintrifosfaadi (ATP) kontsentratsioonide
sailitamisel suure energiavajadusega kudedes nagu skeletilihastes, sidames ja ajus (Wallimann 2011).
Kdrvalekalded pdhjustavad funktsionaalseid hdireid kudedes, mis valjenduvad erinevate haigustena —
peamiselt intellektipuude naol. Haiguseid on seetéttu hakatud nimetatud tserebraalseteks kreatiini
defitsiitsus stindroomideks (Salazar 2020).

Soeluurimiseta ei ole véimalik haigusi Gigeaegselt diagnoosida, kuna varased haigustunnused sageli
puuduvad vdi on vahemadrgatavad. Selleks ajaks, kui ilmneb lapse arengu mahajaamus v6i muu
terviseprobleem, mille alusel arst saab antud haigust kahtlustada, on kahjuks juba tekkinud ka
tervisekahjustus, mida sageli ei ole vGimalik hilisema raviga enam muuta (A). Haigustest tulenevaid
terviseprobleeme on véimalik dra hoida, leevendada vaid juhul, kui leiame (les ravi vajavad lapsed enne
haigussiimptomite teket usaldusvaarsete uuringutega.

Uue in vitro diagnostika meditsiiniseadmete maarusega (2017/746/EL) (ingl In-vitro Diagnostic Medical
Devices Regulation — IVDR) viidi ELi Gigusaktid kooskélla tehnika arenguga, arstiteaduse muutustega ja
oigusloome edusammudega. Uues maaruses on seatud ndue, et laboris kohapeal loodud nn. in-house
meetodite (Laboratory developed tests, LDT) kasutamiseks peab meetod olema valideeritud (B). Kuna
kreatiini defitsiitsus siindroomide puhul on tegu harvikhaigustega ja kommertsiaalset lahendust
haiguste diagnoosimiseks turul ei ole, on LDTi kasutamine laboritel pdhjendatud. Kdesoleva uurimist6o
eesmarkideks oli kohandada kirjanduses kirjeldatud meetod kreatiini ja guanidinoatsetaadi sisalduse
maaramiseks uriinis TUK kasutataval seadmel - vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetril (LC-
MS/MS) ning teostada valideerimiseks nGuetekohased moddtekatsed.

Kaesolev 166 koosneb kirjanduslikust Ulevaatest ning eksperimentaalsest osast. Kirjanduslikus osas
antakse Ulevaade kreatiini slnteesirajast, kreatiini defitsiitsus siindroomidest, haiguste raviks
kasutatavaid raviskeeme, diferentsiaaldiagnostika vOimalustest, vedelikkromatograafia-
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tandemmassispektromeetriast, metoodika valideerimisest, kirjanduse (Ulevaate kreatiini ja
guanidinoatsetaadi maaramise metoodikatest. Eksperimentaalses osas kirjeldatakse kasutatud
materjale, standardaineid, kasutatud vahendeid, standardite ja kontrollmaterjalide valmistamise
protokolli, kalibreerimisgraafiku moodustamise pdhimotet, uuringumaterjali proovi ettevalmistamise ja
ekstraheerimise protokolli. Lépus kirjeldatakse saadud kreatiini ja guanidinoatsetaadi maaramisel
kasutatud meetodi valideerimistulemusi. T66 I6petab arutelu, jareldused ning kokkuvéte.
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1.KIRJANDUSE ULEVAADE

Tanaseks on teadaolevalt 91 ravitavat metabolismihdiret pdhjustavat geneetilist haigust, mis vdivad
avalduda intellektuaalsete arenguhairetena (Stockler-Ipsiroglu 2014). Alates 1994 aastast on kirjeldatud
kahte kreatiini silinteesiahela vdtmeensiimi ja Uht kreatiini transportvalgu kaasasiindinud viga:
guanidinoatsetaat metidlltransferaasne hdire ehk GAMT defitsiitsus (Stockler 1994), L-arginiin:glitsiin
amidinotransferaasi p&hjustatud haire ehk AGAT defitsiitsus (ltem 2001) ja X-liitelise péaritavusega
kreatiini transportvalgu haire ehk CRTR defitsiitsus siindroom (Salomons 2001).

Intellektuaalseid arenguhdireid (IDD) iseloomustab kognitiivsete funktsioonide markimisvdaarne
kahjustus, limiteeritud dppimisvéime, kahanenud kohanemis vGime ja piirangutega oskused. IDD-d on
sagedased — moodustade 2,5% haigestunud elanikkonnast ja nendega kaasneb markimisvaarne
kaashaigestumine (Stockler-Ipsiroglu 2014). Seetottu on seda gruppi haigusi hakatud nimetama
tserebraalseteks kreatiini defitsiitsus siindroomideks (Salazar jt 2020). Markimisvddrne on ka
intellektipuude (ing. intellectual disability, ID) poolt péhjustatud koormus emotsionaalsele kannatusele
ja haigustega seotud tervishoiukuludele. Seetdttu on ennetamine ja ravi olulised (Stockler-lpsiroglu
2014). Traditsiooniliselt on IDD-d peetud muutumatuks saatuseks, kuna pdhjuslikud ravimeetodid, mis
vOiksid IDD-d &dra hoida voi Umber p6orata, ei ole enamiku etioloogiate jaoks saadaval (Stockler-lIpsiroglu
2014). Kaasaslindinud metabolismi haigused esindavad praegu suurimat geneetilist IDD-te rihma, mida
on voimalik allutada patofiisioloogiale suunatud raviga (Stockler-lpsiroglu 2014).

CDS-id kuuluvad harvikhaiguste hulka. Euroopa Liidu tasandil defineeritakse harvikhaigust kui haigust,
mis esineb kuni 5 inimesel 10000st. Harvikhaigusi iseloomustab vaga vdike esinemissagedus. Teisalt on
erinevaid harvikhaigusi koos vaadatuna darmiselt palju, hinnanguliselt enam kui 7000—8000 ja seetdttu
on harvikhaigust pédevate inimeste arv suur (C). Harvikhaigused on Uhtepidi haruldased, kuid teisalt
puudutavad need markimisvaarset osa rahvastikust, hinnanguliselt 6-8% populatsioonist, Eestis seega
ca 100 000 inimest. Loetute hulka kuuluvad lisaks patsiendi endile ka tema pereliikmed, kelle elu on
lahedase haigusest mojutatud (C).

Intellektuaalpuue mdjutab arenenud riikides ligikaudu 1-3% elanikkonnast (Leonard 2002; Roeleveld
1997) ja hinnanguliselt 10-16% hairetest on X-liitelist vormi (X-linked intellectual disability (XLID))
(Ropers 2005). Enamiku XLID juhtude p&hjusteks on mutatsioonid FMR1 geenis, mis on seotud fragiilse
X sindroomiga. Sellegipoolest vGib XLID tuleneda X-kromosoomi enam kui 100 erinevas geenis
esinevast patogeensest mutatsioonist (Hu 2016). Teine kdige levinum XLID mutatsioonide klass FMR1
jarel on SLC6AS - kreatiini transporteris (Rosenberg 2004, Clark 2006, Salazar 2020).

Koik CDS-id pd&hjustavad killaltki ebaspetsiilist fenotlilipi, arvestades kdiki muid intellektipuuet ja
globaalset arenguhaireid pd&hjustavaid haigusi, madal esinemissagedus, diagnostika puudumine
sdeluuringu programmides ja ka haiguste uudsus on tdnaoliselt pdhjusteks, miks haigused on
alaméaaratud (Mercimek-Andrews 2022).
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a. Kreatiini biosiintees ja transport kudedesse

Keha slinteesib kreatiini kolmest aminohappest: arginiin, glltsiin ja metioniin. Kreatiini slintees toimub
peamiselt maksas, neerudes ja kdhunaarmes ning sellega on seotud kaks ensiimaatilist etappi: (1) L-
arginiin:glUtsiinamidinotransferaas katallilisib guanidinoatsetaadi moodustumist arginiinist ja
gliitsiinist; ja (2) guanidinoatsetaadi metultransferaas katallilsib kreatiini (Kr) moodustumist GA-st ja
S-adenoslllmetioniinist (Stockler-Ipsiroglu 2014). Esimene Kr biosiinteesi raja (Joonis 1) pidurdav etapp
toimub ornitiini ja guanidinoatsetaadi (GA) moodustamisel, mida viib l1abi AGAT neerudes (Walker
1979). GA moodustumine on kiirust piirav reaktsioon. Seda reaktsiooni péarssib negatiivse tagasiside
kaudu akumuleeruv kreatiin ja ornitiin konkureeriva inhibeerimise kaudu (Stockler-lpsiroglu 2014).
Tekkiv GA transporditakse vereringe kaudu maksa. Maksas lisatakse GA-le S-adenostilmetioniinilt
metilllrihm. Seda etappi katallisib GAMT ning selle protsessi tulemusena tekib Kr. Kasvav Kr
kontsentratsioon hakkab AGATi ensiiimi inhibeerima, mis toimub arvatavasti mRNA translatsiooni
tasemel (Guthmiller 1994). Kuigi aju on vdimeline tootma vdikeses koguses kreatiini, moodustab
enamuse CRTR poolt Ules korjatud kreatiinist (Stockler-lpsiroglu 2014). Intratsellulaarne kreatiin
muudetakse kreatiini kinaasi (CK) toimel poorduvaks kreatiinfosfaadiks (PKr) (Stockler-lpsiroglu 2014).
Kreatiin/kreatiinfosfaat ja adenosiindifosfaat/adenosiintrifosfaat koos CK-ga moodustavad suure
energiaga fosfaadisiistiku peamiselt ajus ja lihastes (Stockler-Ipsiroglu 2014). Oépaevas 1,5% kogu keha
kreatiinist muudetakse pidevalt mitteenstimaatiliselt kreatiniiniks, mis eritub uriiniga (Guimbal 1993,
Stockler-lpsiroglu 2014). Kreatiniini pdevane eritumine on otseselt vordeline kogu keha kreatiini
sisaldusega ja eriti lihasmassiga (st lastel ja tdiskasvanutel 20-25 mg/kg iga 24 tunni jooksul) (Stockler-
Ipsiroglu 2014).

Erinevate kudede transportervalgu ekspressioon Uhtib kenasti CK omadega — kreatiini viiakse
kudedesse, mis vajavad rohkelt ATP-d. Kuigi kreatiin mangib olulist rolli lihaste funktsioonis, ei ole
skeleti- ega ka slidamelihaste miopaatia prominentne fenotililibi vorm CDS-iga patsientide seas.
Ensenaueri ja ta kolleegide 2004 aasta uurmistdds, uuriti *H-MRS-iga GAMT defitsiitsus siindroomiga
patsiendi skeletilihaseid ja leiti, et neis sisaldus suures koguses Kr, Crea ja fosforiileeritud
guanidiinoatsetaati. Uurimisriihm pustitas hipoteesi, et kreatiini siinteesi ja selle omandamise
mehhanismid on ajus ja skeletilihastes erinevad (Ensenauer 2004).

12
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Hiljutistes toddes on kirjeldatud CRTR kodeerivas geenis SLC6A8 iile 80 loss-of-function mutatsiooni.
Mutatsioonid pdhjustavad patoloogiliste ja neutraalsete isovormide esinemist (Salazar 2020). Salazar
2020 aasta uurimistods kirjeldati 8 geenivarianti. To6rihm uuris mutatsioonide mdéju CRTR valgu
ekspressioonile, lokalisatsioonile rakus ning funktsioonile. Leiti, et geenivariantide p&hjustatud madju
vOib avalduda vaga erineval kujul ning mistottu t6endoliselt avalduvad patsientide patoloogilised
fenotuibid ka nii mitmekesiselt (Salazar 2020). On uuritud ka SLC6A8 geeni patogeenseid Kr
transportervalkude variante, kus naidati, et haigusel esineb molekulaarsete defektide spekter (Salazar
2020).

b. Kreatiini defitsiitsus siindroomid

CDS-e voOib jagada 2-te gruppi: primaarseteks ja sekundaarseteks. Primaarseid kreatiini defitsiitsus
seisundeid pdhjustavad kreatiini pirmaarses slinteesiahelas ja transpordi eest vastutavates geenides
paritud geenidefektid. Primaarsete CDS hulka kuuluvad L-arginiin:glitsiini amidinotransferaasi
(EC:2.1.4.1) puudulikkus, guanidinoatsetaadi metliiltransferaasi (EC:2.1.1.2) puudulikkus ja kreatiini
transportvalgu (SLC6A8) geeni defekt. AGAT ja GAMT puudulikkus on autosoom-retsessiivse
parilikkusega. SLC6A8 geeni defekt on X-liitelise parilikkusega, mistottu haiged on peamiselt meessoost
indiviidid perekonnas (Mercimek-Andrews 2022). Edaspidi kirjeldatud primaarsed kreatiini defitsiitsus
siindroomid.
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AGAT defitsiitsuse kandjaid hinnatakse lldpopulatsioonis olevat sagedusega 1:1292 (DesRoches 2016).
AGAT defitsiitsus on autosomaalne retsessiivne haigus, mida on kirjeldatud vaga vahestel juhtudel (16.
isikul) (Stockler-lpsiroglu 2015). Jargnevad fenotiilibilised tunnused pohinevad nendel aruannetel.
Arengupeetus ja kognitiivne disfunktsioon vdi intellektuaalne puue on kdige jarjepidevamad kliinilised
ilmingu, mis esinevad kdigil mdjutatud isikutel. Vaimse puude raskusaste varieerub kergest kuni
raskekujuliseni, kuigi enam kui 80% haigetest esineb kerge kuni méddukas intellektipuue. Ligikaudu
10%-| on tdheldatud lkikut epilepsiahoogu, mis esines koos voéi ilma palavikuta. Liikumishadiretest ei
teatatud Uhelgi mojutatud isikul. Kaitumishdire esines 25% mojutatud isikutest. Lihasndrkust,
miiopaatiat tdheldati 50%-1 m&jutatud isikutest (Mercimek-Andrews 2022, Mulik 2023) (kokkuvotliku
Ulevaate saamiseks vaata tabel 1). Biokeemiliste markerite mustrites iseloomulikuks jooneks on
patsientide uriinis ja plasmas vahenenud Kr ja GA kontsentratsioonid (Stockler-Ipsiroglu 2014). AGAT
defitsiitsuse korral on GA kontsentratsioon plasmas ja uriinis eriti madal 0,01-0,04 umol/L ja 2,4-5,8
umol/L vastavalt. Terve inimese referentsvaartus on 311 £ 191 umol/L (Carducci 2002). Maailmas on
tuvastatud vahem kui 20 AGAT-i puudulikkusega patsienti (Stockler-lpsiroglu 2015) ja siit vOib jareldada,
et seda haigust pole veel p&hjalikult dra kirjeldatud (Ostojic 2020).

Tabel 1. Kreatiini defitsiitsus siindroomide siimptomid ja nende esinemissagedus. CDS kliinilise mustri
kirjeldus on koostatud avalikult publitseeritud kirjelduste alusel. Tabel p&hineb Mulik 2023
publitseeritud t60l.

Kliiniline siimptom AGAT | GAMT CRTR CRTR naised
mehed

Globaalne arengupeetus, kognitiivne | 100% | 100% 100% Aslimptomaatiline kuni

dusfunktsioon, intellektipuue meestel esineva

Krambihood 70% 70% fenotiidbini

Kaitumishaire 25% | 75% 85%

Liikumishaire 30% 11%

Hipotoonia 40%

Spastilisus 26%

Sihvakas kehaehitus 45%

Seedetrakti tunnused 35%

Stdamefunktsiooni hadired 39%

Lihasndrkus, miiopaatia 50%

Uksikud krambihood 10%

Konekeelehdire

Madalate normaalsete ja madalate ebanormaalsete metaboliitide tasemete eristamine on tuntud
diagnostiline valjakutse seisundites, mida iseloomustab pigem vaegus kui substraatide kuhjumine
(Stockler-lpsiroglu 2014). Taiendavate spetsiifiliste biomarkerite puudumine vdib olla Gtheks p&hjuseks,
miks seni on AGAT-I puudulikkust diagnoositud nii vdhestel patsientidel (Stockler-Ipsiroglu 2014). Samas
kliinilised tahelepanekutes ilmneb, et AGAT-I puudulikkuse varajane aratundmine ja ravi voib
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potentsiaalselt ennetada simptomite tekkimist (Stockler-lpsiroglu 2014). AGAT puudulikkus on
ideaalne kandidaat vastslindinu sGeluuringuks (Stockler-lpsiroglu 2014).

GAMT defitsiitsust on kirjeldatud 130. indiviidil Glemaailmselt. Hinnanguline esinemissagedus
Uldpopulatsioonis jadb vahemikku 1:2,640,000 ja 1:250,000 (Desroches et al 2015, Mercimek-
Mahmutoglu et al 2016). Vaiksemates uuringutes, kus uuriti neuroloogiliste haigustega vGi tdsise
vaimupuuega populatsiooni, leiti et nendes esinemis sagedusega on 1,1% (Mercimek-Andrews 2009).
GAMT defitsiitsus on autosomaalne retsessiivne haigus, millel on mitmekiilgsem fenotiiip. GAMT
puudulikkuse kirjeldatud Kkliinilised ilmingud p&hinevad ~130 patsiendi andmetel (Stocklerlpsiroglu
2014, Khaikin 2018). Esimesed kliinilised ilmingud algavad alates varasest imikueast (vanus 3—6 kuud)
kuni 2 aasta vanuseni (Khaikin 2018). Diagnoosimise vanus ulatub vastsiindinust kuni 34 aastani
(Stockler-lpsiroglu 2014, Khaikin 2018).

Arengupeetus (DD) ja kognitiivne disfunktsioon/haired voi intellektuaalne puue (50-75% haigetest) on
kdige jarjepidevamad kliinilised ilmingud, esinevad kdigil méjutatud isikutel. Simptomite raskusaste
ulatub kergest kuni raskeni (Mercimek-Mahmutoglu 2014, Stockler-Ipsiroglu 2014, Khaikin 2018). Kéne-
keele hdire esineb varieeruva ulatusega. Uhe pere kahel GAMT-i puudulikkusega lapsel avaldusid
muutuvas ulatuses valjendumisvdimed: uuritav patsient radkis vahem kui kimme sdna, samas kui tema
noorem Ode radkis 13-aastaselt lihikeste lausetega (Rourke 2009). Kaditumishaired (nt hiperaktiivsus,
autism voi ennastkahjustav kditumine) esinevad teadete kohaselt enam kui 75%-1 mdjutatud isikutest
(Mercimek-Mahmutoglu 2014, Khaikin 2018). Krambid, mis on GAMT puudulikkuse kolmas kdige
jarjekindlam ilming, on taheldatud enam kui 70%-I mdjutatud isikutest. Kirjeldatud on jargnevaid
krambitliiipe: miokloonilised, generaliseerunud toonilis-kloonilised, osalised komplekssed,
peanoogutused ja atoonilised krambid. Krambihoogude raskusaste ulatub juhuslikest krambihoogudest
kuni krambihoogudeni, mis ei allu mitmetele krambivastastele ravimitele (Mercimek-Mahmutoglu
2014, Stockler-Ipsiroglu 2014, Khaikin 2018). Ligikaudu 30% haigetel on tdheldatud liikumishaired:
korea, atetoos, dlstoonia voi ataksia (Mercimek-Mahmutoglu 2014, Stockler-Ipsiroglu 2014, Khaikin
2018). Patoloogiliste signaalide intensiivsus basaalganglionides aju magnet resonantstomograafias
tidheldatakse nii liikumishairega kui ka ilma haireteta isikutel (Mercimek-Mahmutoglu 2014, Stockler-
Ipsiroglu 2014, Khaikin 2018). Liikumishaired algavad tavaliselt enne 12. eluaastat. Samas leidub ka
erandeid. Naiteks Rourke jt kollegide 2009 teates kirjeldatakse, et GAMT puudulikkusega noorel naisel
tekkis liikkumishaire alles 17-aastaselt (Mercimek-Andrews 2022). GAMT-i patoloogiline protsess on
pohjustatud kahes osast: akumuleeruvast GA toksilisest efektist ja Kr defitsiitsusest. GAMT defitsiitsusel
on korgenenud GA kontsentratsioon uriinis, plasmas, liikvoris, samas kui Kr on vahenenud uriinis ja
plasmas (Mercimek-Andrews 2022).

Kdige sagedamini esineb CDS-i vormidest kreatiini transportvalgu defekt, mis pd&hjustab kreatiini
defitsiitsust kudedes. Tegemist on X-kromosoomi liitelise haigusega, mida pdhjustab mutatsioon SLC6A8
geenis (van de Kamp 2013, Bruun 2018, Bahl 2020). CRTR defektist tingitud defitsiitsuse
esinemissagedust on uuritud mitmetes kohortides erinevate autorite poolt. Rosenbergi uurimisriihm
uuris 2004 aasta to0s 290 X-liitselise vaimse alaarenguga (MR) patsiendi SLC6A8 geenis leiduvate
mutatsioonide suhtes ja leidsid, et vaadeldud riihma seas oli CRTR defektiga patsiente 2,1%, mis on
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vorreldav fragiilse-X siindroomi esinemissagedusega (Rosenberg 2004 ). Samas vaimupuudega meestel
esines 0,4% kuni 1,4% juhtudel (van de Kamp 2014). Ja hiljutises 2020 aasta uuringus leiti, et
narvisisteemi arenguhairetega indiviididel esines CRTR defektist tingitud defitsiitsus 2,6%-1 (Bahl 2020).
Sarnases uuringus, kus uuriti 114 MR-ga poissi, leiti, et esinemissagedus on veelgi suurem — 3,5% (Lion-
Fracois 2006). Samas kahes teises uuringus leiti, et CRTR defektist tingitud defitsiitsus stindroomi
esinemissagedus meeste seas oli 1% ja 0,25% kellele oli diagnoositud MR ja MR koos autismiga
vastavalt. Mainitud uuringutest voib jareldada, et vaimse arenguhdirega ja intellektipuudega patsiente
tasub uurida CRTR defektist tingitud defitsiitsuse osas (Carling 2008). Biokeemiliselt on nendel
patsientidel uriinis kdrgenenud Kr/Crea suhe ja plasmas leiduv Kr on tavaliselt referentsvaartuste sees
(Mercimek-Andrews 2022).

Praeguseks on tuvastatud 130 patogeense SLC6A8 geenivariandiga patsienti (van de Kamp 2013a, Bruun
2018, Bahl 2020). Jargnevad fenotiibilised tunnused pohinevad nendel aruannetel. Esimeste kliinilised
tunnused ilmuvad 4-54 kuul (Bruun 2018). Diagnoosi saavad patsiendid vanusevahemikus 1-66 aastat,
mis viitab sellele, et haigusekandjad saavad elada kdrge eani. DD ja kognitiivne disfunktsioon véi ID
esines koigil mGjutatud meessoost isikutel, ulatudes kergest kuni raskeni vormini. 85%-1 meestel oli kuni
4-aastaseks saamiseni kerge kuni méddukas ID. 75% haigestunud lle 18-aastastest meestest omas
rasket ID-t (van de Kamp 2013). Uhel taiskasvanul oli progresseeruv kognitiivne diisfunktsioon (Kleefstra
2005).

Kdne areng hilines koigil mdjutatud meestel. Esimesed sdnad ilmusid keskmiselt 3,1-aastaselt
(vanusevahemik: 9 kuud kuni 10 aastat). 10-ndaks eluaastaks polnud kdne arenenud vilja 14%
mdjutatud meestel, lksikuid sonu valdas selles eas 55% ja 31% haigetest omandasid oskuse radkida
kasutades lauseid (van de Kamp 2013).

Krambid esinesid 59%-1 mdjutatud meessoost isikutel. Kdige levinumad krambitlibid olid
generaliseerunud toonilis-kloonilised ja lihtsad v6i keerulised osalised krambid sekundaarse
generalisatsiooniga/-ta. Krampide puudumine ja muoklooniliste krampide esinemine oli haruldane.
Krambid algasid vanuses 1-21 aastat (van de Kamp 2013). Ravimatust epilepsiast on teatatud vahem kui
kiimnel isikul (Mercimek-Mahmutoglu 2010, van de Kamp 2013).

Liikumishdiretest laiapdhjaline kdnnak vdi ataksia ja diistoonia vdi atetoosi esines vastavalt 29% ja 11%
haigestunud meestel (van de Kamp 2013a). Kditumishairetest teatati 85% haigestunud meestest. Kdige
levinumad kaitumishaireteks olid tdhelepanupuudulikkus ja/v8i hiiperaktiivsus (55%) ning autistlikud
tunnused (41%). Muude mojutatud kaitumishairete hulka kuuluvad sotsiaalne arevus voi habelikkus
(20%), stereotiilipne kditumine (20%), impulsiivne kditumine (27%), agressiivne kaitumine (19%),
ennast kahjustav kaditumine (10%) ja obsessiiv-kompulsiivne kaditumine (8%) (van de Kamp 2013a).

Esines ka mitmeid muid neuroloogilisi tunnuseid meestel. Hiipotoonia esines 40% haigestunutel.
Spastilisust tdheldati 26% haigestunud meestest. Neljal isikul oli kerge (sensorineuraalne)
kuulmislangus. 9 haigel mehel teatati kdordsilmsusest vGi kahepoolsest VI kraniaalnarvi halvatusest.
Samuti teatati miiopaatilisest ndost, ptoosist, liigeste IGtvusest ja lihasmassi vahenemisest (van de
Kamp 2013a).
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Vdivad esineda ka mitmed mitteneuroloogilised kliinilised tunnused. 45%-1 mdjutatud meestest omasid
dismorfsed tunnuseid sealhulgas mikrotsefaaliat, laia otsmikku, ndo keskosa tagasitdmbumist, kdrget
suulage, lihikest nina, silmapaistvat ninasilda, kdrvade erinevuseid (alavolditud spiraalid, suured kdrvad
ja/vdi kumerad kérvad), siigavalt asetsevaid silmi, viienda sérme klinodaktiiliat ja sihvakat kehaehitust
(van de Kamp 201343, van de Kamp 2013b). 35%-I m&jutatud meestel kirjeldati seedetrakti puudutavaid
erinevaid leide: kehva kaalutdusu, oksendamist, k&hukinnisust, iileust, hepatiiti mao- ja
kaksteistsérmiksoole haavandit ning hiatali songi (mis vdib, aga ei pruugi olla seotud CRTR-i defektist
tingitud kreatiini defitsiidist) (van de Kamp 2013a).

Kardioloogiliste isedrasustena on Uhel haigel mehel kirjeldatud pikka QT stiindroomi (van de Kamp
2013a). Seitsmel mehel (39%) oli EKG-s pikenenud QTc. Nendel isikutel ilmnes ehhokardiograafias ka
vasaku vatsakese laienemine (diastool) ja vasaku vatsakese tagumise seina md&ddu (diastool)
vahenemine (Levin 2021).

Pere spetsiifilise SLC6A8 geeni patogeense variandi suhtes heterosligootsed naised on tavaliselt kas
aslimptomaatilised voi kerge ID-ga (van de Kamp 2011). Puudub kliiniline korrelatsioon kallutatud X-
kromosoomi inaktiveerimise ja patoloogilise alleeli variandi ning kliinilise fenotiilbi raskusastme vahel.
Intellektuaalsete vBimete ja aju *H-MRS-iga leitud kreatiini taseme vahel olulist statistilist korrelatsiooni
ei ole leitud (van de Kamp 2011).

Edaspidi kirjeldatud sekundaarsed kreatiini defitsiitsus sindroomid. Sekunaarsete CDS-e p&hjustavad
mitmed périlikud hdired geenides, mis reguleerivad ensililime ja transportvalke (vt tabelit) peamiselt
uurea tstiklis, mis p&hjustavad kas arginiini voi ornitiini puudust vGi Gileproduktsiooni, méjutades seelabi
kreatiini siinteesi esimest etappi (Joonis 1). Samuti voib osaliselt kattuda primaarsete CDS-ide
patsientide kliiniline pilt ja sekunaarsete CDS-idega. Eelmainitud pdhjused muudavad haiguste
diagnostika ja diferentseerimise keerulisemaks (Mercimek-Andrews 2022). Indiviididel, kellel aju
prooton magnetresonants-spektroskoopia (*H-MRS) uuringul tuvastatakse osalist kreatiini defitsiitsust
ja uriinis, plasmas voi liikvoris on normaalsed GA kontsentratsioonid ning normaalsed kreatiini ja
kreatiniini (Kr/Crea) suhted uriinis, tuleks kaaluda ka jargnevate haiguste esinemise v&imalust: purroliin-
5-karboksiilaasi defitsiitus (P5CS), argininosuktsinaadi lUaasi defitsiitsus (ASL), argininosuktsinaadi
siintetaasi defitsiitsus e. (tsitrullineemia tiilp | (ASS1), ornitiini aminotransferaasi defitsiitsus (OAT),
ornitiini  transkarbamulaasi  defitsiitsus (OTC), plrovaadi karboksilaasi defitsiitsus (PC),
hiperornitineemia-hiiperammoneemia-homotsitrullinuuria siindroom (HHH), lisinuuriline valgu
talumatus (LP1) (Mercimek-Andrews 2022).

Ornitiini aminotransferaasi puudulikkus

GA puudujaaki voib pohjustada ka parilik ornitiini aminotransferaasi (OAT) puudulikkus. OAT
puudulikkus, teise nimega soonkesta ja vOrkkesta progresseeruv atroofia on autosoom-retsessiivne
nagemislangust pdhjustav haigus (D). See haruldane kaasaslindinud viga ornitiini metabolismis on
pohjustatud ornitiini aminotransferaasi vahenenud aktiivsusest. Kuna kreatiini siintees néuab arginiini
ja glutsiini muundamist GA-ks ja ornitiiniks, vib patoloogiline ornitiini akumuleerumine (650 umol/L
kuni 1,3 mmol/L) parssida AGAT-i ja seejarel blokeerida GA tootmist (ja omakorda kreatiini biostinteesi)
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ning mille tottu tekivad AGATi puudulikkusele iseloomulikud haiguse tunnused (Linsky 2010).
Valayannopoulos ja kaastdotajad kinnitasid GA taseme langust plasmas ja uriinis seitsmel OAT
puudulikkusega patsiendil vanuses 11-27 aastat (Valayannopoulos 2009). Koigil OAT-ga patsientidel leiti
mitmesuguseid neurokognitiivseid haireid, sealhulgas kerge kuni raskekujuline vaimne alaareng,
Oppimise raskused, agressiivne kditumine ja epilepsia (Valayannopoulos 2009). Patsientidel oli plasmas
ja uriinis GA tase < 0,61 umol/L ja 4 umol/mmol Crea kohta vastavalt (Valayannopoulos 2009).

Lisas parilikele sekundaarsetele kreatiini defitsiitsus siindroomidele vdivad mitmed kroonilised ja
akuutsed seisundid pohjustada biomarkerite tugevaid kérvalekaldeid uuringumaterjalides.

Kuna neer on (iks peamistest organitest, mis slinteesib GA-i, vdib igasugune pusiv ja raske neeruhaigus
pohjustada GA puudulikkust (Ostojic jt 2020). Sawynok ja Dawborn olid (ihed esimestest autoritest, kes
teatasid madalast plasma GA tasemest (< 2 umol/L) nii ambulatoorsetel kui ka hospitaliseeritud
ureemilistel (uurea veres 62-325 mg/100 mL) ja hemodiallilsi saavatel patsientidel (Sawynok 1975).
Tofuku to6riihm 1985 a. avastas, et ureemia korral on GA metabolism halvenenud ja neerude GAMT
aktiivsus vahenes ~ 71%. Kuna seerumi uurea lammastiku tase tGuseb neerukahjustuse kestusel, siis
vahenes ka seerumi GA kontsentratsioon kroonilise neeruhaigusega patsientidel vorreldes tervete
isikute nditudega margatavalt (Tofuku 1985). Sarnaseid tulemusi saadi ka kroonilise
neerupuudulikkusega mittedialGiisitud meestel ja naistel, kusjuures seerumi GA langus korreleerus
positiivselt neeruhaiguse progresseerumisega (Marescau 1997). Raskema neerukahjustusega
meespatsientidel vdahenes tsirkuleeriv GA kdige enam (~ 49,8%) vorreldes kontrollriihmaga (Tofuku
1985). Teine jaapani riihm kinnitas Ulaltoodud leide ja teatas, et seerumi GA vidhenes koos
neerufunktsiooni kaotusega kroonilise glomerulonefriidiga patsientidel ja eriti neil, kelle kreatiniini
kliirens oli alla 30 ml/min (Tsubakihara 2012).

Dr Bart Marescau juhitud rihm anallilsis tsirkuleerivaid guanidinolihendeid suurel hulgal tavaliste
kilpndarme hairetega patsientidel. Autorid taheldasid seerumi GA vaga olulist vahenemist subkliinilise
hipertireoidismiga (keskmiselt 16,7%) ja kliinilise hiipertiireoidismiga (36,8%) patsientidel, mis viitab
kilpndarme talitlushairetest tingitud GA defitsiidile (Verhelst 1997). Autorid ei suutnud tapselt seletada
avastatu pohjuslikke mehhanisme, kuid guanidinolihendite tasemed nédivad olevat md&jutatud
kilpnddrmehormoonide toimest skeletilihastele, neerudele, maksale ja perifeersete valkude
metabolismile (Ford 1989, Iglesias 2017).

Esimest GA puudulikkuse juhtumit tavaliste neuroloogiliste hairete korral kirjeldati peaaegu 30 aastat
tagasi (Ostojic 2020). Shiraga ja kaastdo6tajad (Shiraga 1991) uurisid guanidinoiihendite taset seerumis
58 neuroloogilisel mees- ja naispatsiendil, kellel oli tserebraalparaliiis, entsefalomeningiit,
intrakraniaalne hemorraagia ja muud seisundid. Autorid leidsid, et keskmine GA tase seerumis nii
mitteepilepsia- kui ka epilepsiahaigetel oli oluliselt madalamad kui tervetel uuritavatel (Shiraga 1991).
Lisaks naib, et tsirkuleeriv GA kontsentratsioonid on sobivate ravimitega ravitud epilepsiahaigete
alampopulatsioonis vahem alanenud, vorreldes kontrollimatu epilepsiaga patsientide seerumis (Shiraga
1991). Need leiud viitavad sellele, et neuroloogilistele patsientidele manustatavad tavalised ravimid
vlivad parandada GA kdivet ja kipuvad taastama normaalset GA tasakaalu (Ostojic 2020). Kuid mitte
koikides uuringutes ei leitud neuroloogilistel patsientidel GA puudulikkust (Ostojic 2020). Hiljutises
uuringus teatati, et plasma GA kontsentratsioonid tiheksal dgeda insuldi v6i médduva isheemilise ataki
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all kannatanul olid vorreldavad tervete inimeste néditajatega (Hanff 2016). Voimalik lahknevus uuringute
vahel vGib olla tingitud neuroloogiliste hairete olemusest (dgedad vs kroonilised patoloogiad), mis
omakorda avaldab erinevat mdju GA homoostaasile (Ostojic 2020).

Manchesteri Ulikooli meditsiinikooli uuringus (Threlfall 1984) hinnati plasma guanidinoiihendite
muutusi 31 patsiendil, kes said juhuslikult m6&dukaid vGi raskeid vigastusi (nt luumurd, peatrauma,
kohuvigastus, kompartmendi siindroom). Lisaks muudele leidudele teatasid autorid, et enamikul
patsientidest oli parast dnnetust madal plasma GA kontsentratsioon. Ja (lhe neerutraumaga patsiendi
(naine, 17 aastat; vigastuse raskusaste 34 punkti 75-st) plasma GA langes vaga madalale tasemele (0,3
umol/1) (Threlfall 1984). Normaalne tase taastus koos neerufunktsiooni taastamisega - parast 15
hemodiallitsi 17 pdeva jooksul (Threlfall 1984). Sellest traumast tingitud GA puudujaagi mehhanismid
ei ole teada (Threlfall 1984). Kuid jaab tdsiasjaks, et traumaatiline vigastus vGib negatiivselt mdjutada
neerufunktsiooni (Perkins 2019), kaotada elundi normaalset verevoolu ja/vdi kutsuda esile
poletikueelset fenotllpi ja raku disfunktsiooni voi apoptootilist surma (Civiletti 2019) ning seeldbi
pohjustada GA defitsiitsust, kuna neerud on GA siinteesi peamised organid (Ostojic 2020).

c. Ravi

Kreatiini bioslinteesi raja hdiretest pohjustatud slindroomidega patsiente on véimalik ravida pikaajalise
suukaudse toidulisandi votmisega ja sobiliku dieedi jalgimisega (Stockler-lpsiroglu 2014, Schulze 2007,
Ndika 2012). Stoéckler-lpsiroglu ja ta kolleegide 2015 aasta uurimist66s selgub, et ravi véib omada vaga
efektiivseid tulemusi vdhendades oluliselt miopaatiat ja voimaldades lausa normaalset arengut kui
sellega alustatakse varajases eluetapis — imikueas.

Ravil on kaks peamist eesmarki: taastada aju kreatiini tase ja vdhendada akumuleeruva GA toksilist
efekti. Aju kreatiini taseme taastamiseks AGATi ja GAMTi defitsiitsuse korral kasutatakse suukaudset
tdiendavat kreatiini (manustatakse kreatiinmonohiidraadina) manustamist annustes 400-800
mg/kg/paevas jagatuna 3-6 doosi vahel (Stockler-Ipsiroglu 2014).

GAMTi puudulikkus vajab lisaks tdiendavaid strateegiaid, sealhulgas AGAT aktiivsuse konkureeriv
parssimine suures annuses L-ornitiini suukaudse tarbimise kaudu ja substraadi vdhendamise arginiiniga
piiratud dieedi kaudu (Stockler-lpsiroglu 2014). Naatriumbensoaati lisandina on pakutud tiiendava
Idhenemisviisina, et vdhendada GA produktsiooni gliitsiini konjugeerimise teel (mille tulemusena
moodustub hippurhape, mis eritub kiiresti neerude kaudu) (Stockler-lpsiroglu 2005). Kreatiini
manustatakse  kreatiinmonohiidraadina  soovitatavates annustes 400-800 mg/kg/paevas
suukaudselt/enteraalselt (Stockler-Ipsiroglu 2014). L-ornitiini lisandit soovitatakse tarvitada 400—800
mg/kg/paevas suukaudselt/enteraalselt. Piiratud arginiinisisaldusega dieedi soovituseks on, et paevas
tarvitataks 0,3-0,4 g/kg looduslikku valku (mis peaks sisaldama 15-25 mg/kg L-arginiini paeva kohta)
koos arginiinivaba asendamatute aminohapete lisanditega, et valtida alatoitumist. Taoline dieet
vahendab tbhusalt GA taset (Stockler-lpsiroglu 2014 b, Stockler-lpsiroglu 2005). Raviga on
assotsieeritud aju kreatiini taseme oluline t6us ja uriini, plasma ja tserebrospinaalvedeliku (CSF) GA
taseme langus, samuti kliiniliste simptomite paranemist vdi stabiliseerumist k&igil simptomaatilistel
juhtudel (Stockler-Ipsiroglu 2014 b, Mercimek-Mahmutoglu 2006).
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Kui GAMTi- vOi AGAT-I defitsiitsusega patsiente saab tohusalt ravida suukaudsete kreatiinilisanditega
(Longo 2011, Nasrallah 2010). Siis funktsionaalse kreatiini transportervalgu puudumine muudab
toidulisandid SLC6A8 mutatsiooniga patsientidel ebaefektiivseks (Nasrallah jt 2010). Kuigi enamik
defitsiitsusega patsientidest on mehed, ilmnevad Oppimis- ja kditumishdired ~ 50% naissoost
kandjatest, kellel on Uks patogeenne SLC6A8 variant (deGrauw 2003, Wyss 2007). Praegu puuduvad
téhusad ravimeetodid SLC6A8 geenis funktsioonikaoga mutatsiooniga patsientidele.

Varasemates toddes on ndidatud, et paljud mutatsioonid, mis on jaotatud kogu primaarse jarjestuse
ulatuses, hairivad CRTR valgu ekspressiooni ja posttranslatsiooni (Betsalel 2012). Ekspressiooni
vahenemine ja ebanormaalne glikosiiiilimine viitab sellele, et teatud mutatsioonid soodustavad CRTR
valgu valet pakkumist (Marinko 2019). Hiljuti demonstreeriti, et mitmel patogeensel SLC6A8 variandil
on toodetud valgule endoplasmaatilises retiikulumis suurenenud retentsioon (El-Kasaby 2019). Hetkel
arvatakse, et patogeensed mutatsioonid tekitavad molekulaardefektide spektri, kus valgu funktsioon on
erinevas astmes hairitud (Marinko 2019, Veit 2016) ja terapeutilised Iahenemisviisid nende variantide
parandamiseks on t6husamad, siis kui need on kohandatud spetsiifilistele molekulaarsete defektide
klassidele (Veit 2016, Rowe 2013). Mist6ttu on ilmunud ka esimesed soovitused hakata klassifitseerima
CRTR defektidest tingitud defitsiitsuseid erinevatesse klassidesse. (Salazar 2020)

Hiljutised labimurded tsustilise fibroosi ravis on visandanud ka uudse ldhenemisviisi konkreetsete
vaikeste molekulide skriinimiseks ja arendamiseks, mis taastavad teatud klassi defektsete
membraanivalgu variantide ekspressiooni ja/v8i funktsiooni (Salazar jt 2020). Uheks selliseks
ravimikandidaatmolekuliks on 4-PBA. On leitud, et see parandab oluliselt kreatiini transportvalgu
funktsiooni (parandab pakkumist) ning sellest voidakse tulevikus arendada ravimi naissoost patsientide
raviks (deGrauw 2003, Wyss 2007).

Aastate jooksul kuhjunud kahju ravimata CDS puhul on hetkel olevate vahenditega voimalik kas ainult
pidurdada, parimal juhul leevendada. Seega varajane CDS-i tuvastamine on efektiivseks raviks viga
oluline.

d. Tsentraalsed markerid

Kreatiin (2-metidlguanidinoetaanhape, Joonis 2) on kehas (ldlevinud mitte-valk aminohape, mida
slinteesitakse peamiselt maksas, neerudes ja pankreases (Bonilla 2001). Inimese keha toodab
endogeenselt umbes 1 g kreatiini pdevas ja umbes sama palju omandab seda toidu kaudu. Kreatiini
toodetakse ka endogeenselt mitmetes kudedes. Toidus (liha, Gline kala) leiduv liigne Kr pidurdab
endogeenset slinteesi (Carling 2008). Vereringes leiduv kreatiin imendub kudedesse ja reabsorbeerub
neerutuubulitesse kreatiini transporteri (CRTR) kaudu. Kreatiinivarusid tuleb endogeensetest ja
eksogeensetest allikatest pidevalt tdiendada, kuna kreatiin muundub konstantsel kiirusel kreatiniiniks -
ligikaudu 2% paevas (Sharer 2017). Fisioloogilistes tingimustes on Crea keemiliselt stabiilne ja eritub
uriiniga konstantsel kiirusel.

Kreatiini esmane fisioloogiline roll on toimida ATP ajalise ja ruumilise puhvrina (Wallimann 2011, Kuiper
2009). Kreatiin varustab rakulist ATP tootmist, eriti skeletilihastes ja ajus. Suurem osa (~95%) kreatiini
varudest asub skeletilihastes, kuigi see ei ole oluline biosiinteetiline kude (Sharer 2017). Kreatiinkinaasi
isovormid katallilisivad tagasip6orduvat reaktsiooni, mille kdigus kreatiin ja ATP muunduvad PKr-ks ja
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ADP-ks (joonis 1). PKr ladestub lihastesse, mis kujutab endast suure energiaga fosfaadi allikat, mida on
vOimalik kiiresti kattesaadavaks muuta ATP regenereerimiseks (Sharer 2017). See protsess sdilitab
optimaalsed ATP ja ADP suhted, vdimaldades seeldbi miosiini ja Ca?* sdltuvat ATPaasi funktsioone, mis
on vajalikud kontraktiilse purskeenergia jaoks (Sharer 2017).

CH, O

H,N N
OH

NH

Joonis 2. Kreatiini molekuli keemilise struktuuri joonis. Molekulaarvalem C4H9oN3O2

Kesknarvislisteemis on kreatiini tdpne roll kaudsemalt maaratletud, kuid tdendoliselt hdlmab see
mitmeid ATP-st sGltuvaid protsesse, mis on ajufunktsiooni ja arengu aluseks (Almeida 2006). Kreatiinil
vOib olla ka mitmeid olulisi sekundaarseid fisioloogilisi funktsioone. Eelkdige voib kreatiin toimida
neuromodulaatori voi isegi neurotransmitterina (van de Kamp 2013). Seda véidet toetab teadmine, et
neuraalne kreatiin vabaneb aktsioonipotentsiaalist s6ltuval eksotsitootilisel viisil (Almeida 2006) ja
kreatiini transporteri (CRTR) olemasolu silinaptosoomi membraanis voib vahendada kreatiini
tagasihaaret (Peral 2010). Lisaks on kreatiinil antioksiidantne toime, kaitseb rakumembraane,
soodustab luude ja lihaste kasvu ning omab neuroprotektiivseid omadusi (Wallimann 2011).

Kreatiini referentsvaartused seerumis <10a 17-109 pumol/L ja =10 a 6-50 pmol/L. Uriinis < 4 a 5-6725
pumol/L, 4 a kuni < 13 a 36-4964 pmol/L ja > 13 a 31-2588 pumol/L (TUK infoleht). Tihti esitatakse Kr
vaartusi normaliseeritud kujul Kr/Crea suhtena. Sellisel juhul on referentsvaartused uriinis jargnevad <
4 a 6-1200 mmol/mol, 4 a kuni < 13 a 17-720 mmol/mol ja > 13 a 11-240 mmol/mol.

Guanidinoatsetaat (gliikotsiiamiin, guanidinoatseet hape, joonis 3) on aminohappelaadne Ghend ja
suhteliselt uurimata, kuigi kaua tuntud inimese kehas leiduv metaboliit (Ostojic 2020). Umbes 85 aastat
tagasi eraldas GA-di dr Clarence J. Weber esimesena kahest pseudohiipertroofilise lihasdiistroofiaga
patsiendi ja terve paastunud inimese uriinist (Weber 1935). P&hjaliku t66 tulemusena selgus, et GA on
normaalse uriini ja seerumi tavaline koostisosa ning samas publikatsioonis arvati, et
uuringumaterjalides leidumine ei ole pdhjustatud toidust omandades, vaid GA on pigem kreatiini
endogeense slinteesi vaheprodukt, mida tulevastes uuringutes ka kinnitati [Hoberman 1946, Walker
1959, da Silva 2009). GA toodetakse asendamatutest aminohapetest: glltsiinist ja arginiinist.
Reaktsiooni katallilsib L-arginiin:gliitsiinamidinotransferaas. AGAT-i katalllsitav reaktsioon toimub
peamiselt neerudes ja kbhunddrmes (aga ka maksas, ajus, endokriinsetes kudedes ja soolestikus),
kusjuures renaalne siintees vib moodustada > 20% GA kogutoodangust (Edison 2007). Asja siinteesitud
GA vabaneb vereringesse, mille kaudu liigub maksa (ka ajju, miokardi, suguelunditesse) kreatiini
bioslinteesi teiseks etapiks. Teist etappi katallilisib guanidinoatsetaat-N-metiiiltransferaas. GAMT
kannab  metidlriihma  S-adenosiilmetioniinilt  GA-le, moodustades  kreatiini  ja  S-
adenosuilhomotsisteiini. Tekkinud kreatiin eritub [6puks vereringesse, kust see imendub erinevatesse
energiat ndudvatesse kudedesse, samas GA (lejadk aga valjutatakse tdendoliselt neerude kaudu
(Ostojic 2016).
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Joonis 3. Guanidinoatsetaadi molekuli keemilise struktuuri joonis. Molekulaarvalem C3H7N302

Peale selle, et GA on otsene eelmolekul kreatiinile, ei nai sellel olevat muid olulisi fiisioloogilisi rolle
(Wyss 2000), kuigi eksogeenne GA voib stimuleerida hormonaalset vabanemist ja neuromodulatsiooni,
muuta aminohapete (nt arginiin, kreatiin) metaboolset kasutamist ja toimida oksiidant-antioksiidant
regulaatorina (Ostojic 2015). Kui arvestada et GA-il on {isna lihtne metaboolne saatus ja selle esinemine
toiduallikates on tihine (~ 10 mg/kg lihas) vdiks GA homoostaas (mida nditab GA tase vereringes)
illustreerida tasakaalu endogeense tootmise/kasutamise ja neerude kaudse eritumise vahel (EFSA
2009). Véimaliku defitsiidi pohjuseks véib olla kas stinteesi halvenemine (mis vdib olla tingitud glitsiini
ja arginiini puudusest, AGAT-i talitlushairetest ja algorganite (nt neerude) puudulikkusest ja/vdi GA
suurenenud tarbimisest/kdrvaldamisest. Kuigi seda guanidiiniperekonna liiget on juba 1930. aastatel
identifitseeritud inimese biovedelikes looduslikult esineva Uhendina, on GA puudulikkus siiani
eksperimentaalses ja kliinilises meditsiinis vahe kasitletud (Ostojic 2020).

GA puudulikkus pohjustab madala energiatasemega seotud kliinilisi tunnuseid tdnu oma rollile energia
metabolismis (Wyss 2000). Kbige suurema rakuenergia noudega elundid on aju, miiokard ja
skeletilihased. Seetdttu voivad GA puudulikkusega patsientidel leiduda lihaste norkust, vasimust ja
vahenenud t6ovdimet, samas kui neuroloogiliste ndhude ja sliimptomiteks hélmata ajuvasimust,
intellektipuudeid, kditumis- ja lilkumishaireid. KGik eelnimetatud tunnused vdivad areneda GA defitsiidi
suurenemisel (Verhelst 1997) vGi on raskemakujulised kui puudus algas varasemas eas (Mercimek-
Mahmutoglu 2015). GA on inimkehas loomulikult esinev kreatiini prekursormolekul. Hiljutistes t66s
kirjeldati, et toidulisandina tGstab aju ja lihaskoe vGimekust nii naistel kui ka meestel (Sepper jt 2021).

Guanidinoatsetaadi referentsvaartused seerumis 1,3-3,3 pmol/L ja GA/Crea (2,8-118 mmol/mol) (E).
Tervetel inimestel ringleva GA normaalset taset hinnatakse kdputdies uuringutes (Ostojic jt 2020).
Viimane autorile teadaolev uuring naitas, et tervete isikute plasma GA kontsentratsioon on 2,6 + 0,8
umol/L (Hanff 2016). Selles uuringus saadud vdartused on ldhedased v&i samavaddrsed teiste
uurimisrihmade tervete meeste ja naiste plasmas ja seerumis saadut tulemustega (Marescau 1997,
Shiraga 1991, Derave 1985, Marescau 1995, Olah 2019). Almeida ja kaastdotajad naitasid, et kuigi lastel
oli vanematega vorreldes madalam plasma GA tase, ei esinenud sugude vahel olulisi erinevusi (Almeida
2004). Praegu viitab seerumi GA madal kontsentratsioon (< 0,04 umol/L) tugevalt t8sisele GA
puudulikkusele ja marginaalne GA defitsiiti vdib tuvastada siis, kui seerumi GA vaartused langevad alla
2,0 umol/L (Verhelst 1997).

e. Kliinilise diagnostikas kasutatavad meetodid

CDS-de diagnoosimiseks kasutatakse mitmeid erinevaid meetodeid. Raviarstile annab palju
informatsiooni patsientidelt tuvastatud kliinilised leiud, mida saadakse patsientide Ulevaatamisel ja
haige lahedase anamneesi kogumisel. Vihjeid vdivad anda mitmed kliinilised leiud: arengu mahajaamus,
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kognitiivne dusfunktsioon voi ID, hilpotoonia, krambid voi ravile allumatu epilepsia, mitmed
liikumishdired ja (koreaatiline atetoos, diistoonia), kditumisprobleemid (tdhelepanupuudulikkus,
hlperaktiivsus, autismispekter, agressiivne kaitumine) (Mercimek-Andrews 2022). Ka perekondlik
ajalugu annab palju taiendavat informatsiooni voimalikust GAMT ja AGAT puudulikkusest voi CRTR valgu
defektist. Samas teadaoleva perekonna sugupuus haiguse esinemise puudumine ei vilista diagnoosi
(Mercimek-Andrews 2022).

Tanapdeval on raviarstidele kergesti kdttesaadavad mitmed piltdiagnostika lahendused. Aju prootoni
magnetresonants-spektroskoopia (*H-MRS) néitab kdigil GAMT-i ja AGAT-i puudulikkusega inimeste ning
CRTRi defektist tingitud kreatiini defitsiidiga meeste ajus Kr piigi puudumist vai olulist vahenemist (van
de Kamp 2014). Samas CRTRi defektiga heterosiigootsete naiste ajus *H-MRS leid viljendub kreatiini
piigi osalises ammendumises v6i normaalses tasemes (van de Kamp et al 2011). Lisaks ei ole mainitud
uuringuga kahjuks véimalik maarata tapselt, mis tlitipi CDS-iga tegu on.

Lisaks kasutatakse diferentsiaaldiagnostikas mitmeid biokeemilisi leide [van de Kamp 2014, Mgrkrid
2015]. Koigi CDS-de (ihiseks biokeemiliseks nimetajaks on kreatiini puudumine ajus (Stockler-Ipsiroglu
2014). Kuigi kreatiini signaali markimisvaarset vihenemist on vdimalik aju *H-MRS-ga méaarata, siis
kreatiini bioslinteesi ja transpordi hairete diferentsiaaldiagnoosimisel kasutatakse pdhiliselt uriini
guanidinoatsetaadi ning uriini kreatiini/kreatiniini suhte maaramist (Stockler-lpsiroglu 2014). Uriini
guanidinoatsetaadil on kérgenenud kontsentratsioonid GAMT ja vahenenud AGAT puudulikkusel.
SLC6A8 defektist tingitud kreatiini defitsiidile on iseloomulik uriini kreatiini eritumise suurenemine ja
kreatiniini eritumise vahenemine (Stockler-Ipsiroglu 2014). K&rgenenud kreatiini/kreatiniini suhe uriinis
toimib hemistigootsete meeste puhul diagnostilise markerina, samas kui heterosiigootsetel naistel ei
ole see marker tundlik (Stockler-lpsiroglu 2014).

AGAT (GATM), GAMT (GAMT) ja CRTR (SLC6A8) geenide molekulaaranaliiisi kasutatakse praegu
diagnostiliseks kinnitamiseks mutatsioonide, insertsioonide, deletsioonide v&i muude keerukate
Umberkorralduste tuvastamiseks (Stockler-lpsiroglu 2014). Olemasolevad biomarkeri séeluuringud
vOivad anda valenegatiivseid tulemusi, eriti AGAT defitsiidi ja patoloogilise SLC6A8 geeni defekti korral.
Seet6ttu soovitavad osad autorid esmase diagnostilise meetodina kasutada molekulaaranaliisi
molema seisundi diagnostiliseks kindlakstegemiseks (Stockler-lpsiroglu 2014). See kehtib eriti
heterosligootsete SLC6A8 naiste tuvastamise kohta, kelle jaoks puudub usaldusvadrne diagnostiline
marker (Stockler-lpsiroglu 2014). Samas on molekulaarsed meetodid vaga kulukad ja rutiinseks
sBeluurimiseks neid seetdttu ka ei kasutata.

Taiendavalt voidakse kasutada funktsionaalseid teste (sealhulgas ensiimaatilised testid fibroblastides,
limfoblastides ja/v8i ekspressioonististeemides) mis annavad diagnostilise kinnituse funktsionaalsel
tasemel, mis vGivad olla eriti informatiivsed uute tundmatu patogeensusega mutatsioonide puhul
(Stockler-lpsiroglu 2014).

Konsensuslik diagnostiline testimisalgoritm hetkel puudub. On kiill vdlja pakutud mitmeid lahendusi aga
tdenadoliselt kasutab iga raviarst oma piirkonnale sobivama ldahenemisviisi. Algoritmid on kasulikud
molekulaargeneetilise testimise juhtimiseks indiviidile, kellel on viitavaid kliinilisi leide, biokeemilisi
ja/vbi kreatiini taseme langus aju 'H-MRS-is. Molekulaargeneetilise testimise ldhenemisviisideks vdivad
olla geenipdhised testimised (lihe geeni testimine, epilepsia, intellektipuude v&i autismispektri
hdiretele) eraldi voi kombineeritud pd&hjalike genoomsete testidega (eksoomi, genoomi
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sekveneerimine). Uksikutele geenidele suunatud molekulaarsed uuringud nduavad, et arst maaraks
biokeemiliste ja piltdiagnostika pdhjal kindlaks, millised geenid on tGendoliselt haigusega kaasatud, et
mitte tellida Glearuseid uuringuid, see nduab aga palju teadmisi ja kogemust. Ule genoomne testimine
seda kill ei nGua aga on see-eest vaga kallis. Isikutel, kellel on kirjeldatud iseloomulikud biokeemilised
vOi piltdiagnostika leiud, kinnitatakse diagnoos Uksiku geenipOhise testimise abil. Samas kui
patsientidel, kelle fenotlilip ei eristu paljudest teistest parilikest haigustest ja biokeemiline muster ei ole
ka vaga selge siis on téendoliselt moistlik kasutada tle genoomseid teste (Mercimek-Andrews 2022).

Pidevalt tdiendatakse sGeluuringute testpaneelide nimekirja uute uuringutega. Hetkel Eestis ei ole
kreatiini ja guanidinoatsetaadi maaramine osa riiklikus sdeluuringute seireprogrammist. Esimene samm
sdeluuringute labiviimise voimaldamiseks on diagnostiliste teststisteemide valjaarendamine.

f. Analiiitilised meetodid kreatiini ja guanidinoatsetaadi maaramiseks

Séeluuringutes kasutatavad protseduurid on kiired ja lihtsad. Vereproovi puhul vétab ammaemand voi
Ode uuritavalt lapselt vereproovi spetsiaalsesse vaakumkatsutisse ja uriini proov proovitopsi (imikutel
ja vaikelastel kasutatakse spetsiaalset nahale kleebitavat steriilset uriinikogumiskotte) (F). Seejarel
saadetakse uuringumaterjalid SA Tartu Ulikooli Geneetika ja personalimeditsiini kliiniku laborisse, kus
materjalid saitatakse nduetekohaselt kuni uuringute teostamiseni. Liiga hilise uuringuproovi kogumise
korral haiguse diagnoos vdib hilineda. Reeglina sinnivadki uuritavate haigustega lapsed perre, kus
varem ei ole haigust esinenud. See risk pusib ka siis, kui vanematel on varem siindinud Ghised terved
lapsed. Seega on sageli haige lapse siind perre ootamatu. Eestis kinnitub igal aastal keskmiselt 13-15
lapsel sdeluuritav haigus (A).

CDS-de tuvastamiseks ja diferentseerimiseks on vajalik kasutada mitmeid markereid: kreatiin,
guanidinoatsetaat ja kreatiniin. Madalad GA kontsentratsioonid uriinis, plasmas ja
tserebrospinaalvedelikus viitavad AGAT-i puudulikkusele, samas kui kdrged GA kontsentratsioonid on
GAMT puudulikkusele iseloomulik. Uriini kreatiini/kreatiniini eritumise k&rgenenud suhe toimib
diagnostilise markerina SLC6A8 geeni defektiga meestel (Stockler-lpsiroglu 2014).

Kirjanduses on kirjeldatud mitmeid valideeritud meetodeid GA ja Kr méaaramiseks bioloogilistest
materjalidest:

1. Gaaskromatograaf massispektromeetria meetodil (GCMS) (Hunneman 1997; Struys 1998);

2. Vedelikkromatograaf-atmosfaarirohuline keemiline ionisatsioon massispektromeetria meetodil
(LC/APCI-MS) (Yasuda 1997)

3. Vedelikkromatograaf tandem massispektromeetria meetodil (LC-MS/MS) (Bodamer 2001;
Cognat 2004; Carducci 2006);

4, K&rgsurvevedelikkromatograaf fluoretsents detektoriga meetodil (HPLS-FL) (Carducci 2001;
Arias 2006)

Koik eelnimetatud meetodid vajavad mdnda sorti proovimaterjali eeltootlemist nagu tahke faasi
ekstraktsiooni vOi derivatiseerimist, mis muudavad proovimaterjali ettevalmistamise etappid aja- ja
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t60jou mahukamaks ning on seetSttu ka kulukamad (Carling 2008). Leidub ka teisigi kitsaskohti
meetodites. Naditeks Hunnemani 1997 ning Struysi 1998 toodes kirjeldatud GCMS meetodid ei vimalda
samaaegselt Crea maarata. Ka Carducci 2001 aasta t60s kirjeldatud HPLC meetodi suurimaks puuduseks
oli voimetus lahutada omavahel Kr ja Crea-st (Arias 2006).

Vedelikkromatograafia-tandemmassispektromeetria (edaspidi LC-MS/MS) koosneb kahest ainete
lahutamise/eraldamise metoodikast: vedelikkromatograafiast (LC) ja massispektromeetrist (MS).
Vedelikkromatograafia voimaldab segu komponentide eraldamist, kasutades nende afiinsuse erinevust
statsionaarse faasi suhtes. Massispektromeeter on universaalne detektor LC jaoks.
Massispektromeetriliseks analtitisiks peavad analtitsitavad (ihendid olema gaasifaasis laetud olekus.
Selle saavutamiseks kasutatakse elektropihusutsionisatsiooni (ingl electrospray ionization, ESI)
meetodit, kus proov pihustatakse lammastikuvoos ning pihusti ja MS-i sisendi vahel rakendatakse suur
potentsiaalide erinevus. ESI tulemusena tekivad laetud tilgad. Need tilgad suunatakse niid
massispektromeetrisse. Tilgad kuivatatakse ning jargi jaanud laetud analiilidi molekulid suunatakse
esimesse kvadrupool tutpi massifiltrisse. Filter sorteerib huvipakkuva massi ja laengusuhtega (m/z)
ioonid nn. prekursorioonid. Prekursorioonid fragmenteeritakse kollisioonirakus, kus neid porgatatakse
vastu inertgaasi (N2, Ar, He) molekule, mille tulemusel molekulid lagunevad vaiksemateks
tltarioonideks. Laetud iseloomulikud fragmendid juhitakse edasi teise massifiltrisse, mida labivate
ioonide hulk detekteeritakse. Detektorilt saadav signaali intensiivsus on aluseks (ihendi sisalduse
madramisel (Ursula 2015). LC-MS/MS analutsi pdhimdtet illustreerib joonis 4.

Vedelikkromatograaf

|

Tédlahused Sisesti

e

Tandem massispektromeeter L.

A - - -
ve T |y
T L ] ]
4

il B Laétud

Intensity N\

:  osakesed : Kollisioonirakk Massifilter 2
LC kolonn ESI : Detektor Andmeanaliiiis
Massifilter 1

Joonis 4. Vedelikkromatograafia-tandem massispektromeeter. Joonis valmistati Dewi 2023 jargi. Autori
adaptsioon

LC-MS/MS-iga saab anallilsida termolabiilseid analliite, mis ei sobi GCMS-i jaoks. See vdimaldab
analtiisida mitteaurustuvaid anallite ning analGidid ei vaja derivatiseerimist. LC-MS/MS-i vdime
tuvastada paljusid komponente suure tundlikkuse ja spetsiifilisusega on muutnud selle populaarseks
paljudel aladel. Naiteks vGimaldab see tuvastada molekulmasse ning annab infot struktuuri kohta. MS
on hea kéikjal, kus struktuuriline selgus ja tuvastamine on vajalik (Willoughby 2002). Analldsid
hdlmavad nii kvalitatiivseid kui ka kvantitatiivseid maaramisi. Analtititideks véivad olla nii suure kui ka
vaikese molekulmassiga ained, sealhulgas siinteetilised poliimeerid, biopoliimeerid, keskkonna
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saasteained, farmatseutilised Ghendid (ravimid ja nende metaboliidid) ning looduslikud Ghendid.
Uldiselt on see kasutusel kdikide analiilitide jaoks, mis vdivad esineda keerulistes maatriksites (Niessen
1999).

Paljudes analiitsides on meid huvitav(ad) koostisosa(d) keerulistes maatriksites (nt plasma, uriin, liikvor
ja muud kehavedelikud). Kromatograafia roll on need koostisad ainete segust eraldada, et oleks voimalik
neid tuvastada ja kvantitatiivselt maarata. Kvalitatiivsest vaatenurgast pohiliseks kromatograafia
miinuseks on see, et komponente pole véimalik Gheselt kindlaks maarata isegi siis, kui nad on taielikult
eraldatud. Identifitseerimine p&hineb komponentide retentsiooniaegade vordlemisel referentsainete
retentsiooniaegadega. Kuid sellisel juhul ei ole kindlalt voimalik 6elda, kas tegu on just sama ainega.
Samuti pole alati voimalik saavutada ainete kromatograafilist lahutust. MS-i voimsus seisneb selles, et
massispektril on info komponentide kohta piisavalt iseloomulik. See info véimaldab komponente vaga
suure kindlusega identifitseerida (Ardrey 2004).

g. Valideerimine

Valideerimine on protsess, mille kdigus meetodile esitatavate erinduete konkreetsetes tingimustes
taitmist kontrollitakse ja kinnitatakse ning esitatakse selle kohta tGendid. Uue in vitro diagnostika
meditsiiniseadmete maarusega (2017/746/EL) (ingl In-vitro Diagnostic Medical Devices Regulation —
IVDR) viidi ELi Oigusaktid kooskdlla tehnika arenguga, arstiteaduse muutustega ja Oigusloome
edusammudega. Kuna CDS-ide puhul on tegu harvikhaigustega, millele kommertsiaalset lahendust turul
ei ole siis on laboris loodud meetodite (ingl Laboratory developed tests, LDT) kasutamine p&hjendatud.
Uues maaruses on LDT kasutamiseks seatud ndue, et meetod peab olema valideeritud.

Valideerimine p6hines EMA 2022 aasta standardil ,ICH guideline M10 on bioanalytical method
validation and study sample analysis“. Valideerimine viidi 1abi tdies ulatuses. Valideerimise protsessis
hinnati meetodi selektiivsust (ingl selectivitiy), spetsiifilisust (ingl specificity), analiitdi Glekannet (ingl
carry-over), méoteala (ingl range), kalibratsiooni kdverat (ingl calibration curve), tapsust (ingl accuracy),
kordustapsust (ingl precision), lahjendamise avaldatud mdju (ingl dilution integrity), maatriksi efekti
(ingl matrix effect), stabiilsust (ingl stability) ja meetodi reprodutseeritavust (ingl reinjection
reproducibility) (EMA 2022).

Selektiivsus on meetodi vGime eristada ja moOta madratavat analllti teiste potentsiaalselt
interfereerivate ainete juuresolekul bioloogilise maatriksi tlihiproovis. Selektiivsuse hindamine peaks
naitama, et anallldi voi sisestandardi tlhiproovi retentsiooniaegadel ei taheldata segavatest
komponentidest tingitud olulist signaali. Segavatele komponentidele omistatav signaal ei tohi
moodustada rohkem kui 20% analiilidi vastusest alumise maaramispiiril (LLOQ) ja mitte rohkem kui 5%
sisestandardi vastusest LLOQ proovis iga maatriksi puhul (EMA 2022).

Spetsiifilisus on meetodi voime tuvastada ja eristada uuritavat anallilti teistes ainetest, sealhulgas ka
anallidiga seotud ainetest (nt ained, mis on struktuurilt sarnased analiidiga, metaboliidid, isomeerid,
lisandid, proovi ettevalmistamisel tekkinud lagunemissaadused voi samaaegsed ravimid) (EMA 2022).
Kui metoodika on 100% spetsiifiline, siis ta identifitseerib kindlat analiilti ja kinnitab, et analiidi piik ei
ole mdjutatud segajatest.
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Analttdi piiki mojutatavaid segajaid hinnatakse nii, et segajad nn. spaigitakse teadaoleva
kontsentratsiooniga analliliti sisaldavale uuringumaterjalile ja kui spaigitud tulemus ei erine spaikimata
proovi tulemusest, siis on metoodika selektiivne ja spetsiifliline. Kdesoleva valideerimise kaigus uuriti
voimalikku interferentsi uriinis leiduvate pohiliste komponentidega: uurea, kusihape, kreatiniin,
anorgaanilised soolad. Uhtlasi koostati nimekiri vdimalikest interferentsi pdhjustavatest iihenditest,
kasutades HMDB (Human Metabolome Database) andmebaasi, mis sisaldab suurt hulka endo- ja
eksogeenseid metaboliite. Nimekirja kaasati (hendid, millel on sama molekulmass (+ 0,5 Da) nagu
kreatiini ja guanidinoatsetaadil, ning mille struktuur véimaldab vastavalt eksperimentaalselt méddetud
andmetele fragmentatsiooni kdigus 42 massilihiku suuruse fragmendi eraldumist (mis vastavad
moddetavatele ileminekutele 132>90 ja 118>76 vastvalt kreatiini ja guanidinoatsetaadi jaoks). Kreatiini
puhul oleksid teoreetilised segajad N-atsetdiilalaniin, N-atsettil-B-alaniin ja -guanidinopropioonhape
ning guanidinoatsetaadi puhul N-atsetuilglitsiin.

Loetletud Uhendeid testiti vGimaliku interferentsi suhtes, lisades madalaima (Call) ja kdrgeima
kontsentratsiooniga (Cal6) kalibreerimislahusele (ihendeid kontsentratsioonil 400 umol/L. Tuvastatud
ja segavatele komponentidele omistatavad vastused ei tohi moodustada rohkem kui 20% analiitdi
vastusest LLOQ-s ja mitte rohkem kui 5% sisestandardi vastusest LLOQ-proovis (EMA 2022).

Maatriksi efekt on maaratletud kui analiilidi vastuse muutuseks, mis on tingitud segavatest ja sageli
identifitseerimata komponentidest proovimaatriksis. Maatriksi efekti hinnati analiiiisides 2 ERNDIM
kvaliteedikontrolli ja 4 patsiendiproovi, mida spaigit, et saada 2 madala 2 keskmise ja 2 kdrge
kvaliteedikontrolli taset (100 umol/L, 400 pumol/L ja 1600 pmol/L vastavalt kreatiini ja 25 umol/L, 100
umol/L, 400 pmol/L guanidinoatsetaadi korral). Uuringuproovide teostatud m&&tmiste tipsus pidi
jddma (hinnates tdesust (ingl trueness)) 15% nimikontsentratsioonist ja kordustapsus
(variatsioonikoefitsient (%CV)) ei tohinud olla suurem kui 15%.

Kalibreerimiskdver naitab seost anallldi nimikontsentratsiooni ja analtitilise meetodiga m&&detud
reaktsiooni vahel. Kalibreerimisvahemiku maaravad madalaim ja kdrgeim kalibreerimisstandard (LLOQ
ja uLOQ) (EMA 2022). Iga anallusitstkli jaoks loodi uus kalibreerimiskover. Kalibreerimiskdvera
loomiseks anallitsiti nullproov (sisestandardiga varustatud pimeproovi) ja 6 kalibreerimisstandardit
kontsentratsioonitasemega (iga kalibreerimisstandardi kontsentratsioon erines jargnevast 4x).
Kalibreerimiskdvera loomisel nullproovist saadud signaali ei kasutatud. Iga kalibreerimisstandardi
jarelarvutatud kontsentratsioonide tapsus pidi jadma £20% piiresse nominaalkontsentratsioonist LLOQ
puhul ja £15% piires kdigil muudel tasemetel. Vahemalt 75% 6-st kalibreerimisstandardist pidid vastama
Ulaltoodud kriteeriumidele. Kalibreerimiskdvera puhul hinnati ka selle lineaarsust.

Lineaarsus on metoodika vdime naidata analllsitulemusi, mis on proportsionaalsed reaalse
kontsentratsiooniga proovis. Andut uurimistoos valjendati seda seost matemaatiliselt lineaarse
funktsioonina: y=ax+b. Lineaarne kalibreerimisgraafik koosneb lineaarsest alast ja tooalast. Todala on
piirkond, mis naitab absoluutselt kdiki kontsentratsioonide anallilsitulemusi. Lineaarne ala on t66ala
piirkond (piiritletud alumise ja Ulemise maadramispiiriga LLOQ ja ULOQ), kus kehtib seos:
anallilsitulemus ja proovi reaalse kontsentratsiooni sdltuvus on lineaarne. Antud sdltuvust kontrolliti
anallisides kalibreerimisgraafiku residuaale — kui need on jaotunud juhuslikult, siis véib sdltuvuse
lugeda lineaarseks. Hinnati korrelatsioonikoefitsienti (r; tegu on korrelatsiooniga teoreetilise ja
mdddetud tulemuse vahel) ja kalibreerimiskdvera determinatsioonikordajat (R?). Tapsus (ingl accuracy)
on mooteprotseduuri omadus anda tulemusi, mis on ldhedased toelisele vaartusele
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(nominaalvaartusele) voi vaartusele, mis on saadud kasutades mingit kindlat meetodit (EMA 2022).
EMA 2022 dokumentatsioonis hinnatakse tapsust valemiga (1):

Tapsus (%) = (Mdddetud vaartus/Nominaalne vaartus) x 100 (2)

Kordustapsus (ingl precision) iseloomustab korduvmddtmiste tulemuste omavahelist kokkulangevust
ning on seotud juhusliku veaga (Mihkel 2020). Kordustdpsust vdljendatakse variatsiooni koefitsendiga
(%CV) (EMA 2022). Leitakse valemiga (2):

%CV= (standardhalve/keskmine) x 100 (2)

Tapsuse ja kordustdpsuse maérati, analllsides kvaliteedikontrolle (QC) iga analtusitsikli sees (ingl
within-run; wr) ja tstiklite vahel (ingl between-run; br), mootes korduvust ja korratavust vastavalt (EMA
2022). Paevasisese tapsuse ja kordustdpsuse hindamiseks anallilsiti igas anallisitstklis igal QC
kontsentratsiooni tasemel vahemalt 5 kordust. Pdevadevahelise tdpsust ja kordustdpsuse hindamiseks
anallsiti igat QC kontsentratsiooni taset 3. anallitilise tukli jooksul 3-I padeval. Esimene ja viimase
katse vahel mé6dus 29 paeva.

Kalibreerimiskdverad koostati 1 kord varskelt tehtud kalibreerimisstandardeid kasutades ja jargnevatel
juba kilmutatud kalibreerimisstandarditega. Tapsus igal kontsentratsiooni taseme peab olema +15%
nimikontsentratsioonist, valja arvatud LLOQ-I, kus see peab jadgma #20% piiridesse. Iga maaratud
kontsentratsioonitaseme kordustapsus (%CV) peab jadma 15% piiridesse, vélja arvatud LLOQ, kus see
ei tohi Uletada 20%. Ebatdpsuse ja tdpsuse kontrollimise korral vihemalt 2/3 kdigist
kvaliteedikontrollidest ja vahemalt 50% iga kord kontsentratsiooni tase peaks jaama *15% piiresse
nimivaartustest.

Analiilidi Glekanne (ingl carry-over) on moddetud kontsentratsiooni muutus, mida pohjustavad analtitsi
jaagid eelmisest proovist, mis on mooteprotseduuri jargselt instrumenti alles jddnud. Valideerimise ajal
hinnati analiilidi Ulekannet, anallilisides tihiproovides leiduvat signaali pdrast korgeima
kontsentratsiooni tasemega kalibreerimisstandardi analiilisimist. K&rgeimast kalibreerimisstandardi
tasemele jargnevatel tihiproovidesse llekandumine ei tohi olla suurem kui 20% analiilidi vastusest
LLOQ juures ja 5% sisestandardi vastusest (EMA 2022).

Lahjendamise mdju puhul hinnatakse proovimaterjalidele rakendatud lahjendusprotseduuri mdju
moddetud analtitdi kontsentrat-siooni tdpsusele ja kordustapsusele (EMA 2022). Proovid valmistati ette
3l viisil:

a. Proovimaterjalina kasutati 50 uL lahjendamata uriini.

b. Proovimaterjalina kasutati 50 pL uriini lahust, mis oli eelnevalt lahjendatud MQ veega kreatiniini
kontsentratsioonini 1,000 mmol/L. Naiteks: kui uriiniproovi eelnevalt méaaratud kreatiniini
sisaldus oli 5,000 mmol/L, siis segati 100 pL uriini ning 400 uL MQ vett ning edasisiseks
anallusiks kasutati 50 plL saadud lahust.

c. Proovimaterjalina kasutati sellist ruumala lahjendamata uriini, mis selle lahjendamise korral MQ
veega 50 pL-ni andnuks saadud lahuse kreatiniini kontsentratsiooniks 1,000 mol/L. Naiteks: kui
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uriiniproovi eelnevalt maaratud kreatiniini sisaldus oli 5,000 mmol/L, siis analtisiks veti 10 pL
proovi ja 40 puL mQ vett.

Kirjeldatud kolmel viisil valmistati ette 2 ERNDIM kvaliteedikontrolli proovi ning 3 patsiendi proovi.
Ettevalmistatud proovimaterjalid moddeti Uhe anallltilise protsessi kaigus ning tulemuste
vordlemiseks normaliseeriti esimesel viisil ettevalmistatud proovide mddtetulemused seal leiduva
kreatiniini kontsentratsiooniga. Kahel jargneval viisil toimus normaliseerimine juba proovi
ettevalmistuse kaigus. Arvutati suurim ettevalmistatud proovimaterjalide (a, b, c) kontsentratsioonide
erinevus mdlema analiiiidi jaoks. Uhes katses teostati 5 kordust lahjendusteguri kohta. Hinnati
lahjendatud QC-de ja patsiendi proovide keskmist tdpsust, mis peab olema 115%
nimikontsentratsioonist ja kordustdpsus (%CV) ei tohi tiletada 15% (EMA 2022).

Stabiilsuse uuring naitab metoodika usaldusvaarsust erinevate analiiltiliste parameetrite kGikumiste
piirides. Metoodika on seda robustsem, mida vihem mdojutavad teda vaikesed variatsioonid metoodika
parameetrites. Analliltide stabiilsust bioloogilistes proovides on varasemalt kirjanduses pd&hjalikult
uuritud. Guanidinoatsetaat on uriinis stabiilne toatemperatuuril vdhemalt 15 paeva, -20 kraadi juures
vahemalt 29 padeva. Kreatiini kontsentratsioon suureneb 15 paeva jooksul +4 kraadi juures keskmiselt
75% ja toatemperatuuri juures 15 pdeva jooksul keskmiselt 326%. -20 kraadi juures on kontsentratsioon
stabiilne vahemalt 29 paeva. Kilmutatud proovide sulatamise jargselt on oluline proovimaterjali
sonikeerimine vahemalt 10 minuti valtel — vastasel juhul on tdheldatud mdlema analttdi
kontsentratsiooni vdhenemist tdendoliselt védljasadenemise to6ttu. Ainevahetushaiguste laboris
hoiustatakse proovimaterjali analliisieelselt -20 kraadi juures kuni 29 pdeva ning parast sulatamist
sonikeeritakse ultrahelivannil 10 minuti jooksul. Kirjanduses kirjeldatu verifitseerimiseks teostati
stabiilsuse katsed, kus hinnati:

1. Analldtide stabiilsust maatriksis;
2. Anallititide stabiilsust to6deldud uuringuproovis;
3. Anallititide, kvaliteedi kontrollide, kalibraatorite ja to6lahuste stabiilsust.

Ainevahetushaiguste laboris sdilitatakse koiki kvaliteedikontrolle, kalibraatoreid, sisestandardeid,
surrogaaturiini ja patsiendiproove siigavkilmutatud olekus. Sailitusperioodide kinnitamiseks analliisiti
QC-le 2-I tasemel (madal ja kdrge), mis kattis pikemat perioodi kui uuringumaterjalidele etteantud
sailitamise periood (29 paeva). Kalibraatorid, madalad ja kdrged kvaliteedikontrollid sulatati samal viisil
kui uuritavad proovid ja hoiti t66pingil samal temperatuuril ja vdhemalt sama kaua kui uuritavad
proovid. Madalad ja kérged QC tasemed analidisiti nullhetkel ja parast sailitamistingimusi. Keskmine
kontsentratsioon igal QC tasemel peab olema +15% nimikontsentratsioonist. Anallildi stabiilsus
toodeldud proovides hinnati korrates analliisi 24 tunni méédudes samadest autosdampleri katsutitest.

Meetodi reprodutseeritavust hinnati QC-de korduvate mootmistega ja madrati QC-de tapsust ja
kordustapsust (vastavalt EMA 2022 nGuetele). Taassistimise reprodutseeritavuse hindamiseks korrati
anallils, mis sisaldas kalibreerimisstandardeid ja 3. QC tasandit (madal, keskmine, kérge). M&6tmisi
samadest materjalidest korrati 5x.

Kliinilise valideerimise kaigus anallilisiti ainult tihte patsiendi proovi, kellel oli varasemalt diagnoositud
kreatiini transporteri defitsiit (SLC6A8). Kuna tegu on harvikhaigusega, siis kahjuks antud t66 kaigus
rohkem positiivse leiuga uuringumaterjale vdoimalik anallitisida.
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2.

EESMARK

LC-MS/MS metoodikaga anallisitakse tihti vdga keerulisi maatrikseid, mis vastab toele ka antud
uurimisto6 osas. LTD-de puhul on oluline tdendada, et meetodid t66tavad ootusparaselt ja et kasutatud
meetodiga saadud tulemused on usaldusvaarsed. Teadmine, et uuringu teostamiseks kasutatav meetod
on labinud valideerimise protsessi on ainevahetushaiguste laborile vaga oluline. Seadusandluses on
ndue, et rakendada ja kasutusele votta vdib ainult valideeritud metoodikad.

Uurimistoo eesmark oli kohandada kirjanduses publitseeritud protokolli, mis pdhines Carling jt 2008
aastal publitseeritud uurimistool: “Simultaneous determination of guanidinoacetate, creatine and
creatinine in urine and plasma by underivatized liquid chromatography-tandem mass spectrometry”.
Kohandada TUK Geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku ainevahetuslaboris kasutusel olevatele
seadmetele ja valideerida vastavalt uue Euroopa Ravimiameti (EMA) juhiste (ICH guideline M10 on
bioanalytical method validation and study sample analysis) kohaselt, mis on kehtivad alates 21.
jaanuarist 2023. Valideerimisega selgitada valja kas antud meetodit on voimalik laboris kasutusele vGtta.

Eesmark on labi viia valideerimise protseduur tdies ulatuses. Valideerimise protsessis saadud
mootetulemustega hinnata meetodi selektiivsust, spetsiifilisust, anallilidi llekannet, md&dteala,
kalibratsiooni koverat, tdpsust, kordustdpsust, lahjendamisel avalduvat moju, maatriksi efekti,
stabiilsust ja meetodi reprodutseeritavust.
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3.

MATERIJALID JA MEETODID

a. Kasutatud aparatuur

Tombekapp Q-Dynamic-1200 (Pol-Eko Aparatura), UPLC-MS/MS MassLynx (Waters Corp.) koos
tarkvaraga TargetlLynx (versioon 4.1, (Waters)), analtitiline kaal (XA.210.4Y.A, maksimaalne kaalutis 210
g, d= 0,01 mg; Radwag), Segisti Vortex_Genie 2 (Scientific Industries Inc), tsentrifuug 5424R (rootor
FA-45-24-11; Eppendorf), kombikilmik (+4 °C/-20 °C) ja stgavkilmkapp (-20 °C).

b. Kasutatud reagendid

Sipelghape (HCOOH; CAS nr. 64-18-6; kat. nr 33015), guanidinoastetaat (CAS 352-97-6; kat. nr G11608)
ja kusihape (CAS 69-93-2; 99%,; kat. nr. U2626) on tarnitud Sigma-Aldrich’ist. Kreatiin monohlidraat (CAS
nr. 6020-87-7; kat. nr 226790250; 99%), naatriumdivesinikfosfaat (CAS nr. 7558-80-7; kat. nr
389872500; 99%), naatriummonovesinikfosfaat (CAS nr. 7558-79-4; kat. nr 204851000; 99%),
kaaliumoksalaat monohidraat (CAS nr. 6487-48-5; kat. nr 13452.22; 98,5 — 101,0%) ja naatriumasiid
(CAS 26628-22-8; kat. nr 190380050; 99%) on tarnitud Thermo Scientific Chemicals’ist.
Ammooniumkloriid (CAS nr. 12125-02-9; kat. nr A /3920/53; 99,5%), naatriumsulfaat (CAS nr. 7757-82-
6; kat. nr S/6640/53; 99,5%), naatriumtsitraat dihtidraat (CAS 6132-04-3; kat. nr S/3320/53; 99,5 —
100,5%) ja uurea (CAS nr. 57-13-6; kat. nr U/P610/60; 99,5%) on tarnitud Fisher Chemical’ist. Metanool
(CAS nr. 67-56-1; kat. nr 34885), atsetonitriil IN; CAS nr. 75-05-8; kat. nr 34851) ja kaaliumkloriid (CAS
nr. 7447-40-7; kat. nr 60130-1KG; 99,5%) on tarnitud Honeywellist. Isotoobid kreatiin monohidraat-D3
(99,9%-D3; CAS nr. 284664-86-4; kat. nr D-1972) ja guanidinoatsetaat-D2 (98,2%-D2; CAS nr. 1173020-
63-7; kat. nr D-6320) on tarnitud CDN isotopes’ist. Naatriumkloriid (CAS nr. 7647-14-5; kat. nr 1.06404
99%) on tarnitud Merck’ist. Kaltsiumkloriid (CAS nr. 10043-52-4; kat. nr 1023780500; 98%) on tarnitud
Supelco’st. Magneesiumsulfaat heptahidraat (CAS nr. 10034-99-8; kat. nr BP213-1; 99%) on tarnitud
Fisher BioReagents ist. Kontrollproovid Level 1 (ERNDIM IQCS Special Assays in Urine; kat. nr SAU-01.1)
ja Level 2 (ERNDIM 1QCS Special Assays in Urine; kat. nr SAU-01.2) on tarnitud ERNDIMist.
Lahjendamisel kasutati labori tlilip-A vett (MiliQ). Reagendid sailitati tootejuhistes kirjeldatud
tingimustel.

c. Kasutatud tarvikud

Automaatpipetid (10 — 100 pL; 20 — 200 pL; 100 — 1000 pL; 1 — 10 mL); pipetiotsikud (200 pL; 1000 puL;
10 mL); poltpropuleenist mikrotsentrifuugituubid, 1,5 mL ja 2,0 mL (Nerbe plus, kataloogi nr. 04-232-
1200); polupropuleenist tsentrifuugituubid 15 mL (Nerbe, kataloogi nr. 02-502-8001) ja 50 mL (Corning,
kataloogi nr. S_352070_CORN); analttiline kolonn (Waters ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 um 2,1x 100
mm, tootekood 186003539); kromatograafi proovi viaalid koos korkidega (1,5 mL) (Waters, kataloogi
nr. 186000327c); 500 mL, 1000 mL mootsilindrid (klass A); 1 L klaasist keeratava korgiga pudelid eluendi
jaoks; mootkolvid 50 mL, 25 mL, 10 mL (A klass).
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d. Sisestandardi lahuste valmistamine

Sisestandardite alglahuste valmistamiseks kaaluti eraldi 10 mL md&dtekolbidesse ligikaudu 7,5 mg
kreatiin-D3 (molekulmass 152,17 g/mol) ja 6,0 mg guanidinoatseaat-D2 (molekulmass 119,12 g/mol).
Lisati MQ vett peaaegu 10 mL margini. Guanidinoatsetaat-D2 lahuse puhul lisati lahustumise
parandamiseks 10 pL sipelghapet ja seejarel taideti kolvid 10 mL margini. Mo&tekolvid suleti korgiga
ning asetati 30 minutiks ultrahelivanni. Arvutati saadud alglahuste |Gppkontsentratsioonid. Valmistatud
alglahustest valmistati nende ihendamisel 50 mL kombineeritud sisestandardit (100 uM kreatiin-D3 +
100 uM guanidinoatsetaat-D2). Mootekolvid taideti MQ veega 50 ml margini ja segati hoolikalt. Seejarel
valminud kombineeritud sisestandard alikvooditi 1,5 mL kaupa 3 mL mikrotsentrifuugituubidesse ja
sailitati -20 °C ktilmkapis (kuni 12 kuud). Alikvooditud sisestandardit kasutati valideerimise protseduuris.

e. Kalibraatorite valmistamine

Kalibraatorite alglahuste valmistamiseks kaaluti eraldi 10 mL md&é&tekolbidesse ligikaudu 24 mg kreatiini
ja 6 mg guanidinoatseaati. Seejarel listi MQ vett peaaegu 10 mL margini. Guanidinoatsetaadi lahusele
lisati taiendavalt lahustumise parandamiseks 10 pL sipelghapet. Seejarel tadideti kolvid 10 mL margini.
Kolvid suleti korkidega ning asetati 30 minutiks ultrahelivanni lahustuma. Arvutati saadud alglahuste
I6ppkontsentratsioonid. Valmistatud alglahustest valmistati nende ihendamisel 10 mL kombineeritud
kalibratsioonilahust (3072 uM kreatiini + 768 uM guanidinoatsetaati, Cal6). Seejarel véeti kuus 15 mL
tsentrifuugituubi, mida markeeriti vastavalt Cal 1 .. Cal 6. Valmistatud kombineeritud
kalibratsioonilahus valati imber Cal 6 tsentrifuugituubi. Cal 6 kalibratsioonilahusest valmistati
jarjestikused 4-kordsed seerialahjendused (1 osa Cal 6 lahust ja 3 osa MQ vett) kasutades Uhte ja sama
pipette. Lopliku kalibratsioonilahuste kontsentratsioonid olid jargnevad:

o Cal 1 (3 uM kreatiin + 0,75 uM guanidinoatsetaat)

J Cal 2 (12 uM kreatiin + 3 uM guanidinoatsetaat)

. Cal 3 (48 uM kreatiin + 12 uM guanidinoatsetaat)

o Cal 4 (192 uM kreatiin + 48 uM guanidinoatsetaat)

. Cal 5 (768 uM kreatiin + 192 pM guanidinoatsetaat)
o Cal 6 (3072 uM kreatiin + 768 uM guanidinoatsetaat)

Seejarel alikvooditi kalibratsioonilahused 250 pL kaupa 1,5 mL mikrotsentrifuugituubidesse. Lahused
sailitati -20 °C kilmkapis (kuni 12 kuud).

f. Kontrolliproovide valmistamine

Kontrollproovid (Level 1, Level 2) vdeti kilmkapist ja lasti soojeneda umbes 10 minutit
toatemperatuuril. Pudelid avati eemaldades esmalt vaakum siistlandela abil. Seejarel lahustati sisu 5
mL MQ vees. Kontrollproovi lahusel lasti seista 15 min, seejarel loksutati homogeniseerumiseks kiigutil
20 min. Valminud kontrollproovid alikvooditi 250 uL kaupa 1,5 mL mikrotsentrifuugituubidesse.
Kontrollproovide alikvoote sailitati -20° C kilmikus. Alikvoodid on sellistes tingimustes stabiilsed kuni 3
kuud.
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g. Uriini lahjenduslahuste valmistamine

500-mL magnetsegajapulgaga varustatud klaaspudelisse valati 500 mL MQ vett. Vett soojendati
magnetsegajal segades temperatuurile 35-40° C). Seejarel lisati likshaaval jargnevad ained:

) Naatriumsulfaat (0,85 g)

) Kusihape (0,125 g)

J Naatriumtsitraat dihtidraat (0,36 g)

J Uurea (7,50 g)

J Kaaliumkloriid (1,154 g)

J Naatriumkloriid (0,878 g)

) Kaltsiumkloriid (0,093 g)

J Ammooniumkloriid (0,633 g)

J Kaaliumoksalaat monohtidraat (0,018 g)

. Magneesiumsulfaat heptahidraat (0,541 g)
. Naatriumdivesinikfosfaat dihlidraat (1,456 g)
J Naatriummonovesinikfosfaat dihtidraat (0,416 g)
. Naatriumasiid (0,100 g)

Ainete lahustumise jarel eemaldati magnetsegajapulk ning lahust sailitati +4° C juures (kuni 12 kuud).

h. Toolahuste valmistamine

50 % v/v ACN-MQ vesi lahuse valmistamine:

1 L klaaspudelisse m&ddeti mostsilindriga 500 mL AcN ja 500 mL MQ vett. Pudel suleti korgiga ja
loksutati l1abi. Lahust valmistati vahetult enne analisi.

~0,2% v/v HCOOH lahuse valmistamine

1 L klaaspudelisse m&ddeti mostsilindriga 998 mL MQ vett. Juurde pipeteeriti 2 mL sipelghapet. Pudel
suleti korgiga ja loksutati labi. Lahust valmistati vahetult enne anallisi.

25 mL 2% v/v HCOOH lahuse valmistamine

25 mL mootekolbi pipeteeriti 500 uL sipelghapet ja seejarel tdaideti margini MQ veega. Mddtekolb
suleti korgiga ja loksutati labi. Lahus sailitati 6 kuud +4° C kuni +8° C juures.

i. Proovimaterjalide ettevalmistamine

Sugavkilmikust voetud sisestandard, kalibraatorid, kontrollid ja uriinid lasti sulada toatemperatuuril 30
minutit. Uriini lahjenduslahusest valmistati 10-kordse lahjendusega to6lahus pipeteerides 4 mL
lahjenduslahust 50 mL tsentrifuugituubi ning lisades MQ vett 40 mL margini.

Juhul kui patsiendi uriiniproovi kreatiniini sisaldus oli Gle 1,000 mmol/L, lahjendati patsiendi uriin MQ
veega kreatiniini kontsentratsioonini 1,000 mmol/L Idppruumalani 500 pL. Seejarel segati lahust
vorteks-segajal 10 sekundit. Juhul, kui patsiendi uriiniproovi sisaldus oli 1,000 mmol/L v&i alla selle,
proovile lahjendust ei teostatud.
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Seejarel voeti vajalik kogus 1,5 mL tsentrifuugituube, mida markeeriti sobivate identifikaatoritega (nt
Blank, Cal 1...Cal 6, QC1, QC2, Pt 1). Igasse tuubi pipeteeri 20 uL sisestandardit. Tuhiproovile (Blank)
lisati 520 L wuriini lahjenduslahuse té6lahust. Kalibratsiooniproovidele lisati 50 pL vastavat
kalibratsioonilahust ning 470 uL uriini lahjenduslahuse t66lahust. Kontrollproovidele lisati 50 plL
vastavat kontroll-lahust ning 470 pL uriini lahjenduslahuse t66lahust. Kui patsiendi proovile teostati
eelnev lahjendamine siis tuubi lisati 50 plL lahjendatud uriini ning 470 plL uriini lahjenduslahuse
t6olahust. Lopuks lisati igasse tsentifuugituubi 60 pL 2% v/v HCOOH lahust. Igat proovi segati vorteksil
15 s ja seejarel tsentrifuugiti 10 min 14 000 rpm juures 4° C temperatuuril. Igast ettevalmistatud proovist
kanti 500 pL supernatanti LCMSMS automaatsisestusviaalidesse. Parast kdikide proovide valmistamist
sisestati need koheselt LCMSMS seadme termostateeritud proovihoidjasse.

j- Vedelikkromatograafia ja massispektromeetria parameetrid

Kromatograafia viidi labi LC-MS/MS Acquity™ Ultra Performance LC (Waters Corp.) seadmega, mis on
varustatud automaatse proovivotturiga. Kreatiin ja guanidinoatsetaat eraldati gradientelueerimise
kaigus, sustides prooviekstrakti (5 ul) Waters ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 um 2,1x 100 mm kolonni.
Proovivott ja kolonnis voolutamine toimus Gmbritseva keskkonna temperatuuril. Mobiilfaas A koosnes
MQ veest, millele oli lisatud 0,2% sipelghapet. Mobiilfaas B oli metanool (rakendatud gradient tabelis
2) ning seda manustati voolukiirusel 0,500 mL/min. Kogu jooksuaeg oli 14 minutit.

Tabel 2. Analiusil rakendatud lahuste gradient

Nr | Aeg (min) Voolukiirus (mL/min) %A %B
1 | Proovisistimise algusest alates | 0,10 100,0 0,0
2 |30 0,10 100,0 0,0
3 |50 0,10 98,0 2,0
4 |70 0,15 20,0 80,0
5 190 0,15 20,0 80,0
6 |95 0,15 100,0 0,0
7 |14,0 0,15 100,0 0,0

Analiitsiks kasutati kolmekordset kvadrupoolset massispektromeetrit Xevo™ TQD (Waters Corp.).
Seadet kasutati positiivse ionisatsiooni reZiimis ja proovi sisestamine toimus (Ulalkirjeldatud
vedelikkromatograafia silisteemi kaudu. Massispektromeetri hadalestamiseks infuseeriti kreatiniini,
kreatiini ja guanidinoatsetaadi 10 umol/L lahuseid mobiilfaasis A otse iooniallikasse. Iga analludi jaoks
optimeeriti lahtetingimused, et maksimeerida anallitide ja sisestandardite M+H* prekursorioonide
intensiivsust (m/z 114, 117, 118, 120, 132 ja 135). Optimeeritud seaded on kokku vdetud tabelis 1.
Seejarel reguleeriti kollisioonienergiat, et optimeerida signaali kdige levinumate fragmentioonide jaoks
(m/z 44, 47, 76, 78, 90 ja 93). Instrumendi seadistused olid jargmised: kapillaarpinge 2,80 kV;
koonuspinge 25 V; desolvatatsioonigaasi temperatuur 500° C; desolvatatsioonigaasi vooluhulk 650
(L/h); koonusgaasi vooluhulk 20 (L/h); ionisatsiooniallika temperatuur 150° C; kollisioonienergia 11 V.

K6ik andmed saadi mitme reaktsiooni jalgimise reziimis (MRM) ooteajaga 100 ms kanali kohta. Jalgiti
Gleminekuid 118>76, 120>78, 132>90, 135>92, vastavalt guanidinoatsetaadi, [13C2]-
guanidinoatsetaadi, kreatiini ja [2H3]-kreatiini puhul. Andmete kogumine ja to6tlemine viidi labi
tarkvaraga Targetlynx (MassLynx ver. 4.1, Waters Corp.). Analiilidi ja sellele vastava sisestandardi
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signaalide retentsiooniaeg ei tohtinud vdljuda + 0,1 min piire. Kdik piigid integreeritud baasjoone pealt.
Valideerimise andmete t86tlemine viidi 13bi Exceli™ (Microsoft). Kalibreerimiskdverad koostati kaalutud
(1/x) lineaarse regressiooniga. Kalibreerimisk&verad koostati igal analilisi protseduuril.
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4.

TULEMUSED JA ARUTELU

Uldiselt on LC-MS/MS meetodid viga kdrge spetsiifilisusega, sest proovi komponendid lahutatakse
kromatograafiliselt ning massispektromeetriliselt tuvastatakse kindel massitleminek. Kirjanduses
leiduvatel andmetel ei ole kreatiini ja guanidinoatsetaadi maaramise LC-MS/MS meetoditel tdheldatud
interferentsi Uhegi endogeense ega eksogeense metaboliidiga.

Kdesoleva valideerimise kaigus uuriti vGimalikku interferentsi uriinis leiduvate pohiliste
komponentidega (uurea, kusihape, kreatiniin, anorgaanilised soolad). Loetletud komponendid ei
pohjustanud uuritavate Uleminekute signaali kasvu tlhiproovis kreatiini ja guanidinoatsetaadi
elueerumisaegadel. Ja seega voib jareldada, et surrogaatmaatriks ei avalda méju meetodile.

Spetsiifilisuse hindamiseks koostati koostati nimekiri vdimalikest interferentsi pdhjustavatest
Uhenditest, kasutades HMDB (Human Metabolome Database) andmebaasi, mis sisaldab suurt hulka
endo- ja eksogeenseid metaboliite. Nimekirja kaasati (ihendid, millel on sama molekulmass (+ 0,5 Da)
kreatiini ja guanidinoatsetaadiga, ning mille struktuur vdimaldab vastavalt eksperimentaalselt
mooddetud andmetele fragmentatsiooni kdigus 42 massithiku suuruse fragmendi eraldumist (mis
vastavad moddetavatele Uleminekutele 132>90 ja 118>76 vastvalt kreatiini ja guanidinoatsetaadi
jaoks). Andmebaasi otsing andis tulemuseks, et kreatiini puhul on teoreetilised segajad N-
atsetiilalaniin, N-atsetiil-B-alaniin, B-guanidinopropioonhape ja guanidinoatsetaadi puhul N-
atsetiilglitsiin.

Loetletud Uhendeid testiti vGimaliku interferentsi suhtes, lisades madalaima (Call) ja kdrgeima
kontsentratsiooniga (Cal6) kalibreerimislahusele (hendeid kontsentratsioonil 400 pmol/L. Lisatud
Uhendid ei pdhjustanud uuritavate Uleminekute olulist signaali muutust kalibratsiooniproovides
kreatiini ja guanidinoatsetaadi elueerumisaegadel (Tabel 3 ja kromatogrammid lisa 1). Testitud Ghendid
ei andnud signaale sisestandardi massitileminekul ja retentsiooniajal.

Tabel 3. Interferentskatsete tulemused

Interfereeriva aine poolt

avaldatud keskmine méju

Interferent analiiiidile lineaarses alas
Kr GAA
N-atsetiiiilgliitsiin 1,7% 1,1%
N-atsetiiiilalaniin 3,9% -2,6%
N-atsetiiiil-6-alaniin 4,2% 6,1%
B-guanidinopropioonhape 3,1% 2,0%

Maatriksi efekt juhuslikku viga hinnati nii pdevasisese kui pdevadevahelise juhusliku vea mairamisega
(Tabel 4). K6ik mootmistulemused vastasid EMA 2022 esitatud nduetele. Pdevasiseselt méodetud QC ja
patsiendiproovide kontsentratsioonide hdlved jaid nominaalkontsentratsioonide +15% piiridesse:
kreatiinil keskmiseks haveks oli 3,9% ja guanidinoatsetaadil 2,9%. Modddetud kordustapsus (%CV) ol
1,4% ja 2,2% vastavalt ja jai samuti ndutud 15% piiridesse.
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Tabel 4. Pdevasiseste ja pdevadevaheliste méotmiste keskmised tulemused
pdevasiseste mootmiste keskmised tulemused

Analiiiit Hdlve (%) |Saagis (%) | %CV | Téesus (accuracy)
Kreatiin 3,9% 103,9% | 1,4% 102,8%
Guanidinoatsetaat 2,9% 102,9% | 2,2% 101,4%

|

pdevadevaheliste méotmiste keskmised tulemused

Analiiiit Hdlve (%) |Saagis (%) | %CV | Téesus (accuracy)
Kreatiin 3,4% 103,4% | 1,3% 102,5%
Guanidinoatsetaat 0,7% 100,7% | 4,0% 100,7%

Tdiendavalt hinnati maatriksi efekti saagise madramisega. KG&iki proove rikastati maaratavate
analtitidega kolmel erineval kontsentratsioonil (kreatiini puhul 100 umol/L, 400 umol/L, 1600 umol/L
ja guanidinoatsetaadi puhul 25 umol/L, 100 pumol/L, 400 umol/L). Lubatud saagiste vahemik on 85 -
115%. Arvutatud mGOtmiste saagised jdid kreatiini puhul vahemikku 99,1 - 108,3% ning
guanidinoatsetaadi puhul 90,4 - 112,3%. Jarelduseks voib 6elda, et maatriksi efekt esineb aga lubatud
piirides.

Lineaarsus maarati mootes anallilitidega rikastatud tiihiproove kontsentratsioonide vahemikus 0,012 —
207840 pumol/L kreatiini ja 0,019 — 19980 umol/L guanidinoatsetaadi korral. Signaal oli lineaarne kuni
kontsentratsioonideni 12990 umol/L ja 4995 pmol/L vastavalt kreatiini ja guanidinoatsetaadi puhul,
mille puhul méddetud vaartuse erinevus kalibraatorite nimivaartusest oli madalam kui EMA poolt
lubatud 15%. Lineaarne to0ala katab tdies ulatuses analiilitide bioloogilised kontsentratsioonide
vahemikud uriinis. Tabelis 5 on summeeritud 5 kalibratsioonigraafiku karakteristikud (graafikud on LISA
3).

Table 5. Analiittide kalibreerimisgraafiku punktid, sirge valem ja determinatsioonikordaja (R?)

Aine Korduste | Kalibreerimisgraafiku punktid | Regressioonisirge valem | RA2
arv

Kreatiin 5 3;12;48; 192; 768; 3072 y=2,1914x + 0,141 1

Guanidinoatsetaat 5 0,75; 3;12; 48; 768 y=2,2698x + 2E-13 1

Alumise kvantifitseerimispiiri maaramiseks teostati tdiendavad mootmised (tabel 6). Madalaimad
kontsentratsioonid, mille puhul EMA kriteeriumid oli tdidetud, olid 0,4 umol/L kreatiini puhul ja 0,75
umol/L guanidinoatsetaadi korral.

Tabel 6. Alumise maaramispiiri mootetulemused

Kreatiin Guanidinoatsetaat
¢ (umol/L) | Téesus | Korduvus (CV%) ¢ (umol/L) | Téesus |Korduvus (CV%)
3,0 4,4 0,8% 0,75 0,3 7,4%
1,0 87 3,0% 0,25 7,4 33,1%
0,4 14,8 5,8% 0,10 -13,2 30,4%
0,2 35,1 7,5% 0,05 58,9 63,9%
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Analtitide Ulekannet hinnati modtes padrast kontsentreerituima kalibratsiooniproovi sisti tehtud
tuhiproovi siisti analliidi signaali pindala. 10 m66tmise korral oli keskmine analiilidi Glekanne kreatiini
puhul korral 0,111 pumol/L (0,0039%) ja guanidinoatsetaadi puhul 0,04 umol/L (0,0052%) (Tabel 7).
Tulemused vastasid esitatud nduetele. Kuna analiilidi Gilekanne kreatiini puhul on 0,111 pmol, mis on
suurem kui EMA pool lubatud 20% LLOQ-st, siis meetodi kvantifitseerimispiiridena satestatakse 0,6
umol/L kreatiini jaoks ja 0,75 umol/L guanidinoatsetaadi jaoks.

Tabel 7. analiidi Gilekande méotetulemused

Kreatiin Guanidinoatsetaat
Signaal Analiiidi Signaal Analiiidi
Kalibraator 6 | Tiihiproov iilekanne (%) Kalibraator 6 | Tiihiproov | llekanne (%)

6491,5 0,179 0,0028% 1665,3 0,097 0,0058%
6459,2 0,273 0,0042% 1767,5 0,043 0,0024%
6438,9 0,189 0,0029% 1716,0 0,060 0,0035%
6659,0 0,274 0,0041% 1784,0 0,08 0,0045%
6528,6 0,248 0,0038% 1672,0 0,088 0,0053%
6110,1 0,232 0,0038% 1806,4 0,137 0,0076%
6228,7 0,251 0,0040% 1770,9 0,045 0,0025%
6281,0 0,277 0,0044% 1794,7 0,097 0,0054%
6169,2 0,304 0,0049% 1743,6 0,084 0,0048%
6311,5 0,227 0,0036% 1781,3 0,173 0,0097%
keskmine: 0,0039% keskmine: 0,0052%

Téesuste madarati rahvusvaheliste kontrollmaterjaliga. Metoodika tdesuse hindamiseks kasutati ERNDIM
kvaliteedikontrolliproove. Kuna kvaliteedikontrolliproove oli vGimalik saada vaid kahel erineval
kontsentratsioonil, siis kasutati tdiendavaks tdesuse hinnangu saamiseks ka 4 patsiendi proovi, mida
moddeti analGiltidega rikastatult ja rikastamata ning mille mddtetulemuste vahe ja lisatud analtudi
suhte (ehk saagise) jargi arvutati tdesus suhtelise halbena. Pdevadevaheline tdesus oli kreatiini puhul
vahemiku -0,9% kuni 8,4%, guanidinoatsetaadi puhul -9,6% kuni 10,9%, jaades lubatud 15% vahemikku.
Paevasisene tOesus varieerus kreatiini puhul vahemikus -0,6% kuni 8,3%, guanidinoatsetaadi puhul -
1,8% kuni 12,7%, jaades lubatud 15% vahemikku.

Pdevadevahelise ja pdevasisese kordustdpsuse madramiseks kasutati kahte ERNDIM
kvaliteedikontrolliproovi ning 4 patsiendi proovi, mis katsid vdimalikult suure vahemiku
mootepiirkonnast. Tdiendavalt kasutati samu proove, mis olid rikastatud anallilitidega, et saada
kordustapsuse hinnang ka korgemate anallitide kontsentratsioonide piirkonnas.
Variatsioonikoefitsiendid jdid kreatiini puhul vahemikku 0,3-2,3% ja guanidinoatsetaadi puhul
vahemikku 1,2-7,8%, olles koikidel juhtudel madalam EMA ndutud 15% kriteeriumist. Paevasisesed
kordustapsuse variatsioonikoefitsiendid olid EMA ndutud 15%-st kriteeriumist vaiksemad, olles kreatiini
puhul vahemikus 0,8-2,7% ja guanidinoatsetaadi puhul 1,0-4,2%.

Valideerimise kdigus uuriti, kas uriiniproovide lahjendamine proovide ettevalmistamise kdigus mdjutab
anallitsi tulemusi. Uuriti 3 proovi ettevalmistamise viisi ning hinnati méddetud tulemuste maksimaalset
Uksteisest erinevust (tulemused tabel 8). Kreatiini jaoks oli see vahemikus 2,4-18,5% (keskmine 9,6%)
ja guanidinoatsetaadi jaoks 6,4—17,3% (keskmine 9,0%). Erinevuste keskmised tulemused jaavad alla
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EMA poolt satestatud kvaliteedikriteeriumit (max 15%) ning siit saab jareldada, et testitud

proovilahjenduse metoodikad ei p&hjusta analllsitulemustes olulisi halbeid.

Tabel 8. Lahjendusefekti m&ju uuringute koondtulemused.

Kreatiin Guanidinoatsetaat
Proov Keskmine | Maksimaalne |Keskmine | Keskmine | Maksimaalne | Keskmine
¢ (umol/L | erinevus %CV ¢ (umol/L | erinevus %CV
Crea) Crea)
Qc1 104,5 2,4% 0,6% 37,8 6,4% 2,5%
Qc2 237,5 4,0% 0,5% 87,5 6,4% 1,1%
Ptl 53,1 5,0% 0,6% 59,8 6,7% 1,8%
Pt2 11,9 18,0% 0,4% 2,8 8,1% 1,2%
Pt3 2,8 18,5% 1,6% 8,0 17,3% 0,6%
Keskmine 9,6% 0,7% 9,0% 1,5%

Analtttide stabiilsust bioloogilistes proovides on varasemalt kirjanduses pd&hjalikult uuritud.
Guanidinoatsetaat on uriinis stabiilne toatemperatuuril vdahemalt 15 paeva, -20 kraadi juures vahemalt
29 pédeva. Kreatiini kontsentratsioon suureneb 15 paeva jooksul +4 kraadi juures keskmiselt 75% ja
toatemperatuuri juures 15 padeva jooksul keskmiselt 326%. -20 kraadi juures on kontsentratsioon
stabiilne vahemalt 29 pdeva. Kilmutatud proovide sulatamise jargselt on oluline proovimaterjali
sonikeerimine vahemalt 10 minuti valtel — vastasel juhul on tdheldatud mdlema analGldi
kontsentratsiooni vihenemist tdenaoliselt viljasadenemise tottu.

Reprodutseeritavuse kriteeriumi vastavad EMA esitatud nduetele. Tulemused on valja toodud tabelis
9ja 10.

Tabel 9. Reprodutseeritavuse andmed kreatiini meetodil

Kreatiin Reprodutseeritavus
keskmine |Nominaalne |Halve |Std.hdlve |(%CV)
QC1 129,0 119,2| 8,3% 3,1 2,4%
Qc2 287,1 275,1| 4,3% 4,7 1,6%
QC1 low 232,7 229,0| 1,6% 4,41 1,9%
QC2 low 395,4 387,1| 2,1% 6,1 1,5%
QC1 med 544,2 529,0| 2,9% 6,3 1,1%
QC2 med 695,0 687,1| 1,1% 72| 1,0%
QC1 high 1719,7 1729,0| -0,5% 95| 0,6%
QC2 high 1892,8 1887,1| 0,3% 240 1,3%
Keskmine 2,5% 1,4%
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Tabel 10. Reprodutseeritavuse andmed guanodinoatsetaadi meetodil

Guanodinoatsetaat Reprodutseeritavus
keskmine |Nominaalne |Halve |Std.hdlve |(%CV)
QC1 43,2 38,4| 12,7% 1,1 2,5%
QC2 101,4 101,5| -0,1% 2,6| 2,6%
QC1 low 68,2 68,2| 0,0% 1,4 2,1%
QC2 low 128,5 126,4| 1,7% 22| 1,7%
QC1 med 145,5 143,2| 1,6% 40| 2,7%
QC2 med 202,4 201,4| 0,5% 3,8 1,9%
QC1 high 435,9 443,2| -1,6% 12,3 2,8%
QC2 high 498,7 501,4| -0,5% 43| 0,9%
keskmine 1,8% 2,1%

Kliinilise valideerimise kaigus anallilsiti patsiendi proovi, kellel oli varasemalt diagnoositud kreatiini
transporteri defitsiit (SLC6A8). Proovi kreatiini sisalduseks mé&arati > 3072 mmol/mol crea (~ 12700
mmol/mol cr) ja guanidinoatsetaadi sisalduseks 166,1 mmol/mol crea. Oluliselt kdrgenenud kreatiini
sisaldus uriinis viitab kreatiini transporteri defitsiidile. M6ddetud anallilitide vaartused on kooskdlas ka
Tallinna Terviseametis labiviidud anallisidega samast proovimaterjalist (kreatiin 11314,5 mmol/mol
crea; guanidinoatsetaat 155,84 mmol/mol crea). Kuna metoodika vastab koikidele EMA esitatud
nduetele voib metoodika kasutusele votta. Kliinilisele valideerimise nduetes on erisus harvikhaigustele
ja tdiendavaid vordlusmootmisi voib teostada veel pikemat aega parast analldtilist valideerimist.
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5.

KOKKUVOTE

Uurimistdo kadigus kohandadi kirjanduses publitseeritud protokolli, mis pShines Carling jt 2008 aastal
publitseeritud uurimistool: “Simultaneous determination of guanidinoacetate, creatine and creatinine
in urine and plasma by underivatized liquid chromatography-tandem mass spectrometry”. Kohandati
TUK Geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku ainevahetuslaboris kasutusel olevatele seadmetele.
Metoodika eesmark oli maarata kreatiini ja guanodinoatsetaati uriinis vedelikkromatograafia-
tandemmassispektromeetria meetodil.

Viisime labi valideerimise protseduur tdies ulatuses vastavalt 2022 Euroopa Ravimiameti ,,ICH guideline
M10 on bioanalytical method validation and study sample analysis” juhistele, mis hakkasid kehtima 1
jaanuarist 2023. Valideerimise protsessis saadud mdotetulemustega hinnata meetodi selektiivsust,
spetsiifilisust, anallldi Ulekannet, md&oteala, kalibratsiooni koverat, tdpsust, kordustdpsust,
lahjendamisel avalduvat mdju, maatriksi efekti, stabiilsust ja meetodi reprodutseeritavust. Tulemuseks
leidsime, et meetodit saab rakendada ettendahtud eesmargil. Kdik moddetud naitajad vastasid EMA
kehtivatele nGuele.

Tulevikus tuleks teostada taiendavaid uuringuid Kkliinilis valideerimise labiviimiseks. Kuna kreatiini
tulemusi tihti normaliseeritakse kreatiniini tulemustega siis tuleks tulevikus proovida meetodit
taiustada, et sellega oleks voimalik ka kreatiniini uriinist kvantitatiivselt maarata sama analiisi
protseduuriga.
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6.

SUMMARY

During the research, the protocol published in the literature was adapted, which was based on the
research work published by Carling et al. in 2008: "Simultaneous determination of guanidinoacetate,
creatine and creatinine in urine and plasma by underivatized liquid chromatography-tandem mass
spectrometry". It was adapted to the equipment used in the metabolic laboratory of the Genetics and
Personal Medicine Clinic of TUK. The aim of the methodology was to determine creatine and
guanodinoacetate in urine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry.

We carried out the validation procedure in full accordance with the 2022 European Medicines Agency
"ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and study sample analysis" instructions, which
came into force on January 1, 2023. With the measurement results obtained during the validation
process, we evaluated the method's selectivity, specificity, carry over, measurement area, calibration
curve, precision, repeatability, dilution effect, matrix effect, stability and method reproducibility. As a
result, we found that the method can be applied for the intended purpose. All measured indicators
were in accordance of the EMA requirements.

In the future, further studies should be performed to perform clinical validation. Since the results of
creatine are often normalized with the results of creatinine, the method should be improved in the
future so that it is also possible to quantitatively determine creatinine from urine in the same analytical
run.
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9. LISAD

LISA 1. Interferentsi uuringu kromatogrammid.
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Pt7 Cal1+3-GPAPt7 Cal 1+ 3-GPA

100 377
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100 Creatine-1S:3.48:201069.11:1792659
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Joonis 6. B8-guanidinopropioonhappe interferentsi uuringu kromatogrammid.
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Joonis 7. N-atsetiiiil-8-alaniini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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Joonis 8 N-atsetiiiil-8-alaniini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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GUA_20230901_016 Smooth(Mn,1x2)
Ft1 Cal 1 +Ac-Gly Pt 1 Cal 1 +Ac-Gly

100 Creatine;3.50;13085.15,119083
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GUA_20230801_016 Smooth(Mn, 1x2)
Pt1 Cal 1 +Ac-Gly Pt1 Cal 1 +Ac-Gly

100 Creatine;3.51,60539.38;567548
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GUA_20230901_016 Smoath(Mn, 1x2)
Pt1 Cal 1+Ac-Gly Pt 1 Cal 1 +Ac-Gly
100 Creatine-13;3.49,190152.08,1539714
o
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Joonis 9 N-atsetiiiilgliitsiini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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GUA_20230801_022 Smooth(Mn, 1x2)
Pt7 Cal 1+ 3-GPAPtT Cal 1+ 3-GPA

100 Guanidinoacetate _ Guanidinoacetate;2.93;226.¢
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226.65
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Euanidinnacetate;zg?»;:
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GUA_20230801_022 Smooth{Mn, 1:2)
Pt7 Cal 1+ 3-GPAPtT Cal 1+ 3-GPA
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F 24dast

GUA_20230801_022 Smooth{Mn, 1x2)
Pt7 Cal 1+ 3-GPAPtT Cal 1 + 3-GPA

Guanidinoacetate-15 _

100 2.91
14054.83
124773
%
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Joonis 10 8-guanidinopropioonhappe interferentsi uuringu kromatogrammid.
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GUA_20230901_018 Smooth{Mn,1x2}
Pt3 Cal 1 +Ac-AlaPt3 Cal 1+Ac-Ala

Guanidinoacetate;2.95,212 16,2130
Guanidinoacetate; 2 85,212 1621 3& Euanidinn acetate;2.95,21=

100

A B RAaad niaas o s Lo et S Sty Eadet sabnd Lot L 1

GUA_20230801_018 Smooth{Mn,1:x2)
Pt3 Cal 1 +Ac-Ala Pt3 Cal 1 +Ac-Ala
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GUA_20230901_018 Smooth{Mn,1x2}
Pt3 Cal 1 +Ac-AlaPt3 Cal 1+Ac-Ala

Guanidinoacetate-15 _

100 2.90
12450 55
111148
%
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Joonis 11 N-atsetiidilalaniini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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GUA_20230901_020 Smooth{Mn, 1x2)

Sip 20230901020 Smoom(tin 1) Guanidinoacetate
Cuanidinoacetat 2.91
N uanidinoacetate_ 240 76
2.9 3030
24076
. 3030 Eu anidinoacetate;2.91;24

101 92 181457
s SO 173 1.88

GUA_20230801_020 Smooth(Mn, 1x2)

Pt 5 CEI' -1 +.'é'.|:—t|-.'é'.|El Pt 5 CEI' -1 +.'é'.|:—t|-.'é'.|El Guanidinﬂacetate
100 Guanidinoacetate _ 2.90
2.90 12267
122 67 1240
i 1.99 1240

3.54
320 348

GUA_20230901_020 Smooth{Mn, 1x2)
Pt5 Cal 1+Ac-b-Ala Pt5 Cal 1+ Ac-b-Ala

100 Guanidinoacetate-15;2. 9112758 89120265
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Joonis 12 N-atsetiiiil-8-alaniini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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GUA_20230901_016 Smooth(Mn, 1x2)
Ft1 Cal 1 +4c-Gly Pt1 Cal 1 +Ac-Gly

100
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GUA_20230901_016 Smooth(Mn, 1x2)
Pt1Cal 1+Ac-Gly Pt1Cal 1 +Ac-Gly

Guanidinoacetate _
L 2.01 2.90
71.849
834

100

3.55

228 27252
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GUA_20230001_016 Smooth(Mn, 1x2)
Pt1 Cal 1+Ac-Gly Pt 1 Cal 1 +Ac-Gly

100 Guanidinoacetate-13,2. 9112556 42121223

L) Ly L) Ll L L L B L) L) L) ML) WLl ) e
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Joonis 13 N-atsetiiiilgliitsiini interferentsi uuringu kromatogrammid.
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LISA 2. Maatriksi efekti paevasisesed mdotetulemused

Kreatiini pdevasisene Guanidinoatsetaadi paevasisene
c Lisatud ¢ | Halve (%) | Saagis (%) |SD | %CV | TGesus c Lisatud Hilve (%) | Saagis (%) |SD | %CV | Toesus
(umol/L) | (umol/L) (accuracy) (umol/L) | c(umol/L) (accuracy)
QC1 119,2 8,3% 3,5(2,7% 108,3% QcC1 38,4 12,7% 1,2(0,3% 112,7%
QC2 275,1 4,3% 5211,8% 104,3% QC2 101,5 -0,1% 2,9 0,0% 99,9%
Ptl1 66,1 Ptl 70,0
Pt2 14,8 Pt2 3,2
Pt3 3,6 Pt3 9,1
Pta 164,8 Pt4 64,3
QC1 low 229,0 100,0 3,7% 103,7% | 4,9|2,1% 101,6% QC1 low 68,2 25,0 0,0% 100,0% | 1,6|2,3% 100,0%
QC2 low 387,1 100,0 8,3% 108,3% | 6,8|1,7% 102,1% QC2 low 126,4 25,0 8,6% 108,6% | 2,4|1,9% 101,7%
Pt1 low 166,1 100,0 5,2% 105,2% | 4,4|2,6% 103,1% Pt1 low 95,0 25,0 5,0% 105,0% | 3,0|3,1% 101,3%
Pt2 low 114,8 100,0 4,6% 104,6% | 2,0|1,7% 104,0% Pt2 low 28,2 25,0 3,8% 103,8% | 0,8|2,6% 103,4%
Pt3 low 103,6 100,0 6,6% 106,6% | 1,8|1,6% 106,3% Pt3 low 34,1 25,0 4,9% 104,9% | 0,9 2,4% 103,6%
Pt4 low 264,8 100,0 7,4% 107,4% | 2,5|0,9% 102,8% Pt4 low 89,3 25,0 12,3% 112,3% | 3,9|4,2% 103,4%
QC1 med 529,0 400,0 3,8% 103,8% | 7,0|1,3% 102,9% QC1 med 143,2 100,0 2,2% 102,2% | 4,4|3,1% 101,6%
QC2 med 687,1 400,0 2,0% 102,0% | 8,1|1,2% 101,1% QC2 med 201,4 100,0 1,0% 101,0% | 4,2|2,1% 100,5%
Pt1 med 466,1 400,0 7,1% 107,1% | 4,9|1,0% 106,1% Pt1 med 170,0 100,0 5,6% 105,6% | 2,3]|1,3% 103,3%
Pt2 med 414,8 400,0 5,5% 105,5% | 7,7|1,8% 105,3% Pt2 med 103,2 100,0 4,8% 104,8% | 2,8|2,6% 104,7%
Pt3 med 403,6 400,0 6,3% 106,3% | 3,5|0,8% 106,3% Pt3 med 109,1 100,0 3,5% 103,5% | 2,4|2,1% 103,2%
Pt4 med 564,8 400,0 3,9% 103,9% | 9,1|1,6% 102,7% Pt4 med 164,3 100,0 4,6% 104,6% | 1,8]|1,1% 102,8%
QC1 high 1729,0 1600,0 -0,6% 99,4% | 10,6 | 0,6% 99,5% QC1 high 443,2 400,0 -1,8% 98,2% | 13,8 | 3,2% 98,4%
QC2 high 1887,1 1600,0 0,4% 100,4% | 26,8 | 1,4% 100,3% QC2 high 501,4 400,0 -0,7% 99,3% | 4,8|1,0% 99,5%
Pt1 high 1666,1 1600,0 1,4% 101,4% | 24,0 | 1,4% 101,3% Pt1 high 470,0 400,0 -0,8% 99,2% | 6,1|1,3% 99,4%
Pt2 high 1614,8 1600,0 1,6% 101,6% | 16,5 | 1,0% 101,6% Pt2 high 403,2 400,0 0,4% 100,4% | 8,1|2,0% 100,4%
Pt3 high 1603,6 1600,0 1,1% 101,1% | 19,4 | 1,2% 101,1% Pt3 high 409,1 400,0 0,3% 100,3% | 6,7 |1,6% 100,3%
Pt4 high 1764,8 1600,0 1,6% 101,6% | 14,6 | 0,8% 101,4% Pt4 high 464,3 400,0 -1,4% 98,6% | 85|1,8% 98,8%
Keskmine 3,9% 103,9% 1,4% 102,8% Keskmine 2,9% 102,9% 2,2% 101,4%
[Type here] Tallinn 2024 [Type here]




LISA 3. Maatriksi efekti paevadevahelised mddtetulemused

Kreatiini pdevadevaheline téesus

Guanidinoatsetaadi pdevadevaheline toesus
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Proov c Lisatud ¢ | Hdlve Saagis (%) |SD |%CV | Toesus Proov c Lisatud c | Halve (%) | Saagis (%) |SD | %CV | TGesus
(umol/L) | (umol/L) | (%) (accuracy) (umol/L) | (umol/L) (accuracy)
QC1 119,2 8,4% 1,9 0,1% 108,4% QC1 38,4 4,9% 3,1(0,1% 104,9%
QcC2 275,1 5,3% 3,6 | 0,0% 105,3% Qc2 101,5 0,2% 4,3|0,0% 100,2%
Ptl1 66,7 Ptl 69,8
Pt2 14,5 Pt2 3,2
Pt3 3,5 Pt3 9,0
Pt4 167,1 Pt4 65,3
QC1 low 229,2 100,0 4,9% 104,9% | 1,4| 0,6% 102,2% QC1 low 65,3 25,0 10,9% 110,9% | 2,8|4,1% 104,2%
QC2 low 389,6 100,0 7,8% 107,8% | 7,9| 2,0% 102,0% QC2 low 126,7 25,0 -5,1% 94,9% | 6,6|5,2% 99,0%
Pt1 low 166,7 100,0 5,6% 105,6% | 1,9| 1,1% 103,4% Pt1 low 94,8 25,0 -9,6% 90,4% | 4,3|4,7% 97,5%
Pt2 low 114,5 100,0 4,5% 104,5% | 2,0| 1,7% 104,0% Pt2 low 28,2 25,0 4,3% 104,3% | 0,8]2,8% 103,8%
Pt3 low 103,5 100,0 5,8% 105,8% | 2,0| 1,8% 105,6% Pt3 low 34,0 25,0 3,9% 103,9% | 1,5|4,2% 102,8%
Pt4 low 267,1 100,0 3,5% 103,5% | 1,5| 0,5% 101,3% Pt4 low 90,3 25,0 4,0% 104,0% | 5,0|5,4% 101,1%
QC1 med 529,2 400,0 3,9% 103,9% | 7,6| 1,4% 102,9% QC1 med 140,3 100,0 3,4% 103,4% | 3,2|2,3% 102,4%
QC2 med 689,6 400,0 1,3% 101,3% | 10,7 | 1,5% 100,8% QC2 med 201,7 100,0 -2,2% 97,8% | 10,6 | 5,3% 98,9%
Pt1 med 466,7 400,0 5,0% 105,0% | 8,3| 1,7% 104,3% Pt1 med 169,8 100,0 2,6% 102,6% (12,1 7,0% 101,5%
Pt2 med 414,5 400,0 5,7% 105,8% | 7,3| 1,7% 105,5% Pt2 med 103,2 100,0 5,9% 105,9% | 6,1|5,6% 105,7%
Pt3 med 403,5 400,0 5,1% 105,1% | 10,0 | 2,3% 105,1% Pt3 med 109,0 100,0 -0,2% 99,8% | 4,1|3,7% 99,8%
Pt4 med 567,1 400,0 2,0% 102,0% | 4,7| 0,8% 101,4% Pt4 med 165,3 100,0 0,6% 100,6% | 7,3|4,4% 100,3%
QC1 high 1729,2 1600,0 -0,9% 99,1% | 4,8| 0,3% 99,2% QC1 high 440,3 400,0 1,6% 101,6% | 14,9 | 3,3% 101,4%
QC2 high 1889,6 1600,0 2,2% 102,2% | 38,5| 2,0% 101,9% QC2 high 501,7 400,0 0,0% 100,0% | 9,1|1,8% 100,0%
Pt1 high 1666,7 1600,0 2,4% 102,4% | 18,6 | 1,1% 102,3% Pt1 high 469,8 400,0 -0,2% 99,8% | 5,8|1,2% 99,8%
Pt2 high 1614,5 1600,0 1,8% 101,8% | 12,8 | 0,8% 101,8% Pt2 high 403,2 400,0 -4,7% 95,4% | 15,4 | 4,0% 95,4%
Pt3 high 1603,5 1600,0 -0,4% 99,7% | 5,5| 0,3% 99,7% Pt3 high 409,0 400,0 -0,6% 99,4% | 9,91|2,4% 99,4%
Pt4 high 1767,1 1600,0 1,1% 101,1% | 26,8 | 1,5% 101,0% Pt4 high 465,3 400,0 -1,6% 98,5% | 18,4 | 4,0% 98,7%
Keskmine 3,4% 103,4% 1,3% 102,5% Keskmine 0,7% 100,7% 4,0% 100,7%




LISA 4. Keskmised kalibreerimiskdverad kreatiiini ja guanidinoatsetaadi analliusil

Kreatiini Guanidinoatsetaadi
kalibratsioonigraafik kalibreerimisgraafik
8000 2000
3 7000 y= 2,1914X + 0,1415 g y= 2,2698X -2E-13
S 6000 R?=1 S 1500 R2=1
o o
g g
5 'S 1000
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3 3
s s 500
c c
< <
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0 1000 2000 3000 4000 0 200 400 600 800 1000
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Joonis 5. Kalibreerimisgraafikud kreatiini ja guanidinoatsetaadile. Graafikud on koostatud summeerides 5 kalibratsiooni andmestikust.
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