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Abstract

HPLC-FLD analysis of oligosaccharides in urine of patients with alpha-mannosidosis

Oligosaccharides from urine of six patients suffering from alpha-mannosidosis were purified using SPE
columns and labeled with fluorescent tag 2-aminobenzamide. Disease-specific biomarkers (ManoGlcNAc to
ManyGlcNAc) were detected by MALDI-TOF mass spectrometry. Samples were subjected to HPLC separation
on HILIC column and fluorescence detection at 430 nm. The identity of peaks was determined by MALDI-TOF.
Oligosaccharides of interest were grouped according to their mannose unit count and quantified relative to the
total biomarkers content. Good separation of oligosaccharides based on their size was achieved. Man,GIcNAc
and MansGIcNAc were the most abundant in all samples. The presented method will be utilized to determine
enzyme therapy progression by measuring biomarker level changes in patients treated with velmanase alfa.
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Uvod a formulicia ciel’a

Alfa-manozid6za (AM) je vzacna, autozémovo recesivna dedi¢nd lyzozomalna porucha
s odhadovanou prevalenciou 1:500 000 Zivonarodenych deti. Prvy krat bola popisand v
roku 1967. Toto ochorenie je spdsobené zniZzenou aktivitou lyzozomalneho enzymu
a-D-manozidazy (EC 3.2.1.24) ako vysledok heterogénnych mutacii v géne MAN2B1. Tento
enzym katalyzuje hydrolyzu o-(1-2)-, a-(1-3)- aa-(1-6)-manozidovych vézieb v drahe
lyzozomalnej degradéacie N-oligosacharidov glykoproteinov. Jeho znizena aktivita sposobuje
akumulaciu vysokomandzovych oligosacharidov (OGS) vo vSetkych tkanivach. Podla
zavaznosti priznakov, medzi ktoré patria napr. imunodeficiencia, mentalna retardacia, poruchy
sluchu a motorické poruchy, sa AM deli na tri klinické formy s miernym (Typ 1), stredne
zavaznym (Typ 2) az zavaznym priebehom (Typ 3) [1, 2].

Diagnostika AM je zaloZend na kolorimetrickom, resp. fluorimetrickom stanoveni
aktivity lyzozomalnej a-D-manoziddzy v leukocytoch. Pritomnost’ charakteristickych OGS
v moci je mozné potvrdit’ pouzitim tenkovrstvovej chromatografie (TLC). Vysokou¢inna

kvapalinova chromatografia (HPLC), hmotnostna spektrometria (MS) a nuklearna magneticka
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rezonancia (NMR) umoznuju v porovnani s TLC rychlejsiu a presnejsiu diagnostiku, nizku
spotrebu vzorky a odliSenie roznych typov lyzozomalnych ochoreni. Diagnézu je pre vylucenie
falo$nej pozitivity vhodné potvrdit’ genetickou analyzou [1, 3, 4].

Medzi najviac vyuzivanu metodu lieCby AM patri transplantacia kostnej drene, ktora je
spojena s rizikami, napr. anémiou a plucnymi problémami. V roku 2018 bolo Eurdpskou
lieckovou agentirou schvalené pouzivanie dlhodobej enzymovej terapie Il'udskou
rekombinantnou a-manoziddzou velmanase alfa. Této terapia efektivne zlepSuje obraz
glykobiomarkerov a spomal’uje progresiu ochorenia [1, 5].

Ciel'mi prace boli optimalizacia pripravy vzoriek, fluorescen¢ného znacenia
a podmienok HPLC analyzy, priradenie $truktir k jednotlivym chromatografickym pikom
a kvantifikacia charakteristickych OGS v moci pacientov s alfa-manozidézou. Pouzitie
HPLC-FLD je v dosledku nizkeho vplyvu externych faktorov v porovnani s laserovou
desorpénou ionizaénou hmotnostnou spektrometriou s detektorom doby letu (MALDI-TOF)
vhodnejsie pre kvantitativne analyzy. Kombinaciou tychto metdd je mozné ziskat kompletné
kvalitativne a kvantitativne déata pri analyze OGS. Vysledky prace budu po zavedeni
enzymovej terapie na Slovensku sluzit’ ako podklad pre monitorovanie jej i¢innosti na zaklade

zmien obsahu glykobiomarkerov v moci.

Material a metody

Pre analyzu OGS bolo vybranych Sest’ vzoriek mocu pacientov s a-manoziddzou, ktoré
poskytol Narodny ustav detskych chordb. Roztoky analytickych Standardov maltotetradzy
(Hex4) a maltohexdézy (Hex6) (Elicityl, Francuzsko) boli vyuzité na kalibraciu a vypocet
limitov kvantifikacie a detekcie. Zo vzoriek mocu bolo odobrané mnozstvo zodpovedajuce
10 pg kreatininu a zriedené ultracistou vodou na vysledny objem 1 ml. Z roztokov $tandardov
(cm =5 mg.ml™!) bolo odobranych 10 ul a doplnenych vodou na objem 1 ml. Vzorky boli po
zriedeni precistené pouzitim kolon pre extrakciu na pevnej faze (SPE) so 100 mg népliiou
Supelclean LC-18 (reverzna faza) a nasledne Supelclean ENVI-Carb PGC (grafitizovany
nepordzny uhlik). Eluat bol vysuseny vo vakuovom centrifuga¢nom koncentratore.

VysuSené vzorky boli podrobené fluorescenénému znaceniu  pomocou
2-aminobenzamidu (2-AB). Zmes na znacenie bola pripravend rozpustenim 5 mg 2-AB
v 100 pul zmesi l'adovej kyseliny octovej a dimetylsulfoxidu (DMSO) v pomere 3:7 a pridana
k 6 mg kyanoborohydridu sodného (NaBH3CN). Vzorky boli rozpustené v 5 pl zmesi na
fluorescen¢né znacenie a inkubované v tme tri hodiny pri teplote 65°C. Po inkubacii boli
vzorky zriedené 700 pl acetonitrilu (ACN) a nadbytok znacky bol odstraneny precistenim
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pomocou Strata NH> (55 um, 70 A, 50 mg) 96-jamkovej platne na principe hydrofilne;
interakénej chromatografie (HILIC). Eluat bol vysuSeny vo vakuovom centrifugacnom
koncentratore a rozpusteny v 100 pl vody. Vzorka negativnej kontroly bola spracovana
rovnakym spdsobom.

Na MALDI platriu bolo nanesenych 0,7 ul fluorescen¢ne oznacenej vzorky s 0,7 pl
roztoku matrice (kyselina 2,5-dihydroxybenzoova v TA30 s 1 mM NaOH, ¢ = 20 mg-ml™).
Po uschnuti boli vSetky vzorky analyzované pomocou MALDI-TOF/TOF hmotnostného
spektrometra UltrafleXtreme II (Bruker Daltonics, Nemecko) v reflektronovom pozitivnom
ionovom mode v rozsahu 500-3000 m/z. Spektra boli spracované softvérom FlexAnalysis 3.4
(Bruker Daltonics, Nemecko) a vyhodnotené softvérom GlycoWorkbench 2.1
(http://www.eurocarbdb.org/).

Oligosacharidy boli analyzované pouZitim vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
s fluorescen¢nou detekciou (HPLC-FLD) metédou podl'a Hani¢ et al. [6]. Chromatograficka
separacia prebichala v HPLC systéme Accela (Thermo Fisher Scientific, USA) na HILIC
koléne ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 130A, (1.7 um, 2.1 mm x 150 mm) pri teplote
60°C v gradientovej elucii dvoch mobilnych faz (MF): A — 100 mmol-dm™ mravéan aménny
(pH 4) a B — ACN. Fluorescen¢ny detektor Dionex UltiMate 3100 (Thermo Fisher Scientific,
USA) bol nastaveny na excita¢na vinovi dizku 250 nm a emisnt vinovu dizku 430 nm.

Vzorky boli pred nastrekom zriedené desatnasobne a dvestondsobne zmesou
70% MF B:30% MF A. Pred analyzou bola koldna ekvilibrovana dve minaty v 90% MF B
s prietokom 0,4 ml'min’'. Po néstreku 10 ul vzorky bol po¢as 2 min zniZeny podiel MF B na
80%. V ¢ase od 2 do 36 min klesal podiel MF B na 65%. Nasledne bol v priebehu minuty
znizeny prietok na 0,25 ml'min’'. Koléna bola regenerovana znizenim na 0% MF B pocas
jednej minity a dvojmindtovou izokratickou elticiou. Po regeneracii bol poc¢as 4 min zvySeny
podiel MF B na 90%, nasledovany postupnym zvy$enim prietoku na 0,4 ml'-min’' po¢as 3 min.

Vsetky vzorky boli analyzované v dvoch technickych opakovaniach. Bol zhotoveny
kalibratny rad maltotetrabzy a maltohexézy s koncentraciou 5, 10, 50, 100, 150
a 200 nmol-dm™ a zmerany v troch opakovaniach. Ziskané chromatogramy boli vyhodnotené
pouzitim softvéru Chromeleon 7.2.10 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Pre priradenie $truktar k pikom v chromatograme boli frakcie eluatu z HPLC postupne
zachytené do mikroskumaviek, odparené na vakuovom centrifugatnom koncentratore,

rozpustené v 3 ul LC-MS vody a analyzované¢ MALDI-TOF/TOF postupom uvedenym vyssie.
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Vysledky a diskusia

Fluorescen¢ne znacené OGS vo vzorkdch pacientov a negativnej kontroly boli
analyzované MALDI-TOF hmotnostnou spektrometriou. Reprezentativne spektra vzorky
pacienta a negativnej kontroly su zndzornené na Obr. 1. Vo vSetkych vzorkéch pacientov boli
detegované OGS charakteristické pritomnostou dvoch az deviatich man6zovych jednotiek
a jedného N-acetylgluk6zaminu (Man>GIcNAc — ManoGIcNAc). Ich zloZenie bolo potvrdené
MALDI-TOF/TOF tandemovou MS, presné Struktiry nebolo touto metédou mozné urcit.
Vyobrazené Struktary boli k pikom priradené na zaklade literatury [7, 8]. Vo vzorke negativne;j
kontroly neboli detegované vysokomanozové OGS, obsahovala iba bezne pritomné OGS zo
stravy. Nizka miera kontaminacie a nepritomnost’ neoznacenych sacharidov poukazuje na

vysoku efektivitu precistenia a znacenia vzoriek.
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Obr. 1. MALDI-TOF spektra a) vzorky pacienta 2; b) negativnej kontroly priradené $truktury su
dominantné formy podla literatary [7, 8];
legenda: ® — mandza (Man), m — N-acetylgluk6zamin (GlcNAc)

Na zdklade merani kalibracnych radov Hex4 a Hex6 boli z rovnic regresnej priamky
vypocitané limity detekcie (LOD) a limity kvantifikacie (LOQ) HPLC-FLD metody: LOD
(Hex4) = 0,986 nmol-dm™; LOQ (Hex4) = 2,99 nmol-dm™; LOD (Hex6) = 0,585 nmol-dm;
LOQ (Hex6) = 1,77 nmol-dm. MALDI-TOF/TOF analyzou HPLC eluatu vzorky pacienta 2
boli k skupindm chromatografickych pikov priradené dominantné Struktury prislusnych OGS
(Obr. 2). Pri analyze vzoriek pacientov bola dosiahnutd dobra kolénova separacia na zéklade
vel'kosti molekul. Chromatografické profily vzoriek sa navzajom takmer neodliSovali, ¢o je

v sulade s MS meraniami. S rozli¢nou u¢innost'ou boli separované aj jednotlivé izoméry, ich
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presnu Struktiru vSak nebolo mozné urcit’. Jednotlivé piky navy$e mézu zodpovedat’ viacerym
izomérom. Z tohto dévodu boli OGS kvantifikované iba relativne ako pomer k celkovému
obsahu (Tab. 1). Percentuédlne zastipenie OGS bolo medzi vzorkami podobné. Pomery OGS
su s vynimkou vzorky pacienta 4 v sulade s MALDI-TOF meraniami. Oboma metédami bol

ako najviac zastupeny OGS stanoveny Man,GlcNAc, ¢o koreluje s literatirou [8, 9].
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Obr. 2. Chromatogram vzorky pacienta 2 piky v jednotlivych ramoch zodpovedaju polohovym izomérom;
priradené $truktury su dominantné formy podla literatury [7, 8]; pri piku Man>GIlcNAc bola dosiahnuta
saturacia detektora, tento OGS bol kvantifikovany z dvestondsobne riedenych vzoriek
legenda: ® — mandza (Man), m — N-acetylgluk6zamin (GlcNAc)

Tab. 1. Percentuilne zastipenie oligosacharidov vo vzorkach pacientov

. . Man; Man; Many Manss Mang Man; Mang
pactent . | GieNAc GleNAc GlcNAc GleNAc GleNAc GlcNAc GleNAc
I 34,0 6,26 13,1 18,8 13,1 9,14 5,63
2 36,2 4,92 11,8 20,8 12,6 8,50 515
3 34,4 6,59 13,5 20,6 12,6 7,70 4,56
4 20,1 10,6 17,3 27,5 14,1 6,97 3,53
5 49,6 6,52 9,63 14,7 9,25 6,49 3,88
6 39,0 6,64 14,0 19,6 11,2 6,25 3,38
Zaver

V praci bola optimalizovana metodika fluorescenéného znacenia oligosacharidov
zmocu 2-aminobenzamidom, ich separdcia a kvantifikacia vyuzitim kvapalinovej
chromatografie s fluorescencnou detekciou. Hmotnostnou spektrometriou bola v moci
pacientov s alfa-manozidézou potvrdend pritomnost oligosacharidovych biomarkerov

typickych pre toto ochorenie (ManoGIcNAc az ManyGIcNAc). Znacené vzorky boli tispe$ne

846



chromatograficky separované aboli vypocitané relativne zastupenia jednotlivych skupin
oligosacharidov, liSiacich sa po¢tom manoézovych jednotiek v molekule. Najvyssi relativny
obsah bol detegovany pri biomarkeroch Man,GlcNAc a MansGlcNAc. Identity
chromatografickych pikov boli ur¢ené vyuzitim MALDI-TOF/TOF. Profil oligosacharidov,
ako aj ich relativny obsah su v sulade s publikovanou literaturou.

HPLC-FLD metéda je vhodna pre kvantifikaciu vd’aka nizkemu vplyvu externych
faktorov, spolahlivej separdcii, vysokej citlivosti, linearite, selektivite a moZnosti
automatizacie. Nevyhodou metddy je, Ze neposkytuje Ziadne Struktirne informacie, preto je
pre presnu identifikaciu analytov v pikoch nutné kombinovat HPLC s MS metddami.
Prezentovana metoda analyzy bude po d’alSej optimalizacii vyuZzita na monitorovanie u¢innosti
enzymovej terapie alfa-manozidézy kvantifikdciou glykobiomarkerov v moci. Kombinécia
HPLC s tandemovou hmotnostnou spektrometriou s ionizaciou elektrosprejom (ESI-MS/MS)
by umoznila vysoko selektivnu kvantifikaciu oligosacharidov nielen vo vzorkach pacientov

s alfa-manoziddzou, ale aj s inymi lyzozomalnymi poruchami ¢i poruchami glykozylacie.
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