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Monitoring zmien hladin glykobiomarkerov alfa-manozidézy pomocou

HPLC-FLD
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Uvod

Alfa-manozid6za (AM) je ultravzacne lyzozoémové ochorenie s autozomovo recesivnou dedi¢nostou.
Odhadovana prevalencia je 1:500000 az 1:1000000. Pri¢inou ochorenia je znizena enzymova aktivita
lyzozémovej a-manozidazy (EC 3.2.1.24) v dosledku heterogénnych mutacii v MAN2B1 géne. a-
manozidaza v lyzozomoch katalyzuje hydrolyzu manozidovych vézieb v degradacnej drahe N-
viazanych oligosacharidov glykoproteinov. Medzi klinické priznaky patria poruchy sluchu, mentalna
zaostalost’, imunodeficiencia a znizené motorické funkcie [1, 2]. Nedegradované vysokoman6zové
oligosacharidy (Man2-GlcNAc — Man9-GIcNAc) sa akumuluji vo vSetkych tkanivach a st
detegovateIné v moc¢i alebo krvnom sére, napr. tenkovrstvovou chromatografiou (TLC),
vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) alebo hmotnostnou spektrometriou (MS) [1,
3,4].

Cielom prace bola kvantifikacia Specifickych oligosacharidovych biomarkerov alfa-manoziddzy
v moci Styroch pacientov a uréenie zmeny ich hladin medzi jednotlivymi odbermi.

Materidal a metody

Ekvivalent mo¢u obsahujici 10 pg kreatininu bol zriedeny ultradistou vodou na 1 ml. Vzorky boli
nasledne precistené pomocou koldn pre extrakciu na pevnej faze (SPE) Supelclean LC-18 a nasledne
Supelclean ENVI-Carb PGC. Eluat zkoléon bol vysuSeny vo vakuovom centrifugaénom
koncentratore. Oligosacharidy boli fluorescenéne oznacené 2-aminobenzamidom (2-AB) 5 pul zmesi
5 mg 2-AB, 30 pl ladovej kyseliny octovej, 70 upl dimetylsulfoxidu (DMSO) a6 mg
kyanobdrohydridu sodného. Po trojhodinovej inkubacii pri 65°C boli vzorky zbavené nadbytoc¢nej
znacky pomocou HILIC SPE platne Strata NH, (55 um, 70 A, 50 mg). Eluat bol vysuSeny vo
vakuovom centrifugacnom koncentratore a rozpusteny v 100 ul ultracistej vody.

Oligosacharidy boli kvantifikované pouzitim HPLC (Thermo Accela; Thermo Fisher Scientific, USA)
s fluorescencnou detekciou (Dionex UltiMate 3100; Thermo Fisher Scientific, USA) podl'a Hani¢ et
al. [5] pri teplote 60°C, excitatnej vinovej dizke 250 nm a emisnej vlnovej dizke 430 nm. Pouzita bola
gradientova elticia dvoch mobilnych faz: MF A: acetonitril, MF B: 100 mmol-dm™ mravéan aménny
(pH 4,0). Oligosacharidy boli kvantifikované podl'a ploch prislusnych pikov na zaklade kalibracnych
kriviek 2-AB znacenej maltotetradzy a maltohexdzy v rozsahu 5-250 nmol-dm= pomocou softvéru
Chromeleon 7.2.10 (Thermo Fisher Scientific, USA).



Vysledky a diskusia

Vo vsetkych vzorkach boli pomocou HPLC-FLD detegované a kvantifikované charakteristické
oligosacharidy Man2GIlcNAc-Man9GIcNAc a vyjadrené ako sucet ich Kkoncentracii v
pumol oligosacharidov/mmol kreatininu (Obr. 1). Profil oligosacharidov, ako aj ich hladiny st v sulade
s publikovanou literatirou [6, 7, 8]. Vo vzorkach vsetkych pacientov boli detegované zmeny v Case.
U dvoch pacientov klesla hladina celkovych oligosacharidov, u jedného pacienta hladina postupne
rastla ajednému pacientovi prudko vzrastla a nasledne poklesla koncentracia oligosacharidov.
Pouzita metdda moze byt aplikovana pri monitoringu priebehu alfa-manozidézy, nakol'ko hladiny
oligosacharidov reflektuju klinicky stav pacienta a zavaznost’ ochorenia [9].
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Obr.1: Zmeny v hladinach celkovych vysokomanézovych oligosacharidov v moci pacientov. Vzorky
pacientov st odliSené farebne.
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