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SOUHRN

Cil studie: Zavedeni metody stanoveni hladin neurotransmiterovych metabolitd v mozkomi$nim moku do rutinni klinické
praxe je podminkou vC€asné diagnostiky a IéCby neurotransmiterovych onemocnéni v détském veku.

Material a metoda: Metodou vysoce Ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekei bylo analyzo-
vano 82 vzorkd mozkomigniho moku détskych pacientll s podezrenim na neurometabolické onemocnént.

Vysledky: Byla stanovena vékove vazana referencni rozmezi. Ve tfech vzorcich byla prokézana patologicky snizena kon-
centrace kyseliny homovanilové. U dvou pacientd s vyznamnou mikrocefalii a zavaznym organickym poskozenim mozku se
pravdépodobné jedna o sekundarni deficit. Neurologicky nalez u tretiho pacienta svedcil pro primarni poruchu metabolismu
neurotransmitert na Urovni tyrosinhydroxylézy (TH). Deficit TH byl ndsledné potvrzen na molekuléarné-genetické trovni.
Zavér: Diagnostika poruch metabolismu biogennich amind je obtizné a vyzaduje provedeni lumbaini punkce se specidlnim
odbérem mozkomisniho moku. Na nasem pracovisti jsme vySetfeni hladin neurotransmiterovych metabolitdl zaradili do ru-
tinni diagnostiky v&ech déti s podezienim na neurometabolické onemocnéni. Diagnostikovali jsme prvniho pacienta v Ceské
republice s primarni poruchou metabolismu neurotransmitert a zahdjili 1Ebu.
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SUMMARY

Szentivanyi K., Hansikova H., Kirijt J., Zeman J., Honzik T.: The importance of biogenic amines metabolites
determination in cerebrospinal fluid by high performance liquid chromatography in the diagnostics of pediatric
neurotransmitter disorders

Objective: The implementation of cerebrospinal fluid neurotransmitter metabolites analysis in clinical routine is necessary for
early diagnosis and treatment of pediatric neurotransmitter disorders.

Material and methods: We analysed 82 cerebrospinal fluid samples from children suspected of neurometabolic disorder
using high performance liquid chromatography coupled with electrochemical detection.

Results: We established age-related reference values. In three samples the level of homovanillic acid was found to be
markedly decreased. In two patients with severe microcephaly and extensive organic brain damage secondary deficit is
concerned. Neurological findings in third patient led us to the suspicion of primary neurotransmitter metabolism disorder at
the level of tyrosine hydroxylase (TH). Subsequently, TH deficiency was confirmed by molecular genetic analysis.
Conclusion: Diagnosis of biogenic amines metabolism disorders is difficult and needs lumbar puncture to be performed.
In our hospital we implemented cerebrospinal fluid neurotransmitter metabolites analysis into routine diagnostic workup
for every patient suspected with neurometabolic disorder. We diagnosed first Czech patient with primary neurotransmitter
metabolism disorder and commenced the treatment.

Key words: cerebrospinal fluid, liquid chromatography, neurotransmitter disorder, biogenic amines.

Uvod

Monoaminy, katecholaminy a serotonin — rovnézZ na-
zyvané biogenni aminy — jsou neurotransmitery, které
ovliviiuji mnozstvi neuronalnich funkci. Jejich biosyntéza
probiha v centrainim a vegetativnim nervovém systému
(CNS, VNS). V ramci centraini nervové soustavy se, kro-
me jiného, zUc¢astnuji regulace psychomotorickych funkct
diky dlleZité roli v fizeni pohybové koordinace a viivu na
proces uceni, Uroven védomi, zpracovani vnéjSich pod-
nétd, pamét, apetit, emodni stabilitu, spanek, naladu, se-
xualni chovani a sekreci hormond. Periferné jsou dilezité

pro termoregulaci a modulaci vnimani bolesti, prokrven,
stfevni motilitu, hemostazu a imunitni odpoved [1].

Neurotransmiterova onemocnéni predstavuiji vzac-
nou skupinu neurometabolickych poruch s manifestaci,
zejména v raném détstvi. V novorozeneckém veéku se
projevuiji nespecifickymi priznaky — potizemi s pfijmem
potravy, snizenym svalovym napétim, opozdénym psy-
chomotorickym vyvojem. | kdyz se jedna o onemocné-
ni s velice variabilnim klinickym obrazem, jako hlavni
syndrom Ize oznadit détsky parkinsonismus. Nicméné
klinicka diagnostika je obtizna a vyzaduje vhodny sou-
bor specializovanych laboratornich vySetfeni [2].
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Diagnostika poruch metabolismu neurotransmiter(
je zalozena predevsim na vySetfeni neurotransmite-
rovych metabolitd v mozkomiSnim moku, jehoz Uzky
anatomicky vztah s nervovou tkani poskytuje dilezité
informace o obratu biogennich amin® v CNS [3]. Analy-

za perifernich biologickych vzorki (plazma, krev, mog)
neni dostacujici.

V metabolické draze biogennich amind je zna-
mo deset enzymovych poruch (obr. 1). Enzy-
movy defekt m0ze byt pfitomen jak v dréze bio-
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Fig. 1. Metabolism of serotonin and catecholamines [19]. Enzymatic defects indicated in bold and italic type. The highlighted
metabolites can be measured in our laboratory

Neo: neopterin; GTP: guanosine triphosphate; NH2TP: dihydroneopterin triphosphate; BH,: tetrahydrobiopterin; gBH,,: quinoid
dihydrobiopterin; GTPCH: GTP cyclohydrolase I; PTPS: 6-pyruvoyltetrahydropterinsynthase; 6-PT: 6-pyruvoyltetrahydropterin;
SR: sepiapterin reductase; DHPR: dihydropteridine reductase; PCD: pterin-4a-karbinolamine dehydratase; TH: tyrosine hyd-
roxylase; TPH: tryptophan hydroxylase; L-dopa: L-3,4-dihydroxyphenylalanine; AADC: aromatic L—amino acid decarboxylase;
DBH: dopamine-B-hydroxylase; COMT: catechol-ortho-methyltransferase; MAO: monoamine oxidase; PNMT: Phenyletha-
nolamine N-methyltransferase; DOPAC: 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; 3MT: 3-methoxytyramine; HVA: homovanillic acid;
5-HIAA: 5-hydroxyindolacetic acid; NM: normetanephrine; M: metanephrine; ALD: intermediate aldehyde (3-methoxy-4-hyd-
roxyphenyl-hydroxyacetat-aldehyde); MHPG: 3-methoxy-4-hydroxy-phenylglycol; VMA: vanillylmandelic acid; aldd.: aldehyd
dehydrogenase (CNS); alcd: alcohol dehydrogenase (periphery)

156 Klinicka biochemie a metabolismus 3/2011



syntézy, tak i katabolismu. Zavislost nékterych
enzym0 na pfitomnosti funkéniho kofaktoru (napf.
tetrahydrobiopterin; BH4) pfispiva ke slozitosti in-
terpretace laboratornich vySetfeni. Analyza mozko-
miSniho moku poskytuje aktudlni profil neurotrans-
miterovych metabolitl, které umoznuji s rdznou
presnosti lokalizovat Uroveri defektu. Mezi nejdUle-
ninu: kyselina homovanilova (HVA) a 5-hydroxyindol-
acetat (5-HIAA), déle 3,4-dihydroxyfenylacetat (DO-
PAC) a 3-methoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG) [4].

Biogenni aminy jsou elektroaktivni latky, které je
mozné efektivné detekovat v biologickych tekutinach
vyuzitim vysoce Ucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s elektrochemickym detektorem (ECD) [5]. Fluo-
rimetrické detekce po derivatizaci nebo chemiluminis-
cencni detekce byly rovnéz popsany [6-8].

Cilem prace je detailné popsat metodu analyzy me-
tabolitd biogennich amind v mozkomi$nim moku na
nasem pracovisti a shrnout nase zkusenosti s analyzou
vzork{ véetné stanoveni referencnich rozmezi nasi la-
boratore.

Material a metody

Soubor

Soubor tvofilo 82 déti (divky/chlapci: 43/39) ve véku
od jednoho mésice do sedmnacti let (median: 1,3 let),
u nichz bylo indikovano vySetreni pro klinické podezre-
ni na neurometabolické onemocnéni. Osm kontrolnich
vzorkd pochazelo od déti s podezienim na neuroin-
fekci, ktera nebyla potvrzena. Nebylo u nich vysloveno
ani podezreni na metabolické onemocnéni, proto tento
soubor predstavuje referencni skupinu. Mezi vylucova-
ci kritéria dale patfily: motorické dysfunkce, abnormalini
nélez na zobrazeni centralni nervové soustavy.

Priprava vzorkut

Odbér mozkomidniho moku byl standardizovany
[4]. Vzorky byly odebrany mezi 9. a 11. hodinou do-
poledni. Analyza biogennich amin( byla u déti do dvou
let v€éku provedena z druhého mililitru, u starSich déti
ze Ctvrtého mililitru mozkomidniho moku. Vzorky byly
ihned po odbéru zamrazeny v lazni suchy led/etanol
nebo pfimo v tekutém dusiku a uskladnény pfi teplo-
té -80 °C do doby analyzy. Sanguinolentni vzorky byly
ihned centrifugovany (8 min., 10000 x g, pokojova tep-
lota — RT) a Cisty supernatant byl uskladnén pfi stejnych
podminkach. Pred analyzou bylo 200 pl rozmrazené-
ho mozkomisniho moku deproteinovano 10 pl kyseli-
ny chloristé (4 mmol/l). Vzorek byl poté centrifugovan
(8 min., 10000 x g, RT) a supernatant byl neutralizo-
van fosfore¢nanovym pufrem (H,PO, 2,5 mmol/l, KOH
1,5 mmol/l) na pH 5-7. Nasledné byl vzorek po deseti-
minutovém stani na ledoveé tfisti centrifugovan (1 min.,
10000 x g, RT) a 20 pl supernatantu bylo aplikovano na
HPLC kolonu.

Standard
Substance standardu (Sigma-Aldrich: DOPAC,

MHPG, 5-HIAA, HVA) byly nafedéné v kyseling chloristé
(0,1 mmol/l) a smés byla neutralizovana pouzitim fosfo-
reCnanového pufru (H,PO, 2,5 mmol/l, KOH 1,5 mmol/l).

Podminky analyzy

DOPAC, MHPG, 5-HIAA, HVA byly analyzovany po-
moci izokratické HPLC (Gilson 712) s amperometrickym
elektrochemickym detektorem. Mobilni faze byla tvore-
na roztokem citrat-acetatového pufru o pH 5,1 (kyseli-
na citronova 28 mmol/l, acetat sodny 83 mmol/l; EDTA
100 pmol/l) a metanolu (85/15 v/v). Elektrochemické
podminky byly nasleduiici: napéti na analytické cele 850
mV, rozsah 5 nA/V. Metabolity neurotransmiterd byly
separovany na koloné s reverzni fazi (C18, 250mm x
2mm; 4 um, Phenomenex). Rychlost pritoku byla 0,3
ml/min a davkovaci objem 20 pl. Vzorky i standard byly
analyzovany v dubletu. Identifikace pikd byla provedena
na zakladé korelace retencnich ¢asl analytd ve vzorku
mozkomisniho moku a ve standardnim vzorku a rovnéz
vnitfnim pridavkem standardd do vzorku mozkomigniho
moku (obr. 2A). Chromatograficka data byla zpracovana
programem Gilson Appl. 712.

Vysledky

Bylo vySetfeno 82 vzorkl mozkomisniho moku od
détskych pacientll se suspekci na neurometabolické
onemocnéni. Na obrazku 2B uvadime piiklad analyzy
mozkomisniho moku u ditéte s fyziologickym nalezem
hladin HVA a 5-HIAA. Ve tfech vzorcich byla nalezena
patologicky snizena koncentrace kyseliny homovanilové
(obr. 2C). U dvou pacientek v klinickém obrazu dominuje
zavazné organické postizeni mozku s redukci jeho par-
enchymu. Vzhledem k tomuto nalezu byly vysledky vy-
hodnoceny jako sekundarnizmeény. U tfetiho pacienta byl
napadny dystonicky syndrom, porucha okohybné funkce
a neurovegetativni dysfunkce. Hladina HVA dosahovala
55% dolni hranice referencniho rozmezi pro dany vek.

Podle dfive publikovanych vékové vazanych refe-
renCnich rozmezi [4] jsme sestavili viastni referencni
skupinu (n = 8), kterou pribézné dopliujeme. Tato
normalni rozmezi se nachazeji v intervalech uvedenych
v literature (tab. 1).

Prehled klinickych a biochemickych nalez( u pa-
cientl se snizenou koncentraci HVA je v tabulce 2,
kde rovnéz uvadime referencni meze souboru 123 détf
z prace Zeman et al. [9]. V této praci byla pouzita me-
toda HPLC s ECD, kterou jsme vSak pro nasi studii mo-
difikovali. U vySetfovanych déti byla pfitomna zavazna
neurologicka symptomatologie, ale u zadného ditéte
nebylo prokazano neurotransmiterové onemocnéni.

Pro screeningové vySetfeni metabolismu neuro-
transmiterd méa hlavni vyznam koncentrace produktli
degradace dopaminu a serotoninu — metabolitd HVA
a 5-HIAA. Pri jejich patologické koncentraci je moz-
né k upfesnéni poruchy stanovit také hladinu dalSich
metabolitll (DOPAC, MHPG), jejichZ fyziologicka kon-
centrace je velice nizkd. Popsanou metodou Ize jejich
detekci v mozkomiSnim moku provést po malé Uprave
technickych parametr(i HPLC systému.
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Fig. 2. HPLC chromatogram of neutransmitter metabolites

A. HPLC chromatogram of standard mixture. DOPAC: 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; MHPG: 3-methoxy-4-hydroxy-phenyl-
glycol; HVA: homovanillic acid; 5-HIAA: 5-hydroxyindolacetic acid

B. HPLC chromatogram of cerebrospinal fluid — healthy control.

C. HPLC chromatogram of cerebrospinal fluid from patient 1 suspected of dopamine metabolism disorder. DOPAC: 3,4-di-
hydroxyphenylacetic acid; MHPG: 3-methoxy-4-hydroxy-phenylglycol;

HVA: homovanillic acid; 5-HIAA: 5-hydroxyindolacetic acid
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Table 1. Age-related reference intervals for monoamine metabolites in cerebrospinal fluid [4]

Age HIAA HVA
[years] [nmol/1] [nmol/N]
0-0.2 208-1159 337-1299

0.2-0.5 179-711 450-1132
0.5-2 129-520 294-1115

2-5 74-345 233-928
5-10 66-338 218-852
10-15 67-189 167-563

5-HIAA - 5-hydroxyindolacetic acid, HVA — homovanillic acid

Table 2. Clinical and biochemical findings in patients with severe decrease of cerebrospinal fluid homovanillic acid concentration

Patient HVA (nmol/l)
sex/age Clinical findings o Normal range
(years) Deficit
Hyland, K. [4] Zeman, J. [9]
1. |9/0.4 microcephaly, severe hypoxic-ischemic 79 450-1132 214-422
encephalopathy, brain atrophy
2. g7 severe microcephaly, brain atrophy 94 294-1115 143-351
3. | b/5 dystonic syndrome, quadruspasticity, 64 218-852 131-329
oculomotor dysfunction

b - boy, g - girl, HVA — homovanillic acid
Diskuse

Identifikace tii patologickych profilli neurotransmite-
rovych metabolit’ v relativné malém souboru pacientt
by mohla svédcit pro jinak velice vzacnou primarni po-
ruchu metabolismu neurotransmiter(l. Vysledky vysoce
specidlni analyzy je proto tfeba interpretovat obezret-
né, s védomim vyskytu moznych sekundérmich viivi na
jednotlivé faze vySetreni i samotného pacienta.

Preanalyticka faze, standardizace odbéru

V pripadé interpretace vysledkd vySetfeni koncent-
race neurotransmiterovych metabolitd je nutné zohled-
nit faktory zasahuijici do preanalytické faze. Spolehlivost
vysledkd specializovanych vySetfeni je mozné dosah-
nout jen pfi striktnim dodrzovani doporucovanych
protokold: Samotny odbér mozkomisniho moku je po-
tfebné provést v dopolednich hodinach pro znamou
diurndlni fluktuaci hladin neurotransmitert. Vzhledem
k existenci rostrokaudalniho koncentra¢niho gradientu
neurotransmiterovych metabolitl doporucujeme k vy-
Setfeni pouzit u déti do dvou let véku mozkomidni mok
z druhého mililitru, u strasich déti ze Ctvrtého mililitru.
Arteficidlni oxidaci metabolitd neurotransmiterti hemo-
lyzovanymi erytrocyty Ize zabranit bezprostfedni cent-
rifugaci mozkomisniho moku. Po odbéru je nezbytné
okamyzité zmrazeni vzorku na suchém ledu nebo pfmo
v tekutém dusiku a skladovat pfi teploté -80 °C. Stabili-
ta sledovanych metabolitll v takto uskladnéném vzorku
se prodluzuje na nékolik mésicl az let. Pfi transportu do
laboratofe musime zabranit rozmrazeni vzorku [10, 11].

Volba metodiky

K analyze neurotransmiter( a jejich metabolitd se
vyuzivaji metody radiochemické a metody plynové a vy-
sokoucginné kapalinové chromatografie (GC a HPLC).

V pfipadé radiochemickych metod predstavuiji zakladni
pfistupy oxidacni metody, radioenzymatické a radio-
imunologické eseje. Kazda radiochemicka metoda ma
své prednosti i nedostatky. Nepatfi k technikam prvni
volby, protoze neumoznuiji determinovat skupinu neu-
rotransmiter’ a jejich metabolitl v rdmci jedné analyzy.
Navic pro rutinni praci s velkym mnozstvim vzork( neni
vhodné pouzivat radioizotopy.

Plynova chromatografie je vysoce senzitivni meto-
da, jejiz detekeni limity se pohybuiji v rozmezi jednotek
pikomolt. Priprava vzork({ pro GC analyzu vSak vyza-
duje derivatizaci neurotransmiterovych metabolitd za
Ucelem dosaZeni dostatecné tékavosti analytll. Variabi-
lita ve vytézku derivatizace analyt’ pro GC analyzu pak
mUze zplsobit nepresnosti v kvantifikaci analyt(l, coz je
jistou nevyhodou GC metody.

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie je v sou-
Casnosti rutinné aplikovana pfi analyze biogennich ami-
nd a jejich metabolit’. Vynikajici separace je mozné do-
sahnout i na kratkych kolonach se stacionarni reverzni
fazi. Snadnd oxidabilita katecholamin( a neurotrans-
miterovych metabolit’ je preduréuje k detekci elektro-
chemickym detektorem (ECD) [12]. Kombinace HPLC
s ECD v tomto pfipadé patfi k nejastéji pouzivanym
metodam diky vysoké senzitivité a selektivité. Pri detek-
ci je mozné vyuzit amperometricky nebo coulometricky
detektor. Proud vznikajici pfi amperometrickém méreni
je ptimo umeérny koncentraci elektrochemicky aktivnich
molekul. Naproti tomu vyuziti coulometrie umozfiuje
kvantitativng efektivngjSi (témeér stoprocentni) detekci
a zvySuje tak senzitivitu analyzy.

Mezi dalsi moznosti detekce patfi vyuziti fluores-
cenéniho detektoru. Metabolity neurotransmiterd ma-
zeme detekovat v nativni formé nebo po derivatizaci
fluorescencnim Cinidlem s obdobné vysokou senzitivi-
tou a specificitou, jako je tomu u ECD.
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Metodiky HPLC s ECD nebo fluorescenénim de-
tektorem jsou senzitivni a specifické, umoznuji rych-
lou a reproducibilni analyzu s minimalni preanalytickou
Upravou vzorku [13]. Spolehlivost vysledkd je vzhledem
k mnoha proménnym faktordm pfi odbéru vzorku (di-
urnalni- fluktuace, rostrokaudalni gradient, arteficialni
oxidace metabolitl) mozné doséhnout jen pfi dodrzeni
doporucovanych protokoll [14].

V posledni dobé se v ramci detektorl do popredi
dostava hmotnostni spektrometrie (MS). MS detektor
v kombinaci se separadéni technikou jako plynova nebo
kapalinova chromatografie je vysoce specificky. Senzi-
tivita v8ak v soucCasnosti neni postacujici pro kvantifi-
kaci neurotransmiterovych metabolitl v plazmé pro je-
jich velice nizkou koncentraci. PFi analyze biologickych
vzork( je navic nékdy nutna jejich predbézna Uprava,
napr. vyuzitim extrakce na pevné fazi (solid-phase ex-
traction) [15].

Sekundarni zmény profilu neurotransmiterovych
metabolitt

| kdyz ma vySetfeni mozkomisniho mozku v dia-
gnostice neurotransmiterovych poruch své nezastu-
pitelné misto, patologicky profil neurotransmiterovych
metabolitd mize byt podminén také jinym chorobnym
stavem nez primarni poruchou dané metabolické dra-
hy, tedy sekundarné.

Mlady vyvijejici se mozek novorozenct mdze velice
citlivé reagovat na rfizné inzulty poklesem koncentra-
ce neurotransmiterovych metabolitd. Cim miadsi ditg,
tim vySsi je fyziologicka koncentrace neurotransmiterti
v mozku, ale také zretelngjSi porucha biosyntézy bio-
gennich amind.

Zavazné dlouhotrvajici farmakorezistentni epilep-
tické projevy mohou vést ke ztraté funkénich neuront
a synapsi, a tedy k sekundarné snizené produkci neu-
rotransmiterd.

Pricinou disturbance koncentrace neurotransmite-
rovych metabolit mize byt rovnéz tézké organické
poskozeni mozku v disledku perinatalni asfyxie, pon-
tocerebelarni hypoplazie a rdznych typu leukodystrofie.
Rizné typy strukturélnich abnormalit maji na metabo-
lismus biogennich amind odlisny viiv. Atrofie mozkové
kiry se mlze projevit snizenim koncentrace 5-HIAA,
pontocerebelarni atrofie ma za nasledek snizeni kon-
centrace 5-HIAA i HVA. Zajimavé je, ze postizeni bazal-
nich ganglii se neprojevilo snizenou hladinou metabolitl
neurotransmiter( [16].

Proces neurotransmise je energeticky narocny a je
pfimo zavisly na funkci mitochondrii. Mitochondridlni
onemocnéni proto mohou zpUsobit dysfunkci neuro-
transmiterovych systém0, coz se projevi pravé sekun-
darnimi zménami v mozkomisnim moku [17].

Suspektni vzorky - interpretace

Mezi 82 vzorky byl u tfi pacient(i nalezen profil, ktery
odpovida deficitu aktivity tyrosinhydroxyldzy (TH) s vy-
razné snizenou hladinou HVA (tab. 2). U v8ech tfi pa-
cientl predstavovala HVA méné nez 60% dolni hra-

nice fyziologického rozmezi. V pfipadé prvnich dvou
pacientd je mozné usuzovat na sekundarni poruchu
metabolismu neurotransmitert zplsobenou tézkym or-
ganickym postizenim mozku, jak jiz bylo dfive popsano
[18]. U tfetiho pacienta, jehoz klinicka symptomatologie
sveédCila pro primarni poruchu neurotransmiterového
metabolismu na drovni TH, jsme indikovali molekular-
né-genetické vysetfeni TH genu s pozitivnim nalezem.
Diagnostikovali jsme tak prvniho pacienta v CR s defici-
tem aktivity tyrosinhydroxylazy a zahaijili 1é€bu.

Zaveér

VySetteni koncentrace metabolitéi neurotransmiterti
v mozkomiSnim moku patfi mezi vysoce specializova-
na vySetfeni a ma stézejni Ulohu v diagnostice poruch
metabolismu biogennich amind. Jedna se o vzacna,
ale l1éCbou ovlivnitelnd onemocnéni. Metodika mére-
ni neurotransmiterovych metabolitd pomoci vysoce
ucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickym
detektorem byla na nasem pracovisti zavedena v ram-
ci vyzkumné a pilotni prace v roce 1991 [9], kdy bylo
vySetfeno 123 déti s projevy neurometabolického one-
mocnéni. Nebyl diagnostikovany zadny pacient s timto
onemocnénim. AvSak az v sou¢asné dobé jsme na na-
Sem pracovisti zavedli optimalizovanou metodu HPLC
s ECD pro méfeni neurotransmiterovych metabolit’
v mozkomisnim moku do rutinni diagnostiky vSech déti
s podezienim na neurometabolické onemocnéni a na-
lezli prvniho pacienta. Interpretace vysledky je naro¢na
jak pro nutnost protokolarni manipulace se vzorkem,
tak pro sekundarni abnormality v metabolismu neu-
rotransmiter(. Analyza mUze slouZit jako screeningova
metoda s moznosti nasledného potvrzeni diagnézy na
enzymatické a/nebo molekularné-genetické urovni.
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