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Monitorovanie hladiny Glc4 u Pompe pacientov pomocou 'H NMR
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Uvod

Nukledrna magneticka rezonancné spektroskopia (NMRS) je v sticasnosti jednou z dolezitych
kvantitativnych, kvalitativnych a zobrazovacich metod, ktord otvara nové perspektivy v diagnostike
znamych ale i neznamych dedi¢nych metabolickych ochoreni. V '"H NMR spektre telovych tekutin
su pritomné signaly vsetkych metabolitov obsahujicich proton. Spektrum poskytuje obraz
(fingerprint) o ich zastipeni v zmesi a je odrazom ich koncentracie v ¢ase odberu vzorky. Najcastejsie
analyzovanym je moc, pretoZe jeho odber je najmenej invazivny.

Spolupraca Chemického tstavu SAV s Centrom dedi¢nych metabolickych portich Oddelenia
laboratérnej mediciny, NUDCh v Bratislave prispela k verifikacii a kvantifikacii biomarkerov v mo¢i
u pacientov s roznymi zriedkavymi ochoreniami. NMR spektroskopia zohrdva dolezit wlohu
v diagnostike niektorych dedi¢nych metabolickych ochoreni. Metdéda je nedestruktivna, rychla,
nevyzaduje Specialnu Gpravu vzorky a mozno ju povazovat za alternativny analyticky postup. Okrem
identifikdcie pritomnosti biomarkera umoziuje aj stanovenie jeho mnozstva. Z tohto dovodu je
v stCasnosti prakticky pouzivana na stanovenie koncentracii Specifického biomarkera Glc4
(glukézového tetrasacharidu) v moci pacientov s Pompe ochorenim (Pakanova 2016, 2017 a 2019).
Analyzy vzoriek mocu sa robia priebezne podla potrieb lekdrov u pacientov s podozrenim na toto
ochorenie, alebo u pacientov podstupujucich enzymaticki substitu¢nu liecbu (ERT). Do komplexného
zhodnotenia uspesnosti ERT vstupuje okrem klinického stavu pacienta mnoho d’alSich faktorov, ku
ktorym patri aj stanovenie hladiny Glc4.

Materidal a metody

Vzorky mo¢u anonymnych pacientov boli po odbere skladované pri -20 °C a rozmrazené tesne
pred NMR analyzou; centrifugované pri 13000 g po dobu 5 minut. Zlyofilizovany supernatant mocu
(150 pl) bol rozpusteny vo fosfatovom pufri pH 7.4 (230 pl) obsahujiiceho 0.9 mM DSS-d¢ (3-
(trimethylsilyl)-1-propanesulfonic acid-de¢ sodium salt) ako interny $tandard. 'H NMR spektra boli
merané pri teplote 60 °C v 3-mm kyvete na 600MHz spektrometri Bruker AVANCE III HDX 600
MHz vybavenom inverznou kryo sondou CryoProbe TCI H-C/N-D-05-Z. Signal vody bol potlaceny
presaturaciou sekvenciou presat. Koncentracia Glc4 bola vypocitand relativne vzhl'adom na intenzitu
signalu Standardu.



Vysledky a diskusia

Pre Pompe ochorenie sa na vyhodnotenie koncentracie Specifického tetrasacharidu Glc4
vyuziva relativne dobre rozliSeny HI anomérny signal terminalnej 1,6-viazanej glukézovej jednotky
s chemickym posunom 6 4.957 ppm. Koncentracia Glc4 je zavisla od veku pacienta; najvyssia je pri
infantilnej forme, nizsia je pri juvenilnej forme Pompeho ochorenia a najnizsia je u dospelych
jedincov (adultné forma). K vyhodnoteniu odozvy pacienta na ERT liecbu prispieva aj informécia o
exkrécii Glc4. Tu je mozné stanovit zatial len 'H NMR spektroskopiou. Obr. 1 ukazuje vyvoj
stanovenych Glc4 koncentracii u vybranych pacientov.
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Obr.1: Vyvoj koncentracii Glc4 v moci pacientov s ochorenim Pompe.
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