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Deficit prolindehydrogenazy: Metodika na diagnostiku NMR spektroskopiou

Iveta Uhliarikova!, Méaria Matulova', Anna Salingova?

! Chemicky ustav SAV, v. v. i., Analytické oddelenie, Dubravskd cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovenskd
republika; chemivuh@savba.sk
2Ndr0dn)5 ustav detskych choréb, Oddelenie laboratornej mediciny, Limbova 1, 833 40 Bratislava,
Slovenskd republika

Uvod

Deficit prolindehydrogenazy (OMIM 170100) je vel'mi zriedkava autozomalne recesivna
porucha metabolizmu kolagénu zapri¢inend mutaciou PEPD (613230) génu na chromozdéme
19q13. Kolagén je Strukturdlny protein, ktory sa na konci svojho Zivotného cyklu rozklada na
imidodipeptidy. Enzym prolindehydrogendza sa podiela na degradéacii imidodipeptidov
obsahujucich ako koncovii aminokyselinu prolin alebo hydroxyprolin. Stiepenim vizby dochadza
k uvolneniu aminokyselin, ktoré mozu byt opédtovne vyuzité v bunkéch. Nedostatok enzymu sa
prejavuje zvySenym vylucovanim imidodipeptidov v moci. Charakteristickym klinickym prejavom
tohto ochorenia byvaju chronické, pomaly sa hojace vredy a iné dermatologické prejavy; tvarovy
dysmorfizmus; mierna az tazka mentalna retardacia. Casté sii aj opakujuce sa infekcie dychacich
ciest. Diagnostika je zalozena predovsetkym na pritomnosti a polohe vredov na kozi, identifikacii
konkrétnych proteinovych markerov v moci alebo merani aktivity prolidazy.

NMR spektroskopia je vysoko reprodukovatelnd, nedeStruktivna analytickd metdda
nevyzadujuca Upravu vzorky. Na naSom pracovisku ju vyuzivame pri cielenej diagnostike roznych
zriedkavych dedi¢nych metabolickych ochoreni na identifikaciu / kvantifikaciu charakteristickych
biomarkerov v telovych tekutinach, pre ktoré nema diagnostické centrum vhodnu metodiku.
Ciel'om tejto prace bolo vypracovat’ jednoduchy a rychly metodicky postup uplatnenim 'H NMR
spektroskopie na identifikdciu pritomnosti signalov imidodipeptidov v moci, ktoré su
charakteristickymi biomarkermi deficitu prolindehydrogendzy.

Materidl a metody

Vzorka mocu anonymného detského pacienta s deficitom prolidazy bola poskytnuta
Centrom dedi¢nych metabolickych ochoreni, Narodného tstavu detskych chorob v Bratislave. Po
odbere bola skladovana pri teplote -20 °C. Moc¢ bol rozmrazeny tesne pred analyzou a
centrifugovany pri 13000 g po dobu 5 minut. 100 pl supernatantu mocu bolo zmieSanych s 200 pl
fosfatového pufru (pH 2.5) a 20 ul 10mM roztoku TSP-d4 (sodna sol’ 3-(trimetylsilyl)-propiénove;j
kyseliny-da).

"H NMR spektrum bolo merané pri teplote 25 °C v 3-mm kyvete na 600MHz spektrometri
Varian VNMRS vybaveného kryo sondou HCN '3C so zvysenou toleranciou na pritomnost’ soli,
chladenou kvapalnym héliom. Signal vody bol potla¢eny presaturdciou sekvenciou presat.
Chemické posuny metabolitov boli kalibrované na interny Standard TSP (0 ppm).



Vysledky a diskusia

V 'H-NMR spektre vzorky mocu sa viditelné charakteristické chemické posuny
imidodipeptidov v oblastiach du 1.9-2.4, 6u 3.4-3.8 a 6u 4.4-4.55 ppm. V spektre su pritomné aj
dalSie signdly dipeptidov, charakteristické pre deficit prolindehydrogenazy: singlet glycin-prolin
(Gly-Pro) (61 3.99 ppm), dublet alanin-prolin (Ala-Pro) (du 1.53 ppm) a valin-prolin (Val-Pro) (du
1.12 a 1.02 ppm). Analyza 'H-NMR spektra vzorky mo¢u potvrdila, Ze mo¢ obsahuje metabolity
charakteristické pre deficit prolidazy a potvrdzuje toto ochorenie.
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Obr.1: Vybran oblast 'H NMR spektra analyzovanej vzorky mo¢u. Ala: alanin, Gly: glycin, Pro:
prolin, Val: valin
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