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POVZETEK

Fabryjeva bolezen je redka, na kromosom X vezana presnovna bolezen, z odsotno ali
zmanj$ano aktivnostjo lizosomskega encima a-galaktozidaze A (a-Gal A). Pri bolnikih se v
tkivih nalaga substrat encima, globotriaozilceramid. Najpogostejsi klini¢ni znaki bolezni so
angiokeratomi, bole¢ine v okoncinah, hipohidroza, prebavne tezave, v odrasli dobi pa se
pojavijo ireverzibilne okvare in odpovedi organov, predvsem srca, ledvic in centralnega

zivéevja ter prezgodnja smrt.

Namen diplomske naloge je bil optimizirati metodo, uporabno za diagnostiko Fabryjeve
bolezni pri moskih, torej hemizigotih. Tekom eksperimentalnega dela smo optimizirali
postopek doloCanja aktivnosti encima a-galaktozidaza A v levkocitih, pri katerem se
uporablja sinteti¢ni substrat encima a-Gal A, 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid, ter
inhibitor izoencima N-acetil-D-galaktozamin, v pufru s kislim pH. Encimsko aktivnost smo
dolocali tudi v plazmi in krvnih madezih in metodi primerjali z metodo dolo¢anja encimske

aktivnosti v levkocitih.

Pri metodi dolo¢anja aktivnosti a-Gal A v levkocitih smo dolocili optimalno koli¢ino
substrata, ki je 50 uL 20 mM raztopine 4-metilumbeliferil-o-D-galaktopiranozida v acetatnem
pufru, ter optimalni volumen lizata levkocitov, ki je 25 plL. Z optimizirano metodo smo

dolo¢ili referen¢ni interval aktivnosti a-Gal A v levkocitih, ki je 40,6 — 138,6 nmol/h/mg.

Pri metodi dolocanja aktivnosti a-Gal A v levkocitih je povpre¢na vrednost pri
hemizigotih predstavljala 4,1 % povprecja aktivnosti kontrol, v plazmi 59 %, najmanj pa v
krvnih madezih, 1,9 %. Pri metodi dolocanja encimske aktivnosti v plazmi je bilo prisotno

tudi nezeleno prekrivanje obmocij aktivnosti vzorcev skupin hemizigotov in zdravih kontrol.

Na osnovi primerjave rezultatov med hemizigoti in zdravimi kontrolami najbolje loci
metoda dolocanja encimske aktivnosti v krvnih madezih, sledi ji metoda dolo¢anja encimske
aktivnosti v levkocitih. Metoda doloCanja encimske aktivnosti v plazmi ni primerna.
Priporodila iz leta 2011 pa zaenkrat Se vedno priporo¢ajo dolo¢anje encimske aktivnosti v

levkocitih.
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SEZNAM OKRAJSAV

ATP - adenozin 5'-trifosfat

C18:1 — mascobna kislina z 18 C-atomi in eno dvojno vezjo

CLSI - Institut za klini¢ne in laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standards
Institute), véasih NCCLS

EDTA — etilendiamintetraocetna kislina

ENT — encimska nadomestna terapija

ER — endoplazemski retikulum

F - fluorescenca

FB — Fabryjeva bolezen

Ga, — galabiozilceramid, drugo ime digalaktozilceramid, druge okrajsave: CDH

Gal — D-galaktoza

Gbs - globotriaozilceramid, drugo ime ceramidtriheksozid, druge okrajsave CTH, GL-3

Glc — D-glukoza

Hp — nicelna hipoteza

Ha — alternativna hipoteza

IFCC - Mednarodno zdruzenje za klinicno kemijo (International Federation of Clinical
Chemistry)

IZ — interval zaupanja

M6P — manoza-6-fosfat

MK — masc¢obna kislina

NAc — N-acetil

SAP B - sfingolipid aktivatorski protein B

UDP — uridin difosfat

UMP — uridin monofosfat

a-Gal A — encim a-galaktozidaza A (EC 3.2.1.22), druge okrajsave: a-GAL, AGAL

a-Gal B - a-galaktozidaza B, z drugim imenom a-N-acetilgalaktozaminidaza (EC 3.2.1.49),
druge okrajsave: a-NAGAL

Vi
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1. UVOD

1.1.a-GALAKTOZIDAZA AV PRESNOVI GLIKOSFINGOLIPIDOV

1.1.1. o-GALAKTOZIDAZA A

Encim humana a-galaktozidaza A (a-Gal A), E.C. 3.2.1.22, aktiven v lizosomih, je
glikoprotein, zgrajen iz dveh enakih aminokislinskih verig (je homodimer). Vsaka izmed
verig se sintetizira na povrsini zrnatega endoplazemskega retikuluma (ER) kot prekurzorska
molekula iz 429 aminokislin (molekulska masa 50 kDa), ki po prehodu v lumen ER izgubi
signalno zaporedje 31 aminokislin. V lumnu ER se tvorijo disulfidne vezi, verigi se zdruzita v
dimer in na treh mestih (asparaginske skupine na mestih 139, 192 in 215 prekurzorske
molekule oz. asparaginske skupine na mestih 108, 161 in 184 zrele oblike encima) pride do
N-glikozilacije. Na pripete oligosaharide se v naslednjih encimsko kataliziranih reakcijah, ki
potekajo v Golgijevem aparatu (GA), pripne fosfatna skupina (slika 1). Le z manoza-6-
fosfatom (M6P) oznacen protein lahko vezan na M6P receptor doseze lizosom. V kislem
okolju lizosoma se odstrani pripeta fosfatna skupina. Nastane zrela oblika encima. Vsak

monomer zrele oblike encima ima velikost 46 kDa in vsebuje 398 aminokislin (1-5).

M6P receptor prepozna z
manoza-6-fosfatom
@ manoza oznacen protein

W N-acetilglukozamin

oligosaharid
UMP |
donor fosfatne + +
skupine
UDP-E 6 1 M6P receptor
—_—
R diesteraza

GlcNAc-fosfotransferaza

prekurzor encima

Slika 1. Nastanek manoza-6-fosfatnega oznacevalca (povzeto po viru (6))
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Vsak monomer je iz dveh domen: (B/a)s-sodcek je na N-koncu in antiparalelna -
domena na C-koncu. Aktivno mesto se nahaja na prvi domeni (N-konec). Encim ima torej dve
aktivni mesti, oddaljeni priblizno 50 A, kar nakazuje, da sta med seboj neodvisni. Na stiku
med obema domenama monomer so odkrili §¢ eno mesto za vezavo ligandov. To mesto ima v
nasprotju z Ze znanim aktivnim mestom vecjo afiniteto do B-galaktoze kot do a-anomera. Na
sliki 2 je prikazana tridimenzionalna struktura, ki so jo dolo¢ili z rentgensko kristalografijo pri
lo¢ljivosti 3,25 A. Dolo¢ili so tudi strukturo encima, Kokristaliziranega s produktom,
galaktozo (3, 7).

b)

galaktoza

Slika 2. Struktura a-galaktozidaze A, kokristalizirane s produktom. a) monomer, b) dimer (povzeto po viru (3))

1.1.2. SUBSTRATI a-GALAKTOZIDAZE A

Glede na E.C. klasifikacijo sodi encim a-Gal A med hidrolaze, natan¢neje glikozidaze,
ki katalizirajo hidrolizo O- in S-glikoziliranih substratov (8). Njeno sistemati¢no ime je a-D-
galaktozid galaktohidrolaza. a-Gal A tako katalizira odstranitev terminalne o-D-galaktoze z
oligosaharidov, glikolipidov in glikopeptidov (9). Naravne substrate encima a-Gal A so
dolo¢ili na podlagi karakterizacije produktov nalaganja pri Fabryjevi bolezni. Glavni substrat
in vivo je globotriaozilceramid (Gbs), v manj$i meri Se galabiozilceramid (Gay) (10). To sta
nevtralna glikosfingolipida, oba sta lahko prisotna v razli¢nih izooblikah, glede na to, katera

mascobna kislina je vezana na sfingozinsko jedro molekule ceramida (11). Na sliki 3 strukture
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Gbs vidimo homogeni del - sfingozinsko alkilno verigo (ve¢inoma C18:1). Heterogeni del
predstavlja na NH, skupino z amidno vezjo vezana mas¢obna kislina (MK), velika od 16 do
24 C-atomov. Na ta ceramid je vezan trisaharid (1-4 vezana B-D-glukoza, -D-galaktoza in
a-D-galaktoza) (12). Dva druga substrata, v veliko manj$i meri prisotna pri bolnikih, sta
glikosfingolipid krvne skupine B in glikosfingolipid krvne skupine B1. Oba imata terminalno
galaktozo v o legi (13, 14). Za cepitev naravnih substratov in vivo encim potrebuje aktivator,
to je molekula sapozin B (SAP-B) (15). Optimalni pH za delovanje a-Gal A je kisel, od 3,8 do
4,6 (16).

HO vez, ki jo cepi a-Gal A heterogeni del molekule:
razlicne MK; C16 - C24
HO (delno nenasidene in/ali hidroksilirane)
@/\ \ ]
@] ; S
OH
HO

Slika 3. Struktura globotriaozilceramida (povzeto po viru (12))

Reakcija, ki jo katalizira encim, je prikazana na sliki 4. Produkt, ki nastane, je
laktozilceramid. Na sliki 5 je prikazan katalitski mehanizem delovanja encima, ki so ga
ugotavljali z rentgensko kristalografijo. Aktivno mesto encima predstavljata asparaginska
kislina na mestu 170 kot nukleofil, ki napade anomerni ogljik D-galaktoze, in asparaginska
kislina na mestu 231, ki deluje najprej kot kislina, nato kot baza. Produkt, a-D-galaktoza, med
pretvorbo obdrzi zacetno konfiguracijo na anomernem ogljiku. To je reakcija po mehanizmu

bimolekularne substitucije (7).
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Galol-4Gal f1-4Glcp1-1'Ceramid
globotriaozilceramid
“HaOH

0

Ceramid

Galp1=-4Glep1=1"Ceramid q

laktozilceramid Caramid

o-D-galaktoza

Slika 4. Cepitev galaktoze z globotriaozilceramida in nastanek laktozilceramida (povzeto po viru (3))

D231 D231 D231
+ ROH
S H
o D—:‘-I R o o | O O—H
- HO
Ho Ho ) Ho O
|
HO * HO 0o/ == HO
o ) \\/ o
OH™oH -0, 0 OH™oH o o OH ™~0OH -o\fo
encim - substrat Slsg encim - intermediat D170 encim - produkt a1

Slika 5. Katalitski mehanizem delovanja a-Gal A (povzeto po viru (3))

o-Gal A je ena izmed mnogih lizosomskih hidrolaz, udelezenih v presnovi
glikosfingolipidov. Fiziolosko so glikosfingolipidi pomembni kot antigeni (na primer

glikosfingolipidi krvnih skupin), kot mediatorji adhezije celic, lahko tudi vezejo mikrobne
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toksine ter rastne faktorje, so modulatorji pri prenosu signala (glikosfingolipidi kot del

lipidnih raftov v celi¢nih membranah) (17).
1.1.3. IZOENCIM o-GALAKTOZIDAZA B

V normalnih tkivih je poleg o-galaktozidaze A prisoten Se njen izoencim, o-
galaktozidaza B ali a-N-acetilgalaktozaminidaza (a-NAGAL), EC 3.2.1.49. Encima se locita
po fizikalno kemijskih lastnostih (a-Gal A je termolabilna, a-Gal B je termostabilna) in po
tem, da je a-Gal A specifina le za terminalne a-galaktozilne ostanke, o-Gal B pa ni
specifi¢na le za svoje substrate s terminalnim a-N-acetilgalaktozaminom, temve¢ lahko cepi
tudi naravne substrate encima o-Gal A. Oba encima lahko cepita terminalne galaktozilne
ostanke s sinteti¢nih substratov. Encima sta si genetsko razli¢na, kodirajoca gena sta vsak na
svojem kromosomu. Rezidualna encimska aktivnost, dolo¢ena pri bolnikih s Fabryjevo
boleznijo, je morda posledica delovanja a-galaktozidaze B. Za dolo¢itev aktivnosti le a-Gal A

in ne tudi a-Gal B uporabljajo N-acetil-D-galaktozamin, ki je inhibitor a-Gal B (18-21).
1.2.a-GALAKTOZIDAZA A PRI FABRYJEVI BOLEZNI

1.2.1. LIZOSOMSKE BOLEZNI

To je skupina skoraj 50 razli¢nih bolezni, katerim je skupno nalaganje nerazgrajenih
substratov v lizosomu. Nalaganje je progresivno in zaustavi pravilno delovanje celic in tkiv
(22). Nalagajo se sfingolipidi, trigliceridi, steroli, glikoproteini, mukopolisaharidi, glikogen
(6). Na sliki 6 so prikazane katabolne poti ene od skupin substratov, sfingolipidov. Oznaceni
so encimi s pripadajo¢imi koencimi, potrebnimi pri posamezni stopnji, in imena lizosomskih

bolezni, ki so posledica pomanjkanja posameznega encima.



DORIS BRATINA - Diplomska naloga

n_yﬂ_ uizo8uls "o

£
/N_ANIO g\ 2§>§OI
o \OI

w ANIU THN

- & n_<mo K NS | Jogmed
m.ﬁobm%o%woﬁ v ezejeynsjue Smu_EMMu B wo guydn L g
EYSIEWON{EIoW 9-dvS Ul v-dvs /;fou\/\f\/oI i i Ho 11! Ho ’

e O N T — g
ezepiweliad|izopjejes-g o ey —IHT S — H
iR = Y ezeugeiwoBuys  EHO—Z{IHO) o— m o/\/z S

L @] £ —91{T

£ HO HO—2HZHO)__NH o]

_ax%xe\/x/a\/o et 2-dvs b #0
IHZHD). _NH o O MNmu_NoEo_moox:_m Jayonexn) 0

tHo” /__\ HO

p HO,
g-dvs /Nﬁzow\/\f\/ OH plwelsd|izoyn|8
wﬁzou 0 OH
v ezepizopjejeb-n | A1qR ]

ur g
U_Emhou__uot_m_mm_v o mme_Mmt_m_mmmamm_w

/Efo\/\f> g\ n_EEmu__Not_m_ HO S%_Nos_m_mm-a.ao_mw

23..9
oH

g-dvs
v ezepizopjejes-n

0
RZOPI[RIS Ho-bH

HO OH
pizol8ues cno OH "o
HO OH HO \m 0
/mxmxow\/\f\/ HO, OH /2~18\/¥J\/ & HO, o O00H
m:_huzo o 0 0
o s mxmxo ¢}
HO 0
H OH

g-dvs

v_EmLmu__NOm_Luono_m ezepIuIWeIASU

tHo ™
O ﬁoz O
0 BjURLIRA (V SYORS-AR ], 0jeAlpe CID g
Ul ¥ BZBepIUIWBZOSYaY- oypue HO™ Ho gzopIZOoT[3URS : o Soboum
g ul'y ezepiul €au-g (JFoypues p1zor1| TND Jjoypues “waommuhmrﬂ v ezepiujwezosyay-g %/
p1zoqo|8 wo _u_No__wcmm TND

mIo/ HO —OH Iz
%@%ﬁﬂ?o o ) )%
HZHD) \ﬁ HO O-NH ~OH g u;NIo \ﬁ
o

NH
eHo” /ﬁ HO .
IUU NH
7 HO” HO

0 HO™ 0w _HO 0 Ny
HO
g wNoENozmcmm IND)
HD-D-NH

uNuU_Noc_m_mm.a e :o%%
OH "oy
/«A«I&% \Noo:
E«:o ﬁ pizoi8ues tno

n
foo NH

T e

HO :o

9&

Slika 6. Katabolizem sfingolipidov in lizosomske bolezni zaradi pomanjkanja encimov (povzeto po viru (23))
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Vzrok za lizosomske bolezni ni le v mutaciji genov, ki kodirajo lizosomske hidrolaze,

pac pa se lahko pojavijo zaradi kakrSnekoli motnje v kompleksnih mehanizmih celi¢ne

signalizacije (6).

1.2.2.

Pri. mukolipidozi Il in 1l primanjkuje encim GlcNAc-fosfotransferaza,
odgovoren za prvo stopnjo pripenjanja M6P oznacevalca na oligosaharid v
lizosom namenjene hidrolaze (slika 1). Hidrolaze brez oznacevalca tako
najdemo v plazmi ali citosolu (6).

Sapozini so proteini, ki aktivirajo sfingolipide. Njihova odsotnost se lahko
kaze v klini¢nem fenotipu, ki spominja na lizosomsko bolezen. Primeri takih
bolezni so AB variantna oblika Gy, gangliozidoze (24), variantna oblika
metakromatske levkodistrofije (25) in variantna oblika Gaucherjeve bolezni
(26).

Pri mukosulfatidozi (Austinova bolezen) je zmanjSana kataliti¢na aktivnost
vseh poznanih sulfataz. Razlog je v tem, da med ko- in posttranslacijsko
modifikacijo encima ne pride do pretvorbe ene aminokisline cistein v 2-amino-
3-oksopropionsko kislino (27).

Mutacije genov za transportne lizosomske proteine so prisotne pri cistinozi in
bolezni nalaganja siali¢ne Kkisline (sialurija). Odkrili so Ze Stevilne mutacije
na genih za cistinozin in sialin, ki sta odgovorna za transport aminokislin in

monosaharidov ¢ez membrano lizosoma (28).

FABRYJEVA BOLEZEN

Fabryjeva bolezen je lizosomska bolezen, katere vzrok je pomanjkanje ali zmanjSana

aktivnost encima a-galaktozidaze A, ki v lizosomih cepi terminalno a-D-galaktozo z

nevtralnih glikosfingolipidov. Posledica tega je, da se v telesnih tekocinah in lizosomih tkiv

nalagajo nerazgrajeni substrati tega encima. Za pojav bolezenskih znakov je v najvecji meri

odgovoren globotriaozilceramid. Veéje koli¢ine nerazgrajenega Gbs lahko najdemo v

endotelijskih, peritelijskih in gladkomiSi¢nih celicah Zilja, celicah retikuloendotelijskega

sistema, celicah miokarda, epitelijskih celicah ledvic, perinevralnih celicah avtonomnega

zivénega sistema. Bolezen je torej multisistemska, prizadane lahko Stevilne organe in privede
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do prezgodnje smrti (9). Zivljenjska doba nezdravljenih moskih je povpre¢no 50 let,
nezdravljenih Zensk pa 70 let. Prezgodnja smrt je najpogosteje posledica bolezenskih
sprememb na srcu ali v centralnem ziv€evju ali pa nastopi zaradi zapletov med dializnim

zdravljenjem (29).

Ceprav je bolj uveljavljen izraz Fabryjeva bolezen, se uporablja tudi izraz Anderson —
Fabryjeva bolezen, saj sta jo istega leta, neodvisno drug od drugega, opisala dva zdravnika.
Leta 1897 sta se namre¢ oba dermatologa, angleski William Anderson in nemski Johannes
Fabry srecala s pacientoma, z rdece-Skrlatnimi lezijami po kozi - pojav, ki je danes
karakteristi¢en za Fabryjevo bolezen, sta poimenovala angiokeratoma corporis diffusum (30,

31).

Prve ocene so bile, da se Fabryjeva bolezen pojavlja z incidenco od 1 na 40.000 do 1
na 117.000, za celotno svetovno populacijo (32). Italijanska Studija presejanja pri
novorojenckih, objavljena leta 2006 pa je pokazala, da je ta morda Se vi§ja, priblizno 1
novorojenc¢ek moskega spola na 3100 rojenih naj bi imel prisotno mutacijo gena za a-Gal A
(33). V studiji pogostosti 27 razli¢nih lizosomskih bolezni med avstralsko populacijo so
ugotovili, da bolniki s Fabryjevo boleznijo predstavljajo 4 % vseh bolnikov z lizosomskimi
boleznimi (34) .

1.2.2.1. Nacin dedovanja bolezni

Fabryjeva bolezen (FB) je redka, prirojena bolezen, ki se deduje vezana na spolni
kromosom X. Za njo ne zbolijo le hemizigotni moski, temvec tudi Zenske prenaSalke
(heterozigoti), kajti gen GLA, ki kodira a-galaktozidazo A, lezi na delu X kromosoma, za
katerega je znacilna X-inaktivacija. Proces se imenuje tudi lionizacija, gre pa zato, da se Se v
embrionalnih fazah eden od obeh X kromosomov v posamezni celici Zenskega zarodka
nakljuéno inaktivira, iz njega nastane Barrovo telesce, vidno pod jedrno membrano. Tudi
potomke teh celic ohranjajo isti vzorec inaktivacije. Tako je heterozigot mozaic¢en; ima dve
razli¢ni populaciji celic, eno z normalnim in eno z mutiranim kromosomom X, in le v tej
slednji populaciji celic se pojavi patoloski proces. Tako stopnja resnosti bolezni pri

heterozigotnih prenaSalkah variira od asimptomatskih do hudih oblik, znacilnih za
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hemizigotne moske, obicajno pa tudi napreduje pocasneje. Klini¢na slika ni vedno v

sorazmerju z aktivnostjo a-Gal A (35, 36). Nac¢in dedovanja je prikazan na sliki 7.

® o
ofe s FB I| mati ofe I mati - prena%alka
(hemizigot) Wy XX XY XX (heterozigot)
vy’ XY e Wy KX nyY ' Ky
; ; , S |
héi zdrav sin héi zdrav sin zdrava héi zdrav sin héi sin s FB
(heterozigot) (25 %) (heterozigot) (25 %) (25 %) (25 %) (heterozigot) (hemizigot)
(25 %) (25 %) (25 %) (25 %)

Slika 7. Dedovanje na kromosom X vezane bolezni (povzeto po viru (37))

1.2.2.2. Klini¢na slika
Bolezenski znaki in simptomi, znacilni za otrosko dobo do adolescence:

e Intermitentna parestezija in akroparestezija — kroni¢na, pekoc¢a bole€ina, zbadanje v
kozi, predvsem v ekstremitetah.

e Epizodi¢ne Fabryjeve krize z bole¢inami, ki jih bolniki tezko prenasajo. Lahko trajajo
nekaj minut ali ve¢ dni, potencirajo jih stres, bolezen, fizicna aktivnost, spremembe
temperature. V odrasli dobi lahko postanejo hujse.

e Povratna mrzlica — spremlja boleCino, povezana z zviSanim ¢asom sedimentacije
eritrocitov.

e Angiokeratomi — rdeca fokalna znamenja na kozi, ki nastanejo zaradi trajne dilatacije
majhnih zil. Nad njimi se bradaviCasto zadebeli pokozZnica in zarozeni. Najpogosteje

se nahajajo v okolici popka, v predelu dimelj in spolovil (slika 8).
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Slika 8. Angiokeratomi (povzeto po viru (38))

e Vejicaste motnjave rozenice (cornea verticillata), ki pa ne vplivajo na ostrino vida
(slika 9).

Slika 9. Veji¢aste motnjave rozenice, vidne le s $pranjsko svetilko (povzeto po viru (38))

Hipohidroza ali anhidroza (zmanj$ano oziroma odsotno znojenje)

e Nezmoznost fizicnega napora

Blaga proteinurija in v urinu prisoten globotriaozilceramid

Prebavne tezave — bolecine v trebuhu, diareja, bruhanje, slabost.

10
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Bolezenski znaki, ki se pojavljajo od adolescence naprej in v odrasli dobi:

Ledvi¢na disfunkcija, ki vodi v uremijo in hipertenzijo ter kon¢no v odpoved ledvic, Ki

zahteva dializo oziroma presaditev ledvic.

e Sr¢nozilna disfunkcija — pogosti dogodki so miokardni infarkt, hipertrofija srca,
prizadetost sr¢nih zaklopk, aritmije.

e Mozganskozilni zapleti — pove€ano tveganje za zgodnjo mozgansko kap, hemiplegijo

(paralizo po polovici telesa), hemianestezijo (nezmoznost zaznavanja dotika po

polovici telesa), tranzitorno mozgansko ishemijo.

e Pljucni zapleti — obstrukcija, dispneja (38).

Poleg klasi¢ne oblike bolezni, za katero je znaCilen zgodnji pojav omenjenih tipi¢nih
simptomov in znakov, sta opisani $e¢ ledvi¢na in sréna oblika bolezni. Pri klasi¢ni obliki je
aktivnost a-Gal A zelo nizka ali nezaznavna. Depoziti glikosfingolipidov vedno bolj ovirajo
normalno funkcijo predvsem endotelijskih celic zil, zato kmalu pride do resnih zapletov
(odpoved ledvic, kardio- in cerebrovaskularne bolezni, prezgodnja smrt) (39, 40). Pri sr¢ni in
ledvi¢ni obliki nizka rezidualna encimska aktivnost domnevno $¢iti pred nalaganjem
glikosfingolipidov v mikro zilju. Tipi¢ni simptomi in znaki bolezni so odsotni, v ¢etrti do Sesti
dekadi zivljenja pa nastopi progresivna kon¢na odpoved organa — srca ali ledvic, pogosto je

povezana s to¢no dolo¢enimi mutacijami (41, 42).
1.2.2.3. Fabryjeva bolezen v Sloveniji

Leta 2004 je bil ustanovljen Center za zdravljenje Fabryjeve bolezni Slovenj Gradec
(CFB). Prav v Slovenj Gradcu so leta 1991 odkrili prvega bolnika s Fabryjevo boleznijo. Leta
2006 je bilo v nasi drzavi 26 diagnosticiranih bolnikov: 8 moskih, 5 Zensk ter 13 Zensk z
blagimi ali brez simptomov. 12 bolnikov je bilo na encimskem nadomestnem zdravljenju. Po
podatkih iz 2011 je v nasi drzavi 39 bolnikov (14 moskih, 25 Zensk). Med znanimi druZinami
je opisanih 8 razliénih mutacij na GLA genu. 18 bolnikov (13 moskih in 5 Zensk) je na
nadomestnem encimskem zdravljenju. V centru si prizadevajo za multidisciplinarni pristop in
obravnavo bolnikov. Vkljuceni so v mednarodni register bolnikov s FB. Povezujejo se s

strokovnjaki z drugih podrocij, tudi iz tujine. NajpomemnejSe vloge centra so vsekakor

11
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odkrivanje novih bolnikov, zdravljenje in spremljanje zdravljenja ter zagotavljanje podpore

druzinam (43).
1.2.3. MUTACIJE V GENU GLA

Encim a-galaktozidazo A kodira gen galaktozidaza alfa (GLA), ki se nahaja na
kromosomu X in sicer na daljsi ro¢ici (lokus Xq22.1). Gen sestavlja 7 eksonov. Podatkovna
baza The Human Gene Mutation Database navaja 502 razliéni mutaciji na tem genu, ki so
odgovorne za pojav Fabryjeve bolezni (44). Vecinoma so to drugacnosmiselne in nesmiselne
mutacije (350), 71 je malih delecij, 29 malih insercij, 28 mutacij zaradi splicing-a in druge.
Poznana sta vsaj dva razreda mutacij, ki vodita v napredovanje bolezni. To so mutacije v
blizini aktivnega mesta, Ki vplivajo na izgubo encimske aktivnosti, ter zakriti aminokislinski

ostanki dale¢ od aktivnega mesta, ki vplivajo na napa¢no zvijanje molekule (3).
Nekaj primerov mutacij in njihovega vpliva:

e Mutacija p.Asn215Ser (sprememba asparagina na mestu 215 proteina v serin) onemogoci
N-glikozilacijo in sledece pravilno usmerjanje v lizosom (45).

e Pri mutacijah p.Cys56Gly, p.Cys56Phe in p.Cys56Tyr je zaradi zamenjave cisteina z
drugimi aminokislinami onemogoc¢en nastaneck pomembne disulfidne vezi, kar vodi v
izgubo encimske aktivnosti (3).

e Aminokislinski mesti 93 in 142 sta pomembni za vezavo substrata . Mutaciji p.Asp93Gly
kot p.Cysl42Tyr tako moc¢no zmanjSata aktivnost nastalega encima, kar se odraza v
hujsih oblikah bolezni (46).

e Mutacija p.Arg301GIn se je izkazala kot zelo odzivna na terapijo s farmakoloSkim
Saperonom (47).

e Mutacija p.Asp313Tyr je primer t.i. psevdodeficience. Ta genski polimorfizem so zaznali
pri merjenju encimske aktivnosti v plazmi moskih v kontrolni skupini. Ocenjujejo, da je
prisoten pri 1 % normalne kontrolne populacije. Encimska aktivnost izmerjena v plazmi in

Vitro je znacilno nizka, in vivo pa normalna. Tudi v urinu ni preseznih koli¢in Gbs (48).

12
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Poznavanje mesta mutacije pri pacientu omogoca napoved poteka bolezni. Prav tako bi
lahko omogo¢ilo tudi izbiro ustrezne terapije glede na to, kako mutacija vpliva na encimsko
aktivnost. Nekatere mutacije razlozijo tudi nepovezanost diagnosti¢nih rezultatov s kliniénimi

znaki (48).

1.3.ENCIMSKO NADOMESTNO ZDRAVLJENJE

Doba specificnega zdravljenja Fabryjeve bolezni se je v Evropi zacela leta 2001, v
Sloveniji pa 2003. Zdravili agalzidaza alfa (Replagal®) in agalzidaza beta (Fabrazyme®) kot
rekombinantna encima odpravljata vzrok bolezni, ko vneSena intravensko z infuzijsko
raztopino enkrat na 14 dni nadomescata odsotne oziroma encime z zmanjSano aktivnostjo.
Agalzidaza alfa je protein, izdelan v ¢loveskih celi¢nih linijah, medtem ko je agalzidaza beta
pridobljena iz sesalskih celi¢nih kultur ovarijskih celic kitajskega hrcka. Oba proteina izhajata
iz iste cDNA, njeno zaporedje so dolocili Ze leta 1986 (49). Agalzidaza beta ima v primerjavi
z agalzidazo alfa ve¢ M6P enot na mol rekombinantnega proteina. M6P enote so pomembne
za tar¢no usmerjanje rekombinantnega encima na MG6P receptorje na celicah tkiv in za
privzem v lizosome celic (50).

V farmakokineti¢nih $tudijah agalzidaze alfa po enem intravenskem odmerku (0,2 mg/kg)
so dolo¢ili naslednje parametre: razpolovni Cas izloCanja encima (ti) je znasal 108 min
(moski) in 89 min (zenske), volumen porazdelitve je bil 17 % telesne mase, oCistek je znasal
2,10 mL/min/kg (moski) in 2,66 mL/min/kg (Zenske). Profil porazdelitve in izlo¢anja encima
iz krvnega obtoka je bil dvofazen. Pri moskih so primerjali jetrne biopte pred in po odmerku
in na podlagi razlik ocenili, da ty, v tkivih presega 24 ur. Privzem zdravila v jetra so ocenili
na 10 % prejetega odmerka. Ne jetrna ne ledvicna okvara ne spremenita bistveno
farmakokineti¢nih parametrov. Ker je zdravilo protein, je pricakovati, da razpada s hidrolizo,
se ne veze na plazemske proteine in ne interagira z drugimi zdravili (51).

Klini¢ne Studije ucinkovitosti terapije z agalzidazo alfa poro¢ajo o zmanjsanju bolecine,
izboljsanju z bolecino pogojene kakovosti zivljenja, povecanju odstotka normalnih
glomerulov in izboljsanju njihove funkcije, povecanju prevodnosti srca ter zmanjSanju

plazemske koncentracije Gbs (52). Klini¢na Studija agalzidaze beta je dokazala ucinkovito
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znizanje plazemske in tkivne koncentracije Gbs ter zmanjSanje obremenitve zaradi boleCine
(53).

Prihodnost v zdravljenju Fabryjeve bolezni predstavljajo kemijskimi $aperoni. Terapija s
kemijskimi Saperoni je uporabna le pri mutacijah, ki so odgovorne za napacno zvijanje
nastalega proteina. 1-deoksigalaktonojirimicin (DGJ) je majhna kemijska molekula, ki je
trenutno v 3. fazi klini¢nih §tudij za zdravljenje Fabryjeve bolezni. Deluje kot kompetitivni
inhibitor aktivnega mesta a-galaktozidaze A. V subinhibitornih koncentracijah se obnasa kot
Saperon, ki se znotraj ER specifi¢no tesno veze na aktivno mesto mutiranega proteina. Tako
se obnaSa kot matrica za pravilno zvijanje proteina in prepreci njegovo razgradnjo. Pravilno
zvit protein v kompleksu s Saperonom zapusti ER in preko GA prispe do lizosoma, Kjer
Saperon oddisocira zaradi velike koncentracije substratov za encim, encim pa lahko zacne
opravljati kataliticno funkcijo. V primerjavi z encimsko nadomestno terapijo so prednosti
DGJ moznost peroralne aplikacije, visoka bioloSka uporabnost in dostop do tkiv, tudi ¢ez
hematoencefalno bariero, nizki stroski terapije, manjSa verjetnost za imunski odziv ter

moznost kombinacije z encimsko nadomestno terapijo (47, 54, 55).

1.4.DOLOCANJE  AKTIVNOSTI a-Gal A V LABORATORIJSKI
DIAGNOSTIKI

Mutacija gena GLA, ki se odraza v neaktivnem ali odsotnem encimu a-galaktozidaza A ter
akumulirajoc¢i se substrat tega encima, ki se nalaga v tkivih in vpliva na klini¢no izrazanje
bolezni — to so 4 prijemalisca za diagnostiko Fabryjeve bolezni. Po slovenskih priporocilih za
poenotenje postopkov pri odkrivanju in spremljanju bolnikov s Fabryjevo boleznijo pri
moskih za potrditev diagnoze zados¢a ugotovitev odsotne ali znatno znizane aktivnosti a-Gal
A v plazmi ali v perifernih levkocitih. Biokemijski diagnosti¢ni pristop pri Zenskah
prenasalkah ne zados¢a, potrebna je genska analiza (29). Genska analiza s sekvenciranjem
nukleotidnega zaporedja mutiranega gena GLA in primerjavo le tega z normalnim
nukleotidnim zaporedjem omogoca identifikacijo mutacije in potrditev klinicne diagnoze.
Klini¢na diagnoza sloni na osnovi anamneze, druzinske anamneze, klini¢nega pregleda in
ostalih specifi¢nih preiskav (sréno - Zilne, ledvi¢ne preiskave). Biopsija tkiv, predvsem kozZe,

ledvic in miokarda omogoca histolosko diagnozo. Biokemijska diagnostika akumulirajo¢ega
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se substrata globotriaozilceramida v plazmi, sedimentu urina ali kulturi fibroblastov ima
podporno vlogo pri diagnostiki bolezni, pomembnejsa je pri spremljanju napredovanja
oziroma zdravljenja bolezni (43).

Po priporocilih evropske ekspertne skupine za Fabryjevo bolezen naj bi se diagnostika
izvajala po algoritmu na sliki 10. Diagnosti¢ni zlati standard trenutno predstavlja metoda
dolodanja encimske aktivnosti v levkocitih. Ce pri moskih zaznajo nizko aktivnost z drugo
metodo, na primer dolo¢anjem encimske aktivnosti v krvnih madezih, za potrditev uporabijo
metodo dolocanja encimske aktivnosti v levkocitih. Moske s klasi¢no obliko bolezni lahko z
zanesljivostjo diagnosticirajo, ¢e pri njih dolo¢ijo encimsko aktivnost, manjSo od 5 %
povprecja normalnih vrednosti (56). Ne glede na vrsto vzorca (levkociti, plazma ali krvni
madezi) pri Zenskah diagnostika z dolo¢anjem encimske aktivnosti ni zanesljiva, saj daje tudi

do tretjine lazno negativnih rezultatov (57, 58).

Laboratorijska diagnostika pri
Fabryjevi bolezni: Zenske

Laboratorijska diagnostika pri
Fabryjevi bolezni: moski

kliniéni sum na Fabryjevo bolezen klinicni sum na Fabryjevo bolezen

l P

merjenje aktivosti a-Gal A v levkocitih (krvnih madeiih)

— T

merjenje aktivosti
a-Gal A v levkocitih
(krvnih madegih)

dologitev
nukleotidnega

zaporedja gena

odsotna aktivnost zmanjsana aktivnost normalna aktivnost l o
; ipie i ni Fabryjeva bolezen . .
Fabryjeva bolezen netipiéna oblika "fenok‘:;]pija“ nizka —= normalna aktivnost

Fabryjeve bolezni ali
l ni Fabryjeva bolezen

polimorfizem ¥
ni Fabryjeva bolezen mutacija, ki povzroca
bolezen
potrditev diagnoze
Fabryjeve bolezni

mutacija, ki povzrofa
bolezen

potrditev diagnoze
Fabryjeve bolezni

mutacija, ki povzroca
bolezen

potrditev diagnoze
Fabryjeve bolezni

+
mutacija, ki povzroia
bolezen, ni prisotna
individualna obravnava

Slika 10. Diagnosti¢ni algoritem ob sumu na Fabryjevo bolezen pri moskih (levo) in Zenskah (desno) (povzeto

po viru (56))

1.4.1. VZORCI, PRIMERNI ZA DOLOCANJE AKTIVNOSTI o-Gal A

1.4.1.1. Priporoceni vzorci

Pri encimski diagnostiki moskih se priporo¢a merjenje aktivnosti v levkocitih, plazmi,
krvnih madezih ali v kulturi fibroblastov (59). Za metodo doloc¢anja encimske aktivnosti v

levkocitih je potrebnih 10 mL, za dolo¢anje v plazmi pa 5 mL periferne krvi, odvzete v
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heparinizirano epruveto (60). Ustrezna antikoagulanta sta tudi EDTA ali citrat (61).
Hemoglobin v plazmi lahko signifikantno zniza fluorescenco nastalega 4-metilumbeliferona.
Mote¢ dejavnik je tudi lipemic¢nost plazme (61). Lizat levkocitov, izoliranih iz periferne krvi,
se lahko pridobi s homogenizacijo v 0,5 % natrijevem holatu (62), z desetkratnim
zamrzovanjem in odtaljevanjem (63) ali z uporabo reagenta za lizo eritrocitov,
centrifugiranjem in sonifikacijo (64). V analiznem postopku se uporablja supernatant.
Priprava lizata vkljucuje hemolizo in odstranitev eritrocitov, zato znizanje fluorescence zaradi
hemoglobina ni problemati¢no (61).

V eni izmed raziskav so encimsko aktivnost dolod¢ali kar v intaktnih levkocitih, brez
predhodne lize levkocitov. Reakcija med substratom in encimom je potekla kar znotraj celice.
Ugotovili so, da razlicne populacije levkocitov, izoliranih iz istega vzorca polne Krvi,
izkazujejo razli¢no aktivnost a-Gal A. Najvecjo aktivnost a-Gal A izkazujejo monociti (65).

Chamoles s sodelavci je leta 2001 objavil metodo merjenja encimske aktivnosti v
krvnih madezih (66). Krvni madeZi so zelo primerni za presejanje velikega Stevila pacientov,
pri katerih obstaja velika verjetnost, da imajo bolezen — dializni bolniki, bolniki z
nepojasnjeno hipertrofijo levega ventrikla ali z zgodnjim pojavom kapi. Prednosti uporabe
tega bioloskega vzorca so: enostavna pridobitev in shranjevanje, enostaven transport (lahko
po posti), ucinkovita izraba vzorca, enostavna priprava vzorca. Pri odvzemu vzorca je
zazeljena venska kri iz roke, pri otrocih, mlajsih od 6 mesecev pa iz pete. Pri odvzemu vzorca
je pomembno, da kri enakomerno omoci papir. Papir se mora posusiti na zraku pri sobni
temperaturi (59). Tudi pri 20-dnevni izpostavljenosti sobni temperaturi se aktivnost zmanjsa
za manj kot 20 %, kar ne vpliva na razliko med hemizigoti in kontrolnimi vzorci (66). Metoda
je primerna le za diagnostiko moskih pacientov, saj so pri eni izmed Studij dobili lazno
negativne rezultate za eno tretjino Zensk prenasalk (57). Ce se metoda uporablja za zaletno
encimsko diagnostiko, je zazeljeno, da za potrditev uporabimo zanesljivejSo metodo, na
primer dolo¢anje encimske aktivnosti v levkocitih (56).

Za diagnostiko se lahko uporabljajo tudi kulture fibroblastov - te naredijo iz biopta
koze, ki ga pridobijo z asepticno kirursko tehniko s podlakti (67). Fibroblasti se redko

uporabljajo za zacetno diagnostiko, bolj so uporabni za gensko analizo (56). VVzorcem, kot so
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fibroblasti ali levkociti, moramo dolociti tudi koncentracijo proteinov, da lahko encimsko

aktivnost izrazimo glede na maso v vzorcu prisotnih proteinov (59).
1.4.1.2.  Drugi vzorci

V nekaterih $tudijah so kot vzorec uporabljali polno kri. Z EDTA odvzeto kri so do
analize shranjevali pri -20°C. Ugotovili so, da tudi pri najve¢jem vplivu motecih sestavin
polne krvi na zmanjsanje fluorescence, ki ob uporabi 25 pL polne krvi hemizigota doseze 40
%, ne bi moglo priti do lazno pozitivnih rezultatov (68). Encimska aktivnost polne krvi ostane
stabilna 9 dni pri 4°C, 2 tedna pri -20°C ter 1 dan pri 20°C (69).

Tudi v urinu je izmerjena encimska aktivnost pri bolnikih nizja. Urin je vzorec,
pridobljen na neinvaziven nacin, kar je prednost v diagnostiki pri otrocih (63). Z
imunokemijsko metodo ELISA dolo¢ena koli¢ina encima v urinu korelira s koli¢ino encima v
serumu. Ugotovili so, da bi zaradi signifikantne pozitivne korelacije med koli¢ino v urinu
prisotnega encima in aktivnostjo encima v istem urinskem vzorcu, za diagnostiko lahko
uporabljali kar imunokemijsko metodo. Aktivnost se v urinu neznatno zmanjsa, ¢e ga
shranjujemo 2 dni pri 4°C ali 7 dni pri -40°C. Veckratno odtaljevanje in zamrzovanje ni
priporocljivo (70).

Prenatalna diagnostika moskih zarodkov je mogoca z dolo¢itvijo zmanjSane aktivnosti
a-Gal A v kulturi amniocitov ali horionskih resic (71), vendar je z uvedbo encimskega
nadomestnega zdravljenja izgubila na pomenu.

Vir sveze izloCenega encima predstavljajo tudi solze. Solze so enostavno pridobljen
vzorec, ki so ga ze uporabljali za encimsko diagnostiko s fluorimetricno dolocitvijo aktivnosti
(72). V eni izmed $tudij encimske diagnostike heterozigotov so kot vzorec uporabili tudi lase
in sicer del z dobro opazno lasno cebulico do konca koreninske ovojnice. Vsakemu
preiskovancu so odvzeli 20 las z razli¢nih delov lasis¢a. Vzorec so shranjevali do 12 ur pri 0 —

4°C v vlazni petrijevki. Pri zamrzovanju so ugotovili zmanjsanje encimske aktivnosti (73).
1.4.2. METODA ZA DOLOCANJE AKTIVNOSTI o-Gal A
Biokemi¢na metoda dolocanja aktivnosti a-Gal A v plazmi, serumu, urinu in

levkocitih je bila objavljena ze leta 1973 (63). Princip metode je reakcija cepitve terminalne
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galaktoze s sintetiCnega fluorogenega substrata 4-metilumbeliferil-o-D-galaktopiranozida z
encimom o-Gal A v kislem okolju. Nastali produkt cepitve, 4-metilumbeliferon, v bazi¢nem
okolju zaradi odcepitve protona fluorescira (slika 11), jakost fluorescence je sorazmerna s
koncentracijo tega deprotoniranega produkta. Izmerjena fluorescenca da podatek o
koncentraciji produkta, ¢e jo primerjamo s fluorescenco standarda 4-metilumbeliferona z
znano koncentracijo. 4-metilumbeliferon je fluorescenéni indikator, pri nevtralnem pH je
brezbarven, pri pH 7,5 pa modro fluorescira (74). Jakost fluorescence narasc¢a s pH, pri pH 10
doseze maksimum in plato. Pri pH 10,32 je fluorescenca stabilna vsaj 12 ur (75). Valovna
dolzina ekscitacijskega sevanja ob uporabi bazi¢nega glicinskega pufra je 365 nm,

emisijskega pa 445 nm (76).

CH

HO CHs
e G 2 OH~
s O o0 N
HOY Y~ ™0 0”0 HO 0”0 -0 o~ Yo
OH
4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid 4-metilumbeliferon

anionska oblika 4-metilumbeliferona

Slika 11. Struktura substrata in princip njegove reakcije z a-Gal A

Pri stalni temperaturi inkubiramo raztopino, v kateri so merjeni vzorec, substrat 4-
metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid in inhibitor N-acetil-D-galaktozamin. Pri 37°C se
kinetika reakcije pribliza Michaelis-Mentenovi in ni inhibitornega ucinka ve¢jih koncentracij
substrata na hitrost reakcije (77). Cas inkubacije je najkrajsi, ¢e kot vzorec uporabljamo
levkocite, 1 ura pri 37°C (78). Pri plazmi se priporo¢a inkubacija 4 ure pri nizji temperaturi

(30°C), da se zmanjsa hitrost denaturacije (79), pri krvnih madeZih pa 16 ur pri 37°C (80).

Uporaba inhibitorja o-galaktozidaze B, N-acetil-D-galaktozamina, za vecjo
specifi¢nost encimske reakcije je opisana v novejsih literaturnih virih. Za razliko od drugih
vzorcev za doloCanje encimske aktivnosti v levkocitih ni nujen, je pa zazeljen (61). V

nekaterih laboratorijih dolocajo encimsko aktivnost v levkocitih tudi brez uporabe inhibitorja
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(64). Pri dolo¢anju aktivnosti a-Gal A v plazmi lahko a-galaktozidaza B prispeva do 20 % k
izmerjeni aktivnosti (81).

Zazeljeno je Se, da se vzporedno meri aktivnost Se enega encima (na primer -
galaktozidaze, B-heksozaminidaze) v istem lizatu ali vzorcu plazme. S tem preverimo
kakovost (vitalnost) vzorca (79).

Pufri, ki se uporabljajo za zagotavljanje kislega medija za encim ter za raztapljanje
substrata in inhibitorja, so lahko: acetatni pufer (81), citratni pufer (55), citratno-fosfatni pufer
(64, 66). Koncentracija teh pufrov je priblizno 0,1 M, pH okrog 4,5. Za prekinitev reakcije in
ionizacijo 4-metilumbeliferona se lahko uporabljajo: NaOH - glicinski pufer (82),
etilendiamin (66), glicinsko - karbonatni pufer (65). Koncentracija pufrov je priblizno 0,1 M,
pH pa bazicen, od 10,5 do 11,4.

Metodo dolocanja aktivnosti a-Gal A v krvnih madezih so modificirali in ovrednotili,
da je primerna za visokozmogljivostno populacijsko presejanje. Za inkubacijo in merjenje
fluorescence se lahko uporabi mikrotitrske plosce (80).

V zadnjem casu so preizkusali tudi metodo dolocanja encimske aktivnosti petim
lizosomskim encimom isto¢asno v krvnih madezih z namenom uporabe v presejanju.
Uporabili so komercialno dostopno mesanico za encim specificnega substrata in internega
standarda, ki so jo dodali encimom, ekstrahiranim iz madeza. Aktivnost so dolocili s
tandemsko masno spektrometrijo. Substrat za a-Gal A je bil strukturni analog naravnega
substrata s strukturo na sliki 12 (83).

+BuO, 0
%% T v
HOLL [T 1 7 (CH)s
OHp—=- O O GLA-S

Slika 12. Struktura substrata za o-Gal A, uporabljenega pri dolo¢anju aktivnosti S tandemsko masno

spektrometrijo (povzeto po viru (84))

Metoda se je izkazala kot ucinkovita, saj omogoca detekcijo petih encimov hkrati, mogoca je
tudi avtomatizacija metode. Metoda bi bila uporabna za presejanje novorojenckov, saj bi

omogocila pravocasno uvedbo ustrezne terapije (84).

19



DORIS BRATINA - Diplomska naloga

Za metodi merjenja aktivnosti v levkocitih in krvnih madezih je bilo ugotovljeno, da
hkratno merjenje aktivnosti dveh encimov, a-gal A in B-glukuronidaze, ter njuno razmerje

povecajo zanesljivost diagnosticiranja bolnikov (85).
1.5.REFERENCNI INTERVAL

Referencni interval po splosni definiciji oznacuje obicajne izmerjene vrednosti analita,
znacCilne za zdravo populacijo. Enakovreden izraz je normalno obmocje. PO mnenju
Svetovnega zdruzenja klini¢nih kemikov (IFCC) pa lahko referencni interval definiramo tudi
za populacije bolnikov. Izrazov referencni interval ter normalno obmocje ne enacijo. Medtem
ko referencni interval oznaCuje obic¢ajne meje laboratorijskih podatkov, ima izraz normalno
obmocje 0zji pomen, oznacuje referencni interval (osrednjih 95 % rezultatov) zdrave
populacije (86).

Med metodami, instrumenti, reagenti in kon¢no populacijami obstajajo velike
raznolikosti, se za srednje velike in velike laboratorije zahteva, da postavijo svoje referenéne
intervale. Idealno bi bilo, ¢e bi laboratorij normalne vrednosti stratificiral po spolu in starosti.
Za zanesljive ocene referenénega intervala bi morali testirati vsaj 120 posameznikov pri obeh
spolih in v vsaki starostni skupini (86).

Leta 1995 so izSle smernice za postavitev referenénega intervala (C28-A)
Nacionalnega komiteja za standarde v klini¢énem laboratoriju (NCCLS oziroma danasnji
CLSI). Najprimernejsa metoda za dolocitev mej referencnega intervala iz izmerjenih
vrednosti pri referen¢ni vzor¢ni skupini je percentilna metoda. To je enostaven nacin
dolo¢itve, ki ne zahteva normalno porazdeljenih podatkov. Meje referen¢nega intervala
dolocata 2,5 % in 97,5 % percentil. Zahteva pa se 120 testirancev v posamezni skupini. Te
smernice opisujejo tudi validacijsko Studijo z le 20 testiranci, ki jo lahko naredijo majhni
laboratoriji. Rezultate nato primerjajo z referenénim intervalom, doloCenim s strani
proizvajalca metode oziroma analiznega aparata (86).

V revidiranih smernicah iz leta 2008 so predstavili robustno metodo, ki je uporabna za
manjse Stevilo vzorcev (87). Z doslednim upostevanjem teh smernic je nastal pripomocek za
izraun referen¢nega intervala Reference Value Advisor (88), ki omogoc¢a racunanje preko

treh razliénih metod:
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e standardna metoda; zahteva se vsaj 120 vzorcev, podatki morajo biti normalno
razporejeni,
e robustna metoda; potrebnih je manj vzorcev, podatki morajo biti simetricno
razporejeni,
e neparametricna percentilna metoda; zahteva se vsaj 40 vzorcev, normalna
razporeditev podatkov ni nujna.
Pri robustni in standardni metodi Reference Value Advisor omogoc¢a Box-Cox transformacijo,
s katero lahko poskusamo podatke pretvoriti do Zeljene razporeditve. S prakti¢nega vidika je
pri Stevilu vzorcev, vecjem od 120, neparametri¢na metoda ustrezna, ¢e je le unimodalna. Za
manjse Stevilo vzorcev pa robustna metoda z Box-Cox transformacijo daje najozje 90 %

intervale zaupanja (1Z) mej referen¢nega intervala.

Robustna metoda je zgrajena na predpostavki, da je razporeditev simetri¢na in ne
nujno normalna. Uporablja mediano in njeno absolutno deviacijo. Referen¢ni interval se pri
tej metodi pridobi tako, da se ponavljaje dodaja vedno manjSo tezo podatkom, ki so dale¢ od

sredine (89).
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2. NAMEN

Fabryjeva bolezen je redka, na kromosom X vezana presnovna bolezen, za katero je
znacilna odsotnost ali zmanjS$ana aktivnost lizosomskega encima a-galaktozidaza A. Zaradi
nezadostne encimske aktivnosti se v tkivih nalagajo depoziti globotriaozilceramida, glavnega
substrata tega encima. Klini¢ni znaki bolezni se lahko pri klasi¢ni obliki bolezni pojavijo Ze v
mladosti. NajpogostejSi so angiokeratomi, boleCine v okoncinah, hipohidroza, prebavne
tezave. Nezdravljena bolezen lahko privede do ireverzibilne okvare in odpovedi organov,
predvsem srca, ledvic in centralnega zivCevja ter do prezgodnje smrti.

Nameni eksperimentalnega dela so:

1. Optimizacija postopka za dolocanje aktivnosti encima a-galaktozidaza A v levkocitih z
namenom uporabe metode za diagnostiko Fabryjeve bolezni pri moskih, torej hemizigotih.
Optimizirali bomo koncentracijo substrata in koli¢ino lizata levkocitov vzorca.

2. Primerjava encimske aktivnosti pri kontrolni skupini zdravih prostovoljcev (n = 54) z
aktivnostjo pri bolnikih (n = 6) in bolnicah (n = 5) s Fabryjevo boleznijo. Skusali bomo
postaviti obmocje referenc¢nih vrednosti.

3. Ugotavljanje primernosti drugih bioloskih vzorcev; encimsko aktivhost bomo dolocali Se

v plazmi in v krvnih madezih.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1.APARATURE IN PRIBOR

biokemicni analizator Olympus AU400

tehtnica Sartorius TE124S-0CE

tehtnica Exacta 300 EB

pH meter Mettler Toledo MP220

stresalnik Vibromix 10, Tehtnica

stresalnik z inkubatorjem Eppendorf Thermomixer Comfort
sonifikator Sartorius stedim Labsonic M

centrifuga Eppendorf 5702 R

centrifuga z moznostjo hlajenja Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments
centrifuga Eppendorf centrifuge 5430

fluorescencni spektrometer Perkin Elmer LS 55 s programsko opremo FL WinLab in 1 cm

kivetami iz kvar¢nega stekla
vodna kopel

1,5 mL epruvete Eppendorf
plasti¢ne epruvete z zamaski
nosilec za epruvete
laboratorijska stojala

polavtomatske pipete z nastavki
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tehtalni colnicki

10 mL epruvete Falkon
50 mL epruvete Falkon
papir Whatman 903

luknja¢ Fiskars Hand Punch (premer kroga 3 mm)
3.2.REAGENTI

Reagent za lizo eritrocitov

Priprava: zatehtamo 4,01 g amonijevega klorida (Mr 53,49, Kemika), 0,5 g brezvodega
natrijevega karbonata (Mr 105,99, Kemika ) in 0,187 g EDTA (Idranal® 111, Mr 372,24,
Sigma). Dodamo 500 ml destilirane vode. Reagent shranjejemo v hladilniku, uporaben je 2

tedna.

Puferirana fizioloSka raztopina

Priprava: v 100 mL buco odmerimo 10 mL fizioloske raztopine (Gibco: Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline 10 X, brez kalcija in magnezija, Invitrogen) in dopolnimo z

destilirano vodo do oznake. Shranjujemo v hladilniku.

Triton X-100, 0,25% raztopina

Priprava: 25 pL Tritona X-100 previdno raztopimo v 10 ml destilirane vode.

Acetatni pufer, 0,195 M, pH 4,5

Priprava: v ¢aso zatehtamo 1,60 g brezvodnega natrijevega acetata (Mr 82,03, Kemika) in ga
raztopimo z 90 mL destilirane vode. Preme$amo in izmerimo pH. pH uravnamo s 5 M HCI na
4,5. Prelijemo v 100 mL merilno bucko in dopolnimo z destilirano vodo do oznake.

Shranjujemo v hladilniku.
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Inhibitor N-acetil-D-galaktozamin, 300 mM raztopina

Priprava: 100 mg N-acetil-D-galaktozamina (Mr 221.21, Sigma) raztopimo z 1,5 mL

acetatnega pufra, pH 4,5. Pripravimo alikvote volumna 180 uL in jih shranjujemo pri -20°C.

Substrat 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid, 20 mM raztopina

Priprava: 25 mg 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida (Mr 338,31, Sigma) raztopimo s
3675 uL acetatnega pufra, pH 4,5. Pripravimo alikvote volumna 500 pL in jih shranjujemo pri
-20°C.

Substrat 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid, 5 mM raztopina

Priprava: 0,005 M raztopino 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida (Mr 338,31, Sigma)
pripravimo iz 0,0201 M raztopine z ustreznim red¢enjem z acetatnim pufrom. Shranjujemo
pri -20°C.

NaOH — glicinski pufer, 0,2 M, pH 10,4

Priprava: 15,0 g glicina (Mr 75,07, Merck) in 8,0 g NaOH (Mr 40,0, Kemika) raztopimo v
950 mL destilirane vode. S 5 M HCI uravnamo pH na 10,4. Prelijemo v 1000 mL merilno

buco in dopolnimo z destilirano vodo do oznake. Shranjujemo v hladilniku.

Osnovna standardna raztopina, 1 mM

Priprava: 0,0099 g 4-metilumbeliferona (Mr 198,2, Sigma) raztopimo v 5 mL NaOH -
glicinskega pufra, pH 10,4. Pripravljeno raztopino red¢imo 1:10 z NaOH — glicinskim

pufrom. Pripravimo alikvote volumna 50 pL in jih zamrznemo na -20°C.

Delovna standardna raztopina, 0,30 uM

Priprava: zmesamo 20 pl. 1 mM osnovne standardne raztopine in 1980 pL NaOH -
glicinskega pufra, pH 10,4. 90 pL dobljene 10 uM raztopine red¢imo z 2910 uL NaOH -

glicinskega pufra, pH 10,4. Pretresemo in uporabimo za merjenje fluorescence.
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Natrijev citrat - fosfatni pufer, 0,2 M, pH 5,4

raztopina A: 21,0 g citronske kisline monohidrata (Mr 210,14, Merck) raztopimo v 500 mL

destilirane vode.

raztopina B: 1,42 g dinatrijevega hidrogenfosfata dihidrata (Mr 177,99, Kemika) raztopimo v

50 ml destilirane vode.

Pufer pripravimo z meSanjem 30 mL raztopine A in ustreznega volumna raztopine B, da

dosezemo pH 5,4.

Raztopina tauroholata in Tritona X-100 v destilirani vodi

0,1 g natrijeve soli tauroholne kisline (Mr 537,7, Sigma) raztopimo v 20 mL destilirane vode

in dodamo 80 pL Tritona X-100. Premesamo.

Substrat 4-metilumbeliferil-B-D-glukopiranozid, 5 mM raztopina

Priprava: 0,1099 g 4-metilumbeliferil-3-D-glukopiranozida (Mr 338,31, Sigma) raztopimo v
65 mL natrijevega citrat - fosfatnega pufra, pH 5,4. Po potrebi segrevamo. Pripravimo

alikvote volumna 1 mL in jih shranjujemo pri -20°C.
3.3.PREISKOVANCI

V diplomskem delu smo dolocali aktivnost a-Gal A v levkocitih, plazmi in krvnih
madezih. Potrebovali smo vzorce 3 — 5 mL polne krvi, odvzete z antikoagulantom EDTA, in
kapilarno kri, naneSeno na papir. V analizo smo vklju¢ili skupino zdravih kontrol (obeh
spolov), pri katerih smo pri¢akovali normalno aktivnost encima, ter bolnike (lo¢eno moske in
zenske), pri katerih smo pri¢akovali znizano aktivnost encima. Skupine smo primerjali med
seboj pri vseh treh vrstah vzorcev.

Preiskovanci so bili pacienti Pediatricne klinike v Ljubljani in Centra za Fabryjevo

bolezen Splosne bolniSnice Slovenj Gradec.
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3.3.1. KONTROLNA SKUPINA

Aktivnosti a-Gal A v levkocitih smo dolog¢ili pri 28 moskih in 26 zenskah. Razpon
starosti je bil od 1 do 42 let, povprec¢na starost 11,3 let. Encimsko aktivnost v plazmi smo
dolo¢ili 29 moskim in 26 zenskam. Razpon starosti je bil od 1 do 42 let, povprec¢na starost
11,4 let. Plazma in levkociti so bili izolirani iz istega vzorca polne krvi. Stevilo izmerjenih
aktivnosti v levkocitih kontrol pri moskih ne sovpada s tistim v plazmi, ker smo enega izmed
vzorcev levkocitov porabili med optimizacijo postopka. Encimsko aktivnost v krvnih madezih
smo dolo¢ili 9 moskim in 10 Zenskam, ter v dveh vzorcih, za katere nismo imeli podatkov o
starosti in spolu. Papirje z Ze zbranimi vzorci krvnih madezev smo imeli na voljo iz prej$nje
raziskave. Razpon starosti je bil od 12 do 25 let, povpre¢na starost 16,3 let. Vsi preiskovanci

so imeli normalno krvno sliko, brez prisotnih vnetnih sprememb (izmerjeni CRP normalen).
3.3.2. BOLNIKI

Encimsko aktivnost v levkocitih in plazmi smo dolo¢ili bolnikom; 6 moskim (razpon
starosti 14 do 47 let, povprec¢na starost 36,3 let) in 5 Zzenskam (razpon starosti 49 do 72 let,
povprecna starost 56,8 let), ki prihajajo na redno encimsko zdravljenje vsakih 14 dni. Kri je
bila odvzeta pred infundiranjem rekombinantnega encima, tako smo merili le endogeni encim.
Kapilarno kri, v kapljah naneseno na papirju Whatman 903 in posu$eno na zraku, smo dobili
od 6 bolnikov (razpon starosti 14 do 54 let, povprecna starost 37,2 let) in 2 bolnic (57 in 63
let, povprecna starost 60 let).

3.4.PRIPRAVA VZORCEV

Odvzete vzorce polne krvi smo $e isti dan centrifugirali pri 3500 rpm, 5 minut. Sestavine
krvi so se loile v zgornjo plast, to je rumekasta plazma, in spodnjo plast posedenih
eritrocitov, med njima je bil tanek, siv sloj levkocitov. Priblizno polovico plazme smo
odpipetirali v epruveto in jo takoj zamrznili na -20°C. Iz celic smo izolirali levkocite in
pripravili lizat (po postopku, opisanem pod to¢ko 3.4.1.). Zamrznili smo ga na -20°C.
Naslednji dan smo lizat levkocitov odtalili, izmerili koncentracijo proteinov in dolocali

encimsko aktivnost. Plazmo smo odtalili in dolocali encimsko aktivnost. Papirje z vzorci
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krvnih madezev smo do dolocanja encimske aktivnosti shranjevali v zaprti plasti¢ni vrecki pri

-20°C.

3.4.1. POSTOPEK PRIPRAVE LIZATA LEVKOCITOV

Levkocite smo previdno odpipetirali v 50 mL epruveto, dodali 10 mL reagenta za lizo
eritrocitov, premesali in pustili pri -20°C najve¢ 10 minut. Vzorec ni smel zamrzniti. Po 10
minutah smo vsebino premesali in pustili 5 minut v hladilniku.

Raztopino, ki ni smela biti motna, smo centrifugirali pri 3200 rcf, 5 minut v na 4°C
ohlajeni centrifugi. Supernatant smo odlili, morebiten ostanek supernatanta in eritrocitov nad
peletom smo odpipetirali. Ponovno smo dodali 10 ml reagenta za lizo eritrocitov, premesali
ter centrifugirali (3200 rcf, 5 min, 4°C). Supernatant smo odlili, morebiten ostanek
supernatanta in eritrocitov nad peletom smo odpipetirali.

Levkocitom smo dodali 10 mL puferirane fizioloske raztopine, premesali in
centrifugirali (3200 rcf, 5 min, 4°C). Preostali supernatant in eritrocite smo odstranili, da je bil
pelet ¢imbolj suh.

Peletu smo dodali 400 pL 0,25% raztopine detergenta Triton X-100, previdno
premesali in sonificirali s sonifikatorjem v treh sunkih po 5 sekund. Pomembno je, da se
VzZorec ne segreje prevec.

Vzorec smo prenesli v epruveto in ga centrifugirali pri 15000 rcf, 10 min. Na dnu je
ostal bel pelet, encimi so bili prisotni v supernatantu. Supernatant smo odpipetirali v 2
epruveti, v prvo vsaj 250 uL (to smo uporabili za nadaljne meritve koncentracije proteinov in

encimske aktivnosti), v drugo preostanek, in jih zamrznili na -20°C.

3.5.METODE

3.5.1. MERJENJE KONCENTRACIJE  PROTEINOV V  LIZATU
LEVKOCITOV

Dolocitev koncentracije proteinov v lizatu levkocitov potrebujemo za izracun dobljene
aktivnosti na utezno enoto proteinov iz vzorca. Aktivnost izrazamo kot mnozino z encimom

nastalih molekul produkta na uro na 1 mg proteinov.
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Uporabljali smo avtomatiziran postopek dolocanja proteinov v urinu ali likvorju, ki
temelji na kolorimetriéni metodi. Pri tem se zaradi reakcije aminskih skupin proteinov s
kompleksom barvila pirogalol rde¢i — molibdat zgodi premik absorpcijskega maksimuma na
600 nm (slika 13). Merimo absorbanco modro — vijolicnega kompleksa, ki je sorazmerna
koncentraciji proteinov v vzorcu. Aparat zahteva vsaj 100 uL vzorca, od teh za reakcijo
porabi 4 uL.

Analizo smo izvajali na biokemi¢nem analizatorju Olympus AU400, kot vzorec smo
uporabljali lizat levkocitov. 250 pL lizata v 1,5 mL epruveti smo vlozili v epruveto na
nosilcu, ki smo jo oznadili s kodo za preiskavo dolo¢anja koncentracije proteinov v likvorju.

Koncentracija proteinov (Cprot) je podana v g/L.

absorbanca
[ =]
&n

-0.5:
400 500 600 700

valovna dolZina (nm)

Slika 13. Absorpcijski spekter barvila (A), spekter barvila, vezanega na albumin (B) in spekter razlike med
obema (C) (povzeto po viru (90))
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3.5.2. PRIPRAVA UMERITVENE PREMICE

Raztopine standarda 4-metilumbeliferona v sedmih razli¢nih koncentracijah od 0 uM
do 1,5 uM smo pripravili tako, da smo najprej osnovno standardno raztopino (I mM) redcili
1:100 z NaOH - glicinskim pufrom, da smo dobili 10 uM raztopino standarda. Le-to smo nato
redc¢ili z NaOH — glicinskim pufrom, kot je opisano v preglednici I. Pripravljenim raztopinam

standarda smo izmerili fluorescenco pri pogojih (59, 66), navedenih v preglednici II.

Preglednica I. Sestava raztopin razli¢nih koncentracij standarda 4-metilumbeliferona za umeritveno premico

C razt. stand. (MM) | V10 M stand. razt. (ML) + VNaoH — glicin. pufra (UL)
0 (slepa) 0 + 3000
0.05 15 + 2985
0.1 30 + 2970
0.3 90 + 2910
0,5 150 + 2850
1,0 300 + 2700
15 450 + 2550

Preglednica Il. Nastavitve fluorimetra

A ekscitacije 365 nm

A emisije 450 nm

velikost ekscitacijske reze | 10 nm

velikost emisijske reze 5nm

éas 2s

3.5.3. OPTIMIZACIJA KOLICINE SUBSTRATA

Koncentracijo substrata za a-Gal A, 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida, smo
optimizirali tako, da smo spreminjali mnozino substrata, prisotnega v kon¢ni 150 puL

reakcijski raztopini. Okvirno koncentracijo substrata smo povzeli po literaturnem viru (78).
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Pripravili smo 4 razlicne reakcijske raztopine in en slep vzorec. Pri vseh raztopinah smo
uporabili 50 pL lizata levkocitov istega kontrolnega vzorca z normalno encimsko aktivnostjo
in 50 uL 300 mM raztopine inhibitorja izoencima N-acetil-D-galaktozamina. Spreminjali smo
volumen in koncentracijo raztopine substrata. Razliko do kon¢nega volumna 150 uL smo
nadomestili z acetatnim pufrom. Postopek priprave reakcijskih raztopin je naveden v

preglednici Il1.

Preglednica I1. Priprava reakcijskih raztopin pri optimizaciji koli¢ine substrata 4-MU-Gal

slepa 1 2 3 4

V razt. substr. (UL) 50 5 25 50 50

C razt. substr. (MM) 20 20 20 20 40

V NaoH — glicin. pufra (L) | 2000 /* /* | * /*

V razt. inhib. (UL) 50 50 50 50 50

V acetat. pufra (LL) 0 45 25 0 0

V Jizata vzorca L17 (uL) 50 50 50 50 50
C substr. v reake. razt, (MM) | 6,70 | 0,67 | 3,35 | 6,70 | 13,4

* 2000 pL NaOH — glicinskega pufra smo dodali Sele po koncu inkubacije za prekinitev
reakcije.

3.5.4. OPTIMIZACIJA KOLICINE VZORCA

Koli¢ino vzorca smo optimizirali tako, da smo spreminjali volumen lizata vzorca v
150 pL reakcijski raztopini ob nespremenjenem volumnu in koncentraciji raztopin substrata
a-Gal A, 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida in inhibitorja izoecima N-acetil-D-
galaktozamina. Preucevali smo tri razli¢ne volumne lizata levkocitov in merili fluorescenco.
Poskus smo naredili z lizatom vzorca (L15) iz kontrolne skupine z normalno encimsko
aktivnostjo in koncentracijo proteinov 1,48 g/L. Razliko do konénega volumna 150 puL smo
nadomestili z acetatnim pufrom. Postopek priprave reakcijskih raztopin je naveden v
preglednici IV.
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Preglednica IV. Priprava reakcijskih raztopin z vzorcem L15 pri optimizaciji koli¢ine vzorca

slepa 1 2 3

V 20 mM razt. substr. (1LL) 50 50 50 50
V' NaoH — glicin, pufra (L) 2000 I* * /*
V 300 mM raztop. inhib. (ML) 50 50 50 50
V acetat. pufra (HL) 0 0 25 40

V lizata vzorca L15 (L) 50 50 25 10

* 2000 puL NaOH — glicinskega pufra smo dodali Sele po koncu inkubacije za prekinitev
reakcije.

3.5.5. DOLOCANJE AKTIVNOSTI a-GALAKTOZIDAZE AV LEVKOCITIH

Dolocitev aktivnosti a-Gal A smo izvedli v dveh paralelnih doloc¢itvah z lizatom
levkocitov. Predhodno smo v lizatu dolo¢ili koncentracijo proteinov. Pri vsaki seriji meritev
smo pripravili slepi vzorec, pri katerem smo reakcijo med encimom in substratom takoj
ustavili s prekinitvenim pufrom. Da bi preverili pravilnost priprave vzorca smo aktivnost

encima dolo¢ili tudi v kontrolnih vzorcih z normalno aktivnostjo preiskovanega encima.

Priprava: priprava vzorcev je potekala na ledeni kopeli. S tem smo zeleli prepreciti
morebitno encimsko aktivnost pri vi§ji temperaturi. Reakcijske raztopine smo pripravili tako,

da smo v epruvete po vrsti odpipetirali:

e 50 pL 20 mM raztopine substrata 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida
e 2000 pL prekinitvenega NaOH-glicinskega pufra — samo v slepi vzorec

e 50 pL 300 mM raztopine N-acetil-D-galaktozamina, inhibitorja izoencima
e 25 pL acetatnega pufra

e 25 L vzorca.

Inkubacija: zaprte epruvete smo inkubirali 1 uro pri 37°C. Medtem smo pripravili
delovno standardno raztopino 4-metilumbeliferona. Po koncani inkubaciji smo v vzorce

dodali 2000 pL prekinitvenega NaOH-glicinskega pufra in jih pretresli na stresalniku.
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Merjenje fluorescence: pogoji za merjenje so navedeni v preglednici Il. Izmerili smo

fluorescenco slepega vzorca (Fg ), obeh paralelnih dolocitev vzorcev (Fy,1in Fy;2) in delovne

standardne raztopine (Fs;) s koncentracijo (Cst ), izrazeno v [umol/L] .

IzraCun in podajanje aktivnosti: aktivnost smo izracunali po enachah 1 in 2 z

upostevanjem naslednjih podatkov:
¢as inkubacijet=1h
kon¢ni volumen vzorca V,,, = 2150 pL
volumen lizata levkocitov Vi, = 25 pL
koncentracija delovne standardne raztopine cg, = 0,30 pumol/L.

Za koncentracijo proteinov (Cprot,) smo upostevali enoto [g/L].

Fvz.1 4+ Fvz.2

Fvz. = > — Fsl
(enacha 1)
Kti = Vvz.x Fvz.x Cst. =~ 86 X Fvz.x Cst.
aRUVIOSt = Estx Cprot.x Vliz.xt Fst.x Cprot.x t
(enacba 2)

Aktivnost smo izrazili v [nmol/h/mg proteinov].

3.5.6. DOLOCANJE AKTIVNOSTI GLUKOCEREBROZIDAZE \Y
LEVKOCITIH

Dolocanje aktivosti glukocerebrozidaze v levkocitih se uporablja za encimsko diagnostiko
Gaucherjeve bolezni. Gaucherjeva bolezen je dedna metabolna bolezen z znacilnim
pomanjkanjem lizosomskega encima R-glukozidaze (glukocerebrozidaze). V vzorcih
izoliranih levkocitov bolnikov s Fabryjevo boleznijo smo merili aktivnost a-galaktozidaze A
in aktivnost glukocerebrozidaze. V primeru, da je bila izmerjena aktivnost a-Gal A nizka,

aktivnost glukocerebrozidaze pa v obmocdju referen¢nih vrednosti (6,0 — 29,0 nmol/h/mg),
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smo lahko trdili, da je nizka vrednost a-Gal A res posledica bolezni in ne neustreznega

ravnanja zZvzorcem.

Meritve smo izvedli v dveh paralelnih doloc¢itvah z lizatom levkocitov, ki smo mu
predhodno dolocili koncentracijo proteinov. Pripravili smo slepi vzorec, pri katerem smo

reakcijo med encimom in substratom takoj ustavili s prekinitvenim pufrom.

Predpriprava: v epruvete smo odpipetirali 250 pL raztopine tauroholne kisline in Tritona
X-100 v destilirani vodi. Epruvete smo ve¢ dni susili v inkubatorju pri 37°C, dokler ni vsa

tekocina izparela. Na dnu je ostala le sol.

Priprava: priprava vzorcev je potekla na ledeni kopeli. Reakcijske raztopine smo pripravili

tako, da smo v epruvete s tauroholatom po vrsti odpipetirali:

e 50 pL destilirane vode
e 50 pL vzorca
e 2800 uL NaOH-glicinskega pufra — samo v slepi vzorec

e 100 uL 5 mM raztopine 4-metilumbeliferil-B-D-glukopiranozida, substrata encima.

Inkubacija: zaprte epruvete smo inkubirali 1 uro pri 37°C. Medtem smo pripravili delovno
standardno raztopino 4-metilumbeliferona. Po konc¢ani inkubaciji smo v vzorce dodali po

2800 pL prekinitvenega NaOH - glicinskega pufra in jih pretresli na stresalniku.

Merjenje fluorescence: pogoji za merjenje so navedeni v preglednici Il. 1zmerili smo

fluorescenco slepega vzorca (Fs ), obeh paralelnih dolocitev vzorca (F,,1 Iin Fy;>) ter delovne

standardne raztopine (Fs;) s koncentracijo (Cst ), izrazeno v [umol/L].

IzraCun in podajanje aktivnosti: aktivnost smo izraCunali po enacbah 1 in 3 z

upostevanjem naslednjih podatkov:
¢as inkubacijet=1h
kon¢ni volumen vzorca V,, = 3000 puL

volumen lizata levkocitov Vj;;= 50 pL
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koncentracija delovne standardne raztopine cs, = 0,30 pumol/L.

Za koncentracijo proteinov (Cprot) sSmo upostevali enote [g/L].

Vvz.x Fvz.x Cst. 60 X Fvz.X Cst.
Fst.x Cprot.x Vliz.x t  Fst.x Cprot.x t

aktivnost =
(enacbha 3)

Aktivnost smo izrazili v [nmol/h/mg proteinov].
3.5.7. DOLOCANJE AKTIVNOSTI 0-GALAKTOZIDAZE AV PLAZMI

Dolocitev aktivnosti a-Gal A v plazmi smo izvedli v dveh paralelnih dolocitvah. Pri vsaki
seriji meritev smo pripravili slepi vzorec, pri katerem smo reakcijo med encimom in
substratom takoj ustavili s prekinitvenim pufrom. Da bi preverili pravilnost priprave vzorca
smo aktivnost encima dolocili tudi v kontrolnih vzorcih z normalno aktivnostjo preiskovanega

encima.

Priprava: priprava vzorcev je potekala na ledeni kopeli. Reakcijske raztopine smo

pripravili tako, da smo v epruvete po vrsti odpipetirali:

e 50 pL 20 mM raztopine substrata 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida
e 2000 pL prekinitvenega NaOH-glicinskega pufra — samo v slepi vzorec
e 50 pL 300 mM raztopine N-acetil-D-galaktozamina, inhibitorja izoencima

e 50 pL vzorca.

Inkubacija: zaprte epruvete smo inkubirali 3 ure pri 37°C. Medtem smo pripravili delovno
standardno raztopino 4-metilumbeliferona. Po koncani inkubaciji smo v vzorce dodali po

2000 pL prekinitvenega NaOH - glicinskega pufra in jih pretresli na stresalniku.

Merjenje fluorescence: pogoji za merjenje so navedeni v preglednici Il. Izmerili smo

fluorescenco slepega vzorca (Fs ), obeh paralelnih dolocitev vzorcev (Fy,1in Fy;>) ter delovne

standardne raztopine (Fs;) s koncentracijo (Cs.), izraZzeno v [pmol/L].
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Izraun in podajanje aktivnosti: aktivnost smo izracunali po enacbah 1 In 4 z

upostevanjem naslednjih podatkov:
¢as inkubacije t =3 h
volumen vzorca plazme Vp = 0,05 mL
kon¢ni volumen vzorca V,, = 0,00215 L

koncentracija delovne standardne raztopine cs. = 0,30 pumol/L.

1000 X Fvz.x Cst.xX Vvz. _ 43 X Fvz.X Cst.
Fst.x t X Vpl. B Fst.x t

aktivnost =
(enacba 4)

Aktivnost smo izrazili v [nmol/h/mL plazme].

3.5.8. DOLOCANJE AKTIVNOSTI o-GALAKTOZIDAZE A V KRVNIH
MADEZIH

Doloc¢itev aktivnosti a-Gal A v krvnih madezih smo izvedli v dveh paralelnih
doloc¢itvah. Pripravili smo slepi vzorec, pri katerem smo reakcijo med encimom in substratom
takoj ustavili s prekinitvenim pufrom. Aktivnost encima smo dolod¢ili tudi v kontrolnih

vzorcih z normalno aktivnostjo preiskovanega encima.
Priprava: v 1,5 mL epruvete smo po vrsti odpipetirali:

e 50 pL 5mM raztopine substrata 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida
e 1430 pL prekinitvenega NaOH-glicinskega pufra — samo v slepe vzorce

e 20 pL 300 mM raztopine N-acetil-D-galaktozamina, inhibitorja izoencima.

Iz papirja smo izrezali krvne madeze premera 3 mm. Krvne madeze smo dodali v raztopino

reagentov.

Inkubacija: zaprte epruvete smo inkubirali 16 ur na stresalniku pri 37°C in 750 rpm.

Po koncani inkubaciji smo v vzorce dodali po 1430 pL prekinitvenega NaOH - glicinskega
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pufra in jih pretresli na stresalniku. Pred merjenjem smo pripravili delovno standardno

raztopino 4-metilumbeliferona.

Pred merjenjem: minimalni volumen za merjenje v kiveti je 2 mL, zato smo vzorce

ustrezno redcili. Centrifugirali smo pri 10000 rpm, 5 minut. V epruveto smo odpipetirali 1400

ML bistre raztopine nad usedlino, dopolnili s 700 pL NaOH - glicinskega pufra in premesali.

Merjenje fluorescence: pogoji za merjenje so navedeni v preglednici Il. 1zmerili smo

fluorescenco slepega vzorca (F), obeh paralelnih dolocitev vzorca (Fy,1 in Fy;5) in delovne

standardne raztopine (Fs;) s koncentracijo (Cs), izrazeno v [pmol/L].

Izraun in podajanje aktivnosti: aktivnost smo izracunali po enachbah 1 in 5 z

upostevanjem naslednjih podatkov:
¢as inkubacije t =16 h
kon¢ni volumen vzorca V,,, = 2100 pL
volumen raztopine vzorca po prekinitvi s pufrom Vprein. = 1500 pL
volumen po centrifugiranju odpipetiranega vzorca V ogpipet. = 1400 pL

koncentracija delovne standardne raztopine cs, = 0,30 pumol/L.

Cst.x Fvz.x Vvz.x Vprekin. 2250 X Cst.X Fvz.
Fst.x Vodpipet.x t B Fst.x t

aktivnost =
(enacba 5)

Aktivnost smo izrazili v [pmol/h/spot].
3.5.9. STATISTICNE METODE

Pri statisti¢cnem vrednotenju rezultatov smo uporabljali statisticna programa SPSS in
MedCalc. Za preverjanje ali je razporeditev eksperimentalno dolocenih aktivnosti normalna
smo uporabili Kolmogorov-Smirnov test. Za dokazovanje signifikantne razlike v aktivnosti
med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol smo uporabili neparametri¢ni test dveh med

seboj neodvisnih vzorcev — Mann-Whitneyev test U, ki ne zahteva normalne porazdelitve. Isti
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test smo uporabili tudi za dokazovanje, da se encimska aktivnost v levkocitih kontrolnih
vzorcev ne razlikuje glede na spol. Za dolo¢itev mej referencnega intervala smo uporabljali
robustno metodo ter neparametricno percentilno metodo. Metodi smo preizkusali tudi na
logaritmiranih ter Box-Cox transformiranih podatkih. Korelacijo smo preverjali preko

Spearmanovega koeficienta korelacije in testa signifikantnosti korelacijskega koeficienta.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1.0PTIMIZACIJA METODE DOLOCANJA ENCIMSKE
AKTIVNOSTI V LEVKOCITIH

4.1.1. DOLOCITEV OBMOCJA LINEARNOSTI

Z dolocitvijo obmocja linearnosti metode smo Zeleli preveriti, ¢e fluorimeter znotraj
dolocenega obmocja zagotavlja odzive, ki so premosorazmerni s koncentracijo merjenega
analita v vzorcu. Obmocje linearnosti smo dolocili S pripravo umeritvene premice.
Umeritveno premico z raztopinami standarda 4-metilumbeliferona smo pripravili tako, kot je
opisano pod toc¢ko 3.5.2. Rezultati meritev fluorescence raztopin standarda so navedeni v
preglednici V. Umeritvena premica raztopin standarda koncentracij 0 uM, 0,05 uM, 0,1 uM,
0,3 uM, 0,5 uM, 1,0 uM in 1,5 uM je grafi¢no prikazana na sliki 14.

Preglednica V. Fluorescenca (F) raztopin standarda 4-metilumbeliferona za umeritveno premico

C razt. stand. (UM) F F - Fsiepe
0 (slepa) 1,03 0

0,05 36,8 35,8
0,1 74,7 73,7
0,3 206 205
0,5 332 331

1 623 622
1,5 856 855
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Slika 14. Umeritvena premica raztopin standarda 4-metilumbelifona

Na sliki 14 vidimo, da obmocje linearnosti velja za vse preucevane koncentracije
raztopin standarda. Fluorescenca raztopin standarda nara$ca linearno od koncentracije 0 uM
do 1,5 uM. Izmerjene vrednosti so bile znotraj tega obmocja. Raztopino standarda 4-
metilumbeliferona s koncentracijo 0,30 uM, katere odziv lezi na umeritveni premici, smo
izbrali za delovno standardno raztopino. Obmocje linearnosti smo upostevali pri metodah

dolo¢anja encimske aktivnosti v levkocitih, plazmi in krvnih madezih.

4.1.2. OPTIMIZACIJA KOLICINE SUBSTRATA

Koncentracija substrata vpliva na hitrost encimske reakcije. Substrat mora biti v
prebitku, da omogoca reakcijo po kinetiki 0. reda, pri kateri koncentracija produkta narasc¢a
linearno v odvisnosti od ¢asa in neodvisno od koncentracije substrata. Prednost kinetike 0.
reda je, da je koncentracija encima edini omejujoci dejavnik. Nezadostna koli¢ina substrata bi
povzrodila lazno nizje vrednosti encimske aktivnosti. Previsoka koncentracija substrata je
lahko tudi omejujo¢ dejavnik za reakcijo, saj molekule substrata, ki so v prebitku v okolici
encima, ovirajo dostop in vezavo na aktivno mesto (91). Omejujoci dejavnik v povezavi s

koncentracijo substrata je tudi temperatura. Pri nizjih temperaturah (17°C) so opazili
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inhibitorni ucinek substrata na hitrost encimske reakcije, zato je pomembna stabilnost

temperature med inkubacijo (77).

Optimalno koli¢ino substrata a-Gal A, 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida, smo
dolo¢ili z merjenjem encimske aktivnosti raztopin z razli¢no koncentracijo substrata, kakor je
opisano pod tocko 3.5.3. Okvirno velikost koncentracije substrata v reakcijski raztopini smo
izbrali glede na postopek, ki ga je opisal Andrade s sodelavci (78) in je znasala 6,7 mM.
Rezultati meritev fluorescence raztopin so predstavljeni v preglednici VI in grafi¢no na sliki
15.

Preglednica VI. Rezultati meritev fluorescence raztopin razli¢nih koncentracij substrata 4-metilumbeliferil-a-

D-galaktopiranozida

slepa 1 2 3 4
C substr. v reake. razt. (MM) | 6,70 0,67 3,35 6,70 13,4
F 10,6 8,40 422 538 562
F - F siepe / -2,20 412 528 551
600
i —&
0 T 6,7 mM

400 /
300

200 //
100

F - F slepe

6 8 10 12 14 16

-100 -
koncentracija substrata (mM)

Slika 15. Odvisnost fluorescence od koncentracije substrata 4-metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozida

Iz grafa, ki podaja odvisnost fluorescence od koncentracije substrata, je razvidno, da je

pri koncentraciji 6,70 mM fluorescenca na platoju krivulje. Dobljena koncentracija je enaka
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kot v omenjenem literaturnem viru (78). To koncentracijo smo uporabljali za vse nadaljnje

meritve.
4.1.3. OPTIMIZACIJA KOLICINE VZORCA

Omejujo¢ dejavnik pri merjenju encimske aktivnosti je volumen vzorca. 1z 3 -5 mL
polne krvi dobimo priblizno 400 pL lizata levkocitov. Optimizacijo koli¢ine lizata vzorca Smo
izvedli z namenom doloditve najmanjSega volumna vzorca, ki je potreben za analizo

aktivnosti a-Gal A.

Optimalno koli¢ino vzorca smo dolocili z merjenjem encimske aktivnosti raztopin z
razli¢nim volumnom vzorca v reakcijski raztopini, kakor je opisano pod toc¢ko 3.5.4. Rezultati

meritev fluorescence raztopin so predstavljeni v preglednici VII in grafi¢no na sliki 16.

Preglednica VII. Postopek priprave reakcijskih raztopin in meritve pri vzorcu L15

slepa 1 2 3

V Jizata vzorca L15 (ML) 50 50 25 10
F 10,2 603 325 189
F-F slepe / 593 315 172

700

600 /.
500
2400 y = 10.597x + 59.514
w / R?=0.998
. 300

w
200 B
100
0
0 10 20 30 40 50 60

volumen lizata vzorca (uL)

Slika 16. Odvisnost fluorescence od uporabljenega volumna lizata vzorca levkocitov
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Slika 16 prikazuje, da je encimska aktivnost pri vseh treh volumnih vzorca v obmoc¢ju
linearnosti. Hitrost encimske reakcije linearno naras¢a z volumnom lizata vzorca, torej S
koli¢ino v vzorcu prisotnih encimov. Najmanjsi uporabljen volumen lizata (10 pL) bi lahko
predstavljal problem pri vzorcih z nizko koncentracijo proteinov, Se posebno pri patoloskih
vzorcih z nizko encimsko aktivnostjo. Najvecji uporabljen volumen lizata (50 uL), ki ga v
svojem postopku uporablja tudi Andrade s sodelavci (78), je prevelik, saj smo omejeni s
koli¢ino lizata, ki je potreben Se za doloCitev aktivnosti glukocerebrozidaze. Optimalni

volumen lizata levkocitov je 25 L.
4.1.4. POSTAVITEV REFERENCNIH VREDNOSTI

Referencne vrednosti so obiCajne izmerjene vrednosti analita, znacilne za zdravo
populacijo. Za namene diagnostike se izmerjene vrednosti analita pri preiskovancih s sumom
na bolezen primerja z referen¢nimi vrednostmi (86). Po postopku, opisanem pod toc¢ko 3.5.5,
smo dolocili aktivnost a-Gal A v levkocitih v skupini zdravih kontrol (54 vzorcev) ter
izraCunali referen¢ne vrednosti. IzraCunane referencne vrednosti zdravih kontrol smo

primerjali z vrednostmi, izra¢unanimi za skupino bolnikov.

Opisanih postopkov dolo¢anja aktivnosti a-Gal A v levkocitih je veliko in se od
laboratorija do laboratorija razlikujejo. Mi smo se osredotocili na postopek, opisan v ¢lanku
Andradeja s sodelavci (78). Upostevali smo Se prakti¢ne vidike Londonske biokemijske
raziskovalne skupine, ki je iz svojih 30—letnih izkuSenj povzela, kateri so kriti¢ni parametri, ki
jih je potrebno upostevati pri odvzemu in laboratorijskem delu z vzorcem (61). Uporabili smo
optimalni volumen lizata vzorca ter optimalno koncentracijo substrata. Za vecjo specifi¢nost
smo uporabili 50 uL 300 mM raztopine N-acetil-D-galaktozamina, inhibitorja izoecima,
raztopljenega v acetatnem pufru, pH 4,5. Za prekinitveni pufer smo uporabili NaOH —
glicinski pufer (82). V vzorcih lizata levkocitov smo dolocili aktivnost a-Gal A v dveh

dolocitvah in slepi vzorca.

V kontrolni skupini 28 moskih in 26 Zensk ter v skupini 6 bolnikov moskega spola
(hemizigotov) smo doloc¢ili aktivnost a-Gal A v levkocitih. V nobenem od pregledanih

literaturnih virov nismo zasledili, da bi zdrave preiskovance delili po starosti ali spolu, zato
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smo vse preiskovance vkljuc¢ili v eno samo skupino zdravih kontrol. Rezultati dolocitev
encimske aktivnosti so zbrani v preglednicah VIII in IX. Prav tako smo dolo¢ili tudi encimsko
aktivnost pri bolnicah (heterozigoti). Pri¢akovali smo nizke do normalne vrednosti encimske
aktivnosti. Rezultati so zbrani v preglednici X. V lizatu patoloskih vzorcev smo zaradi
kontrole ustreznosti ravnanja z vzorcem dolo¢ili Se aktivnost glukocerebrozidaze. Rezultati
meritev so v preglednicah 1X in X. Grafi¢ni prikaz aktivnosti vseh treh skupin je na sliki 17. Z

oranzn0 so oznacene povprecne vrednosti encimske aktivnosti.

41.4.1. Meritve

Preglednica VIII. Rezultati meritev koncentracije proteinov in aktivnosti a-Gal A v levkocitih kontrolnih

vzorcev
Oznaka Koncentracija | Aktivnost a-Gal A
vzorca proteinov (g/L) (nmol/h/mg)
L1 0,38 67,0
L2 0,12 58,3
L3 0,58 65,0
L4 0,55 113
L5 0,25 48,3
L6 0,22 75,5
L7 0,58 94,7
L8 0,53 77,3
L9 0,71 84,2
L10 0,39 56,6
L11 0,71 66,0
L12 0,65 61,2
L13 0,28 91,9
L14 0,73 48,6
L15 1,48 54,6
L16 0,82 68,8
L18 0,84 64,9
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Oznaka Koncentracija | Aktivnost a-Gal A
vzorca proteinov (g/L) (nmol/h/mg)
L19 0,89 44,6
L20 0,54 76,6
L21 1,04 72,3
L22 0,81 63,1
L23 0,70 59,5
L24 0,99 45,3
L25 0,98 66,0
L26 0,67 33,4
L27 0,73 53,8
L28 0,65 77,7
L29 0,66 92,5
L30 0,68 73,3
L31 0,73 102
L32 0,60 63,9
L33 0,99 65,0
L34 0,67 72,2
L35 0,71 71,5
L36 0,84 47,8
L38 0,73 71,9
L39 0,82 93,0
L40 0,48 150
L41 0,47 60,6
L42 0,42 78,9
L43 0,52 56,1
L44 0,52 63,6
L45 0,63 85,5
L46 0,30 88,8
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Oznaka Koncentracija | Aktivnost a-Gal A

vzorca proteinov (g/L) (nmol/h/mg)
L47 0,88 71,5
L48 0,17 66,5
L49 0,43 54,4
LS50 1,07 50,9
L51 0,64 135
L52 0,32 104
L53 0,49 74,8
L54 0,52 147
LS55 0,16 83,4
L56 0,25 131

Preglednica IX. Rezultati meritev koncentracije proteinov, aktivnosti a-Gal A ter aktivnosti glukocerebrozidaze

v levkocitih vzorcev hemizigotov

Oznaka Koncentracija Aktivnost a-Gal A Aktivnost glukocerebrozidaze
vzorca proteinov (g/L) (nmol/h/mg) (nmol/h/mg)

L1F 1,16 0,7 21,3

L8F 1,30 11 18,2

L9F 1,02 8,6 38,3

L12F 0,69 5,7 20,4

L13F 0,92 1,8 23,6

L14F 1,29 0,3 7,1
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Preglednica X. Rezultati meritev koncentracije proteinov, aktivnosti a-Gal A ter aktivnosti glukocerebrozidaze v

levkocitih vzorcev heterozigotov

Oznaka Koncentracija Aktivnost a-Gal A Aktivnost glukocerebrozidaze
vzorca proteinov (g/L) (nmol/h/mg) (nmol/h/mg)
L2F 2,49 19,0 6,5
L3F 1,34 3,7 14,9
L4F 1,48 40,1 10,7
L5F 1,54 9,3 10,0
L7F 0,56 29,0 29,0
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Slika 17. Grafi¢ni prikaz aktivnosti a-Gal A v levkocitih pri hemizigotih, heterozigotih in kontrolni skupini

Iz slike 17 je razvidno, da so razporeditve vrednosti aktivnosti a-Gal A hemizigotov
(obmocje aktivnosti od 0,30 do 8,60 nmol/h/mg, povpre¢na vrednost 3,03 nmol/h/mg) in
kontrol (obmocje aktivnosti od 33,4 do 150 nmol/h/mg, povprecna vrednost 74,9 nmol/h/mg)
evidentno locene. Vrednosti aktivnosti a-Gal A pri heterozigotih so razprSene od nizkih

vrednosti, znacilnih za hemizigote, do vrednosti kontrol (obmoc¢je aktivnosti od 3,70 do 40,1
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nmol/h/mg, povprecna vrednost 20,2 nmol/h/mg). Zelo podobna razporeditev rezultatov glede
na skupine preiskovancev je navedena tudi v literaturi (61). Stevilo vzorcev je bilo pri njih
veéje. Opisano obmodje aktivnosti a-Gal A pri hemizigotih (n = 100) je od 0,35 do 8,60
nmol/h/mg, pri kontrolnih preiskovancih (n = 100) od 34,0 do 128 nmol/h/mg, pri
heterozigotih (n = 130) pa razprseno od 4,3 do 95,0 nmol/h/mg.

Aktivnosti kontrolnega encima glukocerebrozidaze, izmerjene pri patoloskih vzorcih,
so znotraj referen¢nega obmocja (6,0 — 29,0 nmol/h/mg). Na osnovi tega lahko trdimo, da so
nizke vrednosti aktivnosti a-Gal A res posledica pomanjkanja encima. Najvi§ja izmerjena
aktivnost pri hemizigotih je 11,5 %, povpreéna vrednost pa 4,1 % povprecne vrednosti

kontrolne skupine.
4.1.4.2. Statisti¢no vrednotenje
Statisti¢cno smo preizkusali:

e e je encimska aktivnost v levkocitih kontrolnih vzorcev enaka ne glede na spol,
e (e se aktivnost a-Gal A kontrolnih vzorcev porazdeljuje normalno,
e (e se aktivnosti a-Gal A, dolo¢ene med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol,

signifikantno razlikujejo.

4.1.4.2.1. Statisticno vrednotenje enakosti encimske aktivnosti v levkocitih kontrolnih

vzorcev glede na spol

Z namenom, da bi preverili, ali je encimska aktivnost v levkocitih kontrolnih vzorcev
enaka ne glede na spol, smo izvedli neparametri¢ni test primerjave dveh neodvisnih skupin

vzorcev — Mann-Whitneyev test U. Test preverja hipotezi:
Ho: aktivnost je enaka ne glede na spol.

Ha: aktivnost se razlikuje glede na spol.
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Pri P = 0,616, ki je vecji od stopnje sprejetega tveganja (oo = 0,05), smo potrdili
ni¢elno hipotezo, da je encimska aktivnost enaka ne glede na spol. Na osnovi tega smo

upostevali rezultate meritev oseb Zenskega in moskega spola.

4.1.4.2.2. Statisti¢no vrednotenje, ali je porazdelitev aktivnosti a-Gal A kontrolnih

vzorcev normalna

Z namenom, da bi preverili, ¢e je porazdelitev aktivnosti kontrolnih vzorcev normalna,
smo izvedli Kolmogorov-Smirnov test. Test preverja hipotezi:

Ho: razporeditev doloc¢enih aktivnosti je enaka normalni.

Ha: razporeditev dolocenih aktivnosti je razlicna od normalne.

Pri P = 0,002, ki je manjsi od stopnje sprejetega tveganja (o = 0,05), smo zavrnili
ni¢elno hipotezo. Rezultati aktivnosti kontrolnih vzorcev niso bili porazdeljeni normalno. Z

enakim testom smo preverili tudi logaritmirane (logaritem z osnovo 10) aktivnosti kontrol.

Pri P = 0,7054, ki je bil vecji od a = 0,05 smo potrdili nicelno hipotezo, da je

razporeditev logaritmiranih aktivnosti kontrolnih vzorcev normalna.

4.1.4.2.3. Statisti¢no vrednotenje razli¢nosti v encimski aktivnosti med skupinama

hemizigotov in zdravih kontrol

Z namenom, da bi preverili, ¢e obstaja signifikantna razlika v encimski aktivnosti med
skupinama hemizigotov (povpre¢na vrednost 3,0 nmol/h/mg) in zdravih kontrol (povprecna

vrednost 74,9 nmol/h/mg) smo uporabili Mann-Whitneyev test U. Test preverja hipotezi:
Ho: vzorca se ne razlikujeta med sabo.
Ha: vzorca se razlikujeta med sabo.

Izid Mann-Whitneyevega testa U kaze, da lahko pri P = 0,000, ki je man;jsi od vnaprej
dolocCene stopnje sprejetega tveganja (oo = 0,05) zavrnemo nicelno hipotezo in sprejmemo
alternativno hipotezo, ki pravi, da obstaja signifikantna razlika v encimski aktivnosti med

skupinama hemizigotov in zdravih kontrol. Z uporabo metode za dolocitev aktivnosti a-Gal
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A, opisane pod tocko 3.5.3., bomo lahko lo¢ili med bolniki s Fabryjevo boleznijo in zdravimi

posamezniki glede na izmerjeno aktivnost a-Gal A.
4.1.43. Referencni interval

IzraCun mej referen¢nega intervala smo izvedli s programom MedCalc, ki uposteva
smernice CLSI in IFCC. Racuna obojestranski, 95% referen¢ni interval. Podatke o encimski
aktivnosti v levkocitih kontrolnih vzorcev smo analizirali po 2 razlicnih metodah:
neparametri¢ni percentilni metodi ter robustni metodi. Ti dve metodi smo izbrali, ker sta
primerni za izraun mej referenénega intervala pri manjSem Stevilu vzorcev. Pri
neparametri¢ni percentilni metodi smo uporabili 1.) netransformirane podatke, 2.) Box-Cox
transformirane podatke in 3.) logaritmirane podatke. Pri robustni metodi, ki zahteva
simetri¢no porazdelitev podatkov, smo lahko uporabili le transformirane podatke: 1.) Box-
Cox transformirane in 2.) logaritmirane podatke. Simetri¢nost smo vrednotili preko
koeficienta asimetri¢nosti, ki je merilo za stopnjo simetrije v porazdelitvi spremenljivke. Ce je
pripadajoca P vrednost manjsa od 0,05, je simetri¢nost signifikantno razli¢na od simetri¢nosti
pri normalni porazdelitvi. Pri Box-Cox transformiranih podatkih je koeficient asimetri¢nosti
znaSal 0,0184 (P = 0,9525), pri logaritmiranih podatkih pa 0,4030 (P = 0,2041). S programom
izraCunane spodnje in zgornje meje referenénega intervala so predstavljene v preglednici XI
in graficno na sliki 18. 90 % interval zaupanja je naveden in prikazan le tam, kjer je bilo

dovolj podatkov za njegov izracun.
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Preglednica XI. Izra¢unane spodnja in zgornja meja referenénega intervala s pripadajo¢imi intervali zaupanja za

razli¢ne metode in razli¢no transformirane podatke

Nacin Metoda Transformacija Spodnja meja Zgornja meja
podatkov (90 % 12) (90 % 12)
1 Neparametricna brez 37,6 148,6
percentilna
2 Neparametricna Box-Cox 37,1 148,6
percentilna
3 Neparametricna logaritmiranje 37,2 148,6
percentilna
4 Robustna Box-Cox 40,6 138,6
(37,0 -44)9) (116,3 - 165,0)
5 Robustna logaritmiranje 37,5 128,6
(33,3-42,4) (111,5-147,2)
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Slika 18. Prikaz mej referenénega intervala s pripadajo¢imi 90 % intervali zaupanja za razli¢ne nacine izracuna:
neparametri¢na percentilna metoda brez transformacije podatkov (1), z Box-Cox transformiranimi podatki (2), z
logaritmiranimi podatki (3) in robustna metoda z Box-Cox transformiranimi podatki (4) in logaritmiranimi

podatki (5) (grafi¢ni prikaz preglednice XI)

Z uporabo neparametri¢cne metode ne glede na transformacijo dobimo zelo podobne meje,
ki pa so brez 90 % intervala zaupanja. Tega lahko program izracuna le, ¢e ima na voljo vec
kot 80 vzorcev. Ker sta P vrednosti pri koeficientih asimetri¢nosti ve¢ji od 0,05 sklepamo, da
so tako Box-Cox kot logaritemsko transformirani podatki simetri¢no porazdeljeni. Tako lahko
upostevamo robustno metodo. Na podlagi priporocil, da je robustna metoda najprimernejSa za
Studije z manjSim $tevilom vzorcev (87) in da ob upostevanju Box-Cox transformacije daje
najozje intervale zaupanja (88), smo za dolocitev mej referencnega intervala aktivnosti o-Gal

A v levkocitih izbrali robustno metodo z Box-Cox transformacijo podatkov (nacin 4). Pri tem
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nac¢inu je spodnja meja referencnega intervala najvisje (40,6 nmol/h/mg), zato bo verjetnost
laZzno negativne opredelitve preiskovancev tu najmanjsa. Referen¢ni interval aktivnosti o-Gal
A v levkocitih je 40,6 — 138,6 nmol/h/mg. Spodnja meja je dobro primerljiva z referenénim
obmocjem v c¢lanku Andradeja s sodelavci, kjer je referencno obmocje 42,1 — 1129
nmol/n/mg (n = 55) (78). Referencni interval genetskega laboratorija univerze Emory za
primerjavo z naSim dobljenim znasa 26,5 — 92,5 nmol/h/mg, izracunan pa je preprosto kot
povpre¢na vrednost + 1,5 standardne deviacije (92). Vendar kot je Ze bilo omenjeno, se
priporoca, da referen¢ne intervale pridobi vsak laboratorij zase, saj se tudi metode dolo¢anja
encimske aktivnosti od laboratorija do laboratorija razlikujejo. Pomembno pa je, da so metode

dolo¢anja optimizirane.

4.2.UGOTAVLJANJE USTREZNOSTI = DRUGIH  BIOLOSKIH
VZORCEV ZA DOLOCANJE AKTIVNOSTI a-GALAKTOZIDAZE A

Aktivnost a-Gal A se lahko doloc¢a v levkocitih, v plazmi in v krvnih madezih. Obstaja kar
nekaj raziskav, ki zagovarjajo ve¢jo zanesljivost metode doloCanja encimske aktivnosti v
levkocitih (56, 78). Priprava lizata levkocitov vzorca zahteva usposobljenost analitika in je
Casovno zamudna. V primerjavi z lizatom levkocitov lahko plazmo pridobimo z enostavnim
in hitrim postopkom (centrifugiranje). Krvni madezi so enostavno in manj invazivno
pridobljen bioloski vzorec, tako z vidika donorja vzorca kot laboratorijskega osebja. Vzorec

razen susenja in zamrznitve ne zahteva nobene posebne obdelave.

4.2.1. PRIMERJAVA METODE DOLOCANJA ENCIMSKE AKTIVNOSTI V
PLAZMI Z METODO DOLOCANJA V LEVKOCITIH

Aktivnost a-Gal A v plazmi smo merili, kot je opisano pod tocko 3.5.7. Postopek
dolocanja encimske aktivnosti v plazmi (78) smo prilagodili ob upostevanju prakti¢nih
vidikov, ki jih je povzela Londonska biokemijska raziskovalna skupina (61). Substrat 4-
metilumbeliferil-a-D-galaktopiranozid in inhibitor izoecima N-acetil-D-galaktozamin smo
raztopili v acetatnem pufru (0,195 M, pH 4,5) tako kot pri dolo¢anju encimske aktivnosti v
levkocitih. Uporabili smo 50 uL 20 mM raztopine substrata in 50 uL 300 mM raztopine

inhibitorja. Kot vzorec smo uporabili 50 uL plazme iz polne krvi bolnikov in zdravih kontrol.
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Reakcijsko raztopino smo inkubirali 3 ure pri 37°C. Vpliv morebitne prisotnosti hemoglobina
in lipemiénosti plazme smo zmanj$ali z uporabo slepega vzorca, pri katerem smo prepreéili
reakcijo med encimom in substratom. Reakcijska raztopina je bila izpostavljena enakim
pogojem kot obe vzorcni reakcijski raztopini. Reakcijo med encimom in substratom smo

ustavili z NaOH — glicinskim pufrom (82).

S statisticnim vrednotenjem smo ugotavljali, ¢e obstaja signifikantna razlika v
encimski aktivnosti med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol. Z namenom, da bi
ugotovili, ¢e med metodama dolo¢anja encimske aktivnosti v plazmi in levkocitih obstaja
korelacija, smo primerjali aktivnosti, dolo€ene v plazmi, z aktivnostmi, doloCenimi v

levkocitih iz istega vzorca polne Krvi.

Grafi¢ni prikaz rezultatov je na sliki 19. Povprecne vrednosti aktivnosti posamezne
skupine so oznafene z oranzno. Kontrolna skupina (obmog¢je aktivnosti od 3,30 do 24,9
nmol/h/mL, povpreéna vrednost 9,45 nmol/h/mL) in skupina hemizigotov (obmocje aktivnosti
od 0,30 do 20,4 nmol/h/mL, povpre¢na vrednost 5,58 nmol/h/mL) nista bili tako dobro lo¢eni
kot pri metodi dolocanja encimske aktivnosti v levkocitih, prislo je celo do prekrivanja.
Povpreéna vrednost pri hemizigotih je dosegla kar 59 % povpreéne vrednosti kontrol, najvisja
izmerjena vrednost pri hemizigotih pa kar 216 % povpre¢ne vrednosti. Tretjina pri
hemizigotih izmerjenih aktivnosti je bila v obmocju aktivnosti kontrolnih vzorcev. Andrade je
v svoji presejalni $tudiji dolo¢il obmocje aktivnosti za kontrolno skupino (n = 44) 3,0 do 8,1
nmol/h/mL. Interval aktivnosti ima v primerjavi z nas§im nizZjo zgornjo mejo, spodnja pa je
primerljiva. Drugi ¢lanek navaja interval aktivnosti kontrolne skupine (n = 100) od 4,1 do
17,4 nmol/h/mL, hemizigotov (n = 93) od 0,0 do 0,99 nmol/h/mL in heterozigotov (n = 122)
od 0,32 do 7,50 nmol/h/mL (61). Skupini hemizigotov in zdravih kontrol sta za razliko od

nasih rezultatov dobro lo¢eni med sabo.
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Slika 19. Grafi¢ni prikaz aktivnosti a-Gal A v plazmi pri hemizigotih, heterozigotih in kontrolni skupini

Izvedli smo Mann-Whitneyev test U, s katerim smo ugotavljali, ¢e je med skupinama
kontrol (povpre¢na vrednost 9,45 nmol/h/mL) in hemizigotov (povpre¢na vrednost 5,58

nmol/h/mL) signifikantna razlika v aktivnosti, izmerjeni v plazmi. Preverjali smo hipotezi:
Ho: vzorca se ne razlikujeta med sabo.
Ha: vzorca se razlikujeta med sabo.

Mann-Whitneyev test U je pokazal, da lahko pri P = 0,034, ki je manjsi od vnaprej dolocene
stopnje sprejetega tveganja (oo = 0,05) zavrnemo nicelno hipotezo in sprejmemo alternativno
hipotezo, ki pravi, da obstaja signifikantna razlika v aktivnosti med skupinama hemizigotov in

zdravih kontrol.

Kljub temu, da smo ugotovili signifikantno razliko med skupinama hemizigotov in
zdravih kontrol glede na encimsko aktivnost v plazmi, je iz prekrivajocih se rezultatov za obe
skupini na grafiénem prikazu (slika 19) jasno razvidno, da metoda dolo¢anja encimske
aktivnosti v plazmi ne more zanesljivo opredeliti preiskovancev za bolne ali zdrave. Encimska

aktivnost, dolo¢ana v plazmi, je obc¢utljiva na ve¢ dejavnikov vpliva kot levkociti (lipemi¢nost
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plazme, hemoliza krvi). Plazma je torej v primerjavi z levkociti za diagnostiko Fabryjeve
bolezni manj primerna. Ceravno mnogi laboratoriji uporabljajo tudi plazmo, je Andrade pri
presejalni $tudiji ugotovil, da obstajajo tudi bolniki z normalno encimsko aktivnostjo,
dolo¢eno v plazmi, a zelo nizko aktivnostjo, doloceno v levkocitih (78), zaradi veéje
stabilnosti mutiranega encima v nevtralni plazmi. V presejalnih Studijah pogosto uporabijo
enostavnejSo in hitrejSo metodo doloc¢anja encimske aktivnosti v plazmi v prvi liniji, v drugi
liniji pa doloCajo aktivnost v levkocitih. V drugi liniji so testirani le tisti preiskovanci z
nizjimi aktivnostmi, doloCenimi v plazmi. Levkocitna metoda se torej pogosto uporablja kot
potrditvena metoda (78, 93, 94).

Tudi primerjava 68 parov aktivnosti, dolo¢ena v obeh vzorcih (slika 20), je pokazala,
da metoda dolo¢anja encimske aktivnosti v plazmi ne korelira dobro z metodo dolo¢anja v
levkocitih. Signifikantna povezava (P = 0,000 pri stopnji tveganja o = 0,01), opredeljena

preko Spearmanovega koeficienta korelacije (p = 0,435), je zelo nizka.
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Slika 20. Korelacija med metodama merjenja aktivnosti a-Gal A v levkocitih in plazmi
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4.2.2. PRIMERJAVA METODE DOLOCANJA ENCIMSKE AKTIVNOSTI V
KRVNIH MADEZIH Z METODO DOLOCANJA V LEVKOCITIH

Aktivnost a-Gal A smo merili v krvnih madezih kapilarne krvi, kot je opisano pod
tocko 3.5.8. Vzorce kapilarne krvi bolnikov in zdravih kontrol smo analizirali po metodi,
opisani Vv literaturi (66). Substrat in inhibitor smo raztopili v acetatnem pufru, tako kot pri
metodi dolocanja encimske aktivnosti v levkocitih. Uporabili smo 50 uL 5 mM raztopine
substrata 4-metilumbeliferil-o-D-galaktopiranozida in 20 uL 300 mM raztopine N-acetil-D-
galaktozamina, inhibitorja izoecima. Inkubirali smo 16 ur (80), pri 37°C in stresanju (750
rpm). Za prekinitveni pufer smo izbrali NaOH — glicinski pufer (82). Raztopino smo pred

merjenjem Se red¢ili, da je bil volumen zadosten za merjenje fluorescence.

S statisticnim vrednotenjem smo ugotavljali, ¢e obstaja signifikantna razlika v

encimski aktivnosti med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol.

Rezultati so graficno prikazani na sliki 21. Povpreéne vrednosti aktivnosti posamezne

skupine so oznacene z oranzno.
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Slika 21. Grafi¢ni prikaz aktivnosti a-Gal A v krvnih madeZih pri hemizigotih, heterozigotih in kontrolni skupini
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Aktivnosti, doloCene pri hemizigotih, so bile zelo nizke. Najvisja vrednost je dosegla
le 6,9 % povpreéne vrednosti aktivnosti kontrolnih vzorcev, povpre¢na vrednost hemizigotov
pa 1,9 % povprecne vrednosti kontrolnih vzorcev. Kontrolna skupina (obmogje aktivnosti od
16 do 50 pmol/h/spot, povprecna vrednost 32 pmol/h/spot) in skupina hemizigotov (obmocje
aktivnosti od 0,0 do 2,2 pmol/h/spot, povpre¢na vrednost 0,6 pmol/h/spot) sta bili dobro
lo¢eni med seboj. Chamoles s sodelavci je tudi dobro locil skupini zdravih moskih kontrol
(obmocje aktivnosti od 7,5 do 42,1 pmol/h/spot) in hemizigotov (obmocje aktivnosti od 0,0
do 0,44 pmol/h/spot) (66). Med skupinama ni bilo prekrivanja. Ce nase rezultate primerjamo z
literaturo, opazimo, da smo z naso metodo dobili visje aktivnosti, vendar to ni vplivalo na
lo¢bo med skupinama.

Izvedli smo Mann-Whitneyev test U, s katerim smo ugotavljali, ¢e je med skupinama
kontrol (povpre¢na vrednost 32 pmol/h/spot) in hemizigotov (povpre¢na vrednost 0,6
pmol/h/spot) signifikantna razlika v aktivnosti, izmerjeni v krvnih madezih. Preverjali smo
hipotezi:

Ho: vzorca se ne razlikujeta med sabo.
Ha: vzorca se razlikujeta med sabo.

Izid Mann-Whitneyevega testa U je pokazal, da lahko pri P = 0,000, ki je manjsa od
vnaprej doloCene stopnje sprejetega tveganja (a = 0,05) zavrnemo nicelno hipotezo in
sprejmemo alternativno hipotezo, ki pravi, da obstaja signifikantna razlika v encimski

aktivnosti med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol.

Metoda ima Stevilne prednosti (manjSa invazivnost ob odvzemu vzorca, nezahtevna
priprava vzorca, zelo majhna poraba vzorca) v primerjavi z metodo dolocanja v levkocitih.
Obetavna je predvsem kot presejalna metoda, pri kateri se priporoca, da pri mejnih vrednostih
dolo¢itev ponovijo v levkocitih kot potrditveni metodi (56, 59, 64). Nasi rezultati kazejo, da je
metoda dobro in signifikantno locila med skupinama hemizigotov in zdravih kontrol in bi
lahko nadomestila priporo¢ano metodo doloc¢anja encimske aktivnosti v levkocitih. Slabost

metode dolo¢anja v krvnih madezih je dolg ¢as inkubacije.
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5. SKLEPI

Pri eksperimentalnem delu smo dolo¢ili optimalno koli¢ino substrata 4-metilumbeliferil-
a-D-galaktopiranozida pri metodi dolocanja aktivnosti a-Gal A v levkocitih, ki znasa 50 pL
20 mM raztopine v acetatnem pufru. Pri metodi dolocanja aktivnosti a-Gal A v levkocitih

smo dolo¢ili §e optimalni volumen lizata levkocitov, ki znasa 25 pL.

Z obema optimiziranima koli¢inama smo za metodo dolo¢anja aktivnosti a-Gal A v
levkocitih dolocili referencni interval. Referencni interval je 40,6 — 138,6 nmol/h/mg. Dolocili

smo ga po robustni metodi z Box-Cox transformacijo podatkov.

Pri primerjavi metod dolo¢anja aktivnosti a-Gal A v drugih vzorcih z metodo doloc¢anja v
levkocitih smo ugotovili, da tudi pri uporabi plazme ali krvnih madezev lahko dokazemo
statisti¢no signifikantno razliko glede na aktivnost med skupinama hemizigotov in zdravih
kontrol. Pri metodi dolo¢anja v levkocitih je povpre¢na vrednost pri hemizigotih predstavljala
4,1 % povprecja aktivnosti kontrol. Pri metodi dolocanja v plazmi je bil ta delez 59 %, pri
aktivnosti v plazmi se je pojavilo nezeleno prekrivanje obmogij aktivnosti vzorcev ene in

druge skupine, tako da jo ocenjujemo kot neprimerno.

Metoda dolocanja encimske aktivnosti v plazmi glede na nase rezultate ni primerna.
Metoda dolo¢anja v krvnih madezih je pokazala dober odziv in bi lahko pri vrednotenju z
ve¢jim Stevilom vzorcev nadomestila metodo doloc¢anja v levkocitih za merjenje aktivnosti o-
Gal A in tudi drugih lizosomskih encimov. Glavna pomankljivost te metode je zelo dolg ¢as
inkubacije vzorca. Z metodo dolo¢anja encimske aktivnosti v levkocitih smo dobro lo¢ili
skupini hemizigotov in zdravih kontrol, a ne tako dobro, kot z metodo dolocanja aktivnosti v
krvnih madezih. Glede na priporocila iz leta 2011 pa zaenkrat Se vedno obstaja kot metoda

izbora metoda dolo¢anja encimske aktivnosti v levkocitih.
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