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Abstrakt

Dédi¢né poruchy glykosylace proteini (CDG) predstavuji rozsdhlou skupinu zévaznych
metabolickych onemocnéni, ktera jsou zptisobena poruchou v biosyntéze glykoproteinti.
Pro ,screeningové® vysetteni poruch N-glykosylace se vyuziva analyza sialovanych iso-
forem sérového transferinu (Tf) pomoci isoelektrické fokusace (IEF). V pripadé nemoci
dochézi ke zménam v zastoupeni jednotlivych isoforem Tf, rozliSujeme patologicky pro-
fil typu I (snizeny tetra-, zvyseny di- a asialotransferin) a typu II (ma navic zvySeny
tri- a monosialotransferin). Cilem diplomové prace bylo: 1) stanovit referenéni rozmezi
pro spektrum sialovanych forem Tf separovanych pomoci IEF a 2) provést u tii paci-
entu (P1-P3) s klinickym podezfenim na CDG biochemickou a molekularné genetickou
analyzu. Materidlem byly vzorky sér a genomové DNA od t¥i pacienti s klinickym po-
deztenim na CDG a rodinnych prislusnikti od P1. Kontrolni soubor tvotilo 99 vzorkua
sér od zdravych jedincii ve véku 2-42 let. Sérum bylo analyzovano pomoci IEF s nasled-
nou imunofixaci, SDS-PAGE a Western blotem s vyuzitim specifické protilatky proti
lidskému Tf (Dako). Profily Tf byly kvantifikoviny pomoci programu AlphaEaseFC
(Alpha Innotech). Data byla zpracovana pomoci programu STATISTICA 9.0 (Stat-
Soft). Analyza genu TF a PMMZ2 byla provedena pomoci cyklického sekvenovani ABI
PRISM (Applied Biosystems). V praci byly stanoveny referen¢ni intervaly pro jednot-
livé isoformy TT: hexa- (6,3 + 1,29 %), penta- (18,26 + 2,23 %), tetra- (55,11 & 4,05 %),
tri- (13,66 £ 2,47 %), di- (6,64 = 1,90 %), mono- a asialotransferin (< 1 %). Statisticky
vyznamna zavislost jednotlivych sialotransferinii na véku a pohlavi nebyla nalezena. U
P1 byl detekovan patologicky profil Tf typu I. Ten byl zptsoben doposud nepopsanou
heterozygotni mutaci ¢.1889A>C v genu TF, kterd ma za dusledek blokaci glykosy-
lacniho mista N630 v Tf. Stejny nalez byl potvrzen u jeho ti{ rodinnych prislusniki.
U P2 byl nalezen patologicky profil Tf typu II a vylouéena pritomnost polymorfismu
v genu TF. Byl zatfazen do skupiny pacientti s CDG-IIx. U P3 s patologickym pro-
filem Tf typu I byla potvrzena diagnosa PMM2-CDG na zékladé identifikace dvou
patologickych mutaci ¢.338C>T a ¢.422G>A v genu PMM2.

klicova slova: transferin, isoelektrickd fokusace, CDG, PMM2-CDG, diagnostika
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Abstract

Congenital disorders of glycosylation (CDG) represent a heterogeneous group of mul-
tisystemic metabolic disorders which are caused by defects in biosynthetic pathways
of glycoproteins. The screening test for N-glycosylation disorders is the analyses of
sialylated isoforms of serum transferrin (Tf) by means of isoelectric focusing (IEF).
Two distinct pathological IEF patterns of Tf are observed. A type I pattern is cha-
racterized by a decrease of tetra- and an increase of di- and asialotransferrin, whereas
a type II pattern shows in addition an increase of tri- and monosialotransferrin. The
aims of diploma thesis were: 1) to evaluate reference range for spectrum of sialylated
forms of Tf separated by IEF and 2) to perform biochemical and molecular analyses
in three patients (P1-P3) with clinical suspicion for CDG. Serum and genomic DNA
from three patients with clinical suspicion for CDG and family members of P1 were
analysed. Sera from 99 healthy volunteers within the age range of 2-42 years served
as a control group. Tf was analysed by IEF with direct immunofixation, SDS-PAGE
and Western blot using specific antibody against human Tf (Dako). Profiles of Tf were
quantified by AlphaEaseFC software (Alpha Innotech). Data were analysed by software
STATISTICA 9.0 (StatSoft). TF a PMM2 genes were analysed by cyclic sequencing
ABI PRISM (Applied Biosystems). Reference range for individual Tf isoforms was de-
termined: hexa- (6,3 £ 1,29 %), penta- (18,26 + 2,23 %), tetra- (55,11 + 4,05 %), tri-
(13,66 + 2,47 %), di- (6,64 £+ 1,90 %), mono- and asialotransferrin (< 1 %). No signi-
ficant correlations between individual sialotranferrins and age or gender were found. A
type I Tf pattern found in P1 was caused by novel heterozygous mutation ¢.1889A>C
in TF gene which blocks N-glycosylation of Tf in the position N630. Identical results
were found in three family members of P1. In P2, pathological type II Tf pattern was
found. No polymorphism was detected in TF gene. P2 was classified as CDG II-x. In
P3, type I Tf pattern was found. The analyses of PMM2 gene revealed that P3 is com-
pound heterozygote for mutations ¢.338C>T and ¢.422G>A, proving the diagnosis of
PMM2-CDG.

key words: transferrin, isoelectric focusing, CDG, PMM2-CDG, diagnostics
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Kapitola 1

Literarni tivod

1.1 Deédic¢né poruchy glykosylace

1.1.1 Charakteristika dédicnych poruch glykosylace
Uvod

Kongenitalni (vrozené) poruchy glykosylace predstavuji skupinu dédi¢nych metabolic-
kych onemocnéni zaptic¢inénych poruchou v enzymové katalysovaném procesu vazani
oligosacharidovych fetézcti na biomakromolekuly (predevS§im proteiny). V praxi pro
né bylo prijato oznaceni ,CDG®, zkratka z anglického ,,Congenital disorders of glyco-
sylation“ (puvodni nazev znél ,Carbohydrate-deficient glycoprotein syndromes“ [1]).
Glykosylace je komplexni proces kotranslacni a posttranslacni modifikace, skladajici
se z Tady chemickych reakci. To predurcuje vyskyt velkého mnozstvi rtznych typt
poruch glykosylacni drédhy. V soucasnosti je popsanych jiz 42 typu CDG [2] a jejich
pocet nadale vzrusta. Frekvence vyskytu této skupiny autosomalné recesivnich one-
mocnéni se odhaduje na priblizné 1:50 000 az 1:100 000 [3], pFicemz nejcastéjsi typ
CDG (PMM2-CDG) mé prevalenci cca 1:20 000 [4]. Prvni zdznam o CDG pochézi z
roku 1984, kdy byl zdokumentovan pripad identickych dvojcat se syndromem porusené

sializace transferinu v séru a mozkomisnim moku [5].

Klinické priznaky

Klinické priznaky CDG zahrnuji Siroké spektrum poruch na trovni celého organismu.
Kriticky dopad porusené syntézy glykoproteinti na fungovani biologicky vyznamnych

procesu vychazi z jejich dilezité fyziologické tilohy — strukturalni, ochranné, funkci pri



reprodukei, mezibunécné adhesi, pusobeni ve formé hormoni ¢i enzymu [6], [7]. U pa-
cientti trpicich CDG bylo popsano postizeni nasledujicich organii a systémi: mozku a
periferniho nervového systému, oci, kosterniho a svalového systému, kiize, tukové tkaneé,
kardiovaskularniho systému, stiev, jater, ledvin, pohlavnich zlaz, endokrinnich organt,
krevniho a imunitniho systému [8]. Zpravidla se vyskytuje psychomotoricka retardace.
Mezi casté symptomy CDG patii axialni hypotonie, strabismus, atypicka morfologie
(napft. abnormalni redistribuce tuku, invertované mamily), koagulopatie, hepatalni ne-
moci, cerebelarni hypoplasie. U postizenych déti se dale objevuje tzv. ,hydrops fetalis“
(akumulace tekutin v téle plodu), zpomaleny rust a neprospivani, cyklické zvraceni ¢i
poruchy imunitniho systému [8], [9]. V dusledku vaznych infekel a organového selhani
je nezanedbatelné vysoké procento détské imrtnosti (cca 25%) [9]. Vyjimecény pripad z
hlediska symptomu predstavuje MPI-CDG (deficit fosfomanoisomerasy), u kterého ne-
dochézi k neurologickému postizeni vseobecné charakteristickému pro CDG. Projevuje
se predevsim chronickym prajmem, muze se vyskytnout cyklické zvraceni, neprospi-
vani a enteropatie se ztratou proteini [10]. Klinickd ruznorodost byla zaznamenana
nejenom mezi jednotlivymi typy CDG, ale také v rdmci kazdé dané skupiny — obzvlast
u PMM2-CDG (deficit fosfomanomutasy 2) se muze mira zévaznosti symptomu u pa-
cienti vyrazné odlisovat [11]. ProtoZe klinické projevy syndromu CDG jsou variabilni
a nespecifické, pro stanoveni diagnosy CDG nejsou postacujici. Na zachyceni pacienti
se syndromem CDG je potirebné provést selektivni ,screening®, ktery predchazi dalsim

biochemickym a molekuldrné genetickym analyzam pro stanoveni diagnosy (viz 1.1.2).

1.1.1.1 Rozdéleni dédic¢nych poruch glykosylace

Ve vétsineé pripadii CDG se jednd o defekt v glykosylacni draze proteinii, ale byly
popsany také poruchy glykosylace lipidi. Poruchy proteinové glykosylace je mozno
rozdélit na poruchy N-glykosylace, O-glykosylace nebo kombinaci poruch v obou bio-
chemickych drahéch. Defekty C-glykosylace zatim zaznamenény nebyly [12].

N-glykosidicka vazba u glykoproteinii je realizovana vyluéné pres asparagin. Pri

O-glykosylaci je na vazbu vyuzit zbytek serinu, threoninu nebo hydroxylysinu.

Poruchy N-glykosylace

Nejrozsitenéjsim druhem CDG jsou poruchy N-glykosylace proteint, které se déli na
dvé skupiny podle toho, v jaké ¢asti glykosylacni drahy dochézi k defektu. Rozdéleni na
typ I a II bylo zavedeno na zakladé pozorovanych odlisnosti v klinickém a biochemic-

kém obrazu mezi skupinami pacientii se syndromem CDG [13]. Deficit enzymu, ktery



katalysuje nékterou z reakci syntézy oligosacharidového zbytku (glykanu) a jeho né-
sledného transportu na nascentni protein, patii do poruch glykosylace typu I (CDG I).
Tato prvni ¢ast glykosylacni drahy probiha v cytoplasmé a endoplasmatickém retikulu
(ER) a je schematicky znézornéna na obr. 1.1 (str. 5). Po ni nésleduje tprava glykanu
(uz navazaného na protein) v Golgiho aparatu (viz obr. 1.2, str. 6). P¥i deficitu en-
zymu ucastnicich se modifikace glykanu se jedna o skupinu glykosylacnich poruch typu
II (CDG 1II).

Glykany N-glykosylovanych proteint sdileji typickou jadrovou strukturu a rozdily
mezi nimi vyplyvaji z riizného plisobeni glykosidas a glykotransferas v Golgiho aparatu.

Konkrétni typ CDG I/I1, u kterého byl identifikovan deficitni enzym, bylo nejdiive
doporuceno oznacovat pomoci pripojeni malého pismena. V ptripadé, Ze neni znama ge-
netickd podstata onemocnéni, bylo zavedeno oznaceni CDG-x. Zpocatku se nazvy pti-
fazovaly postupné podle toho, v jakém poradi byly jednotlivé typy CDG objeveny (t;j.
CDG-Ia byl prvni popsany typ CDG I). Protoze tento klasifikaéni systém neodkazuje
na genetickou podstatu daného onemocnéni, komplikuje to pouziti termina v praxi. I z
toho duvodu zacali odbornici prosazovat zménu nomenklatury CDG [14], podle které
se méla oznaceni vsech onemocnéni skupiny CDG sjednotit prostfednictvim pouzivani
nazvu patologického genu. Nejaktudlnéjsi verze nomenklatury [12] navrhuje oznaceni
CDG pomoci oficialni zkratky defektniho genu a pripony ,-CDG*, napt. onemocnéni
predtim oznacované jako CDG-Ia se nyni oznacuje PMM2-CDG. Piehled dosud popsa-
nych poruch N-glykosylace je uveden v tab. 1.1 (str. 7).

Gen pro fosfomanomutasu 2

Gen PMM2 u ¢lovéka (Homo sapiens) kéduje enzym fosfomanomutasu 2, jejiz defi-
cit je pricinou nejcastéjsiho typu CDG — syndromu PMM2-CDG. Je lokalizovan na
chromosomu 16 v oblasti 16p13.3-p13.2, lokus genu PMM2 je dlouhy 51525 bp. Gen
obsahuje 8 exonti o celkové délce 741 bp, které koduji protein slozeny z 246 aminokyselin
[15], [16]. Bylo popsano nejméné 104 patogennich mutaci v genu PMM2, z nichz vétsina,
vede k zdméné aminokyseliny [17]. Neni zfejmé korelace mezi genotypem pacientt a
rezidualni aktivitou fosfomanomutasy 2, resp. zavaznosti syndromu PMM2-CDG. Vét-
Sina pacienti ma kombinaci dvou heterozygotnich mutaci, pticemz nejfrekventovanéjsi
mutace (R141H) nebyla nikdy zaznamendna v homozygotni podobé. Kromé mutace
R141H, ktera se vyskytuje u cca 40 % pacientii, mezi ¢asté patologické mutace patif
F119L, V231M a P113L [18].

Funkei fosfomanomutasy (PMM) je katalysa isomerisacni reakce manosa-6-fosfat

— manosa-1-fosfat. U clovéka existuji dva typy fosfomanomutas — enzymy PMMI1 a



PMM2, lisici se ve funkéni specifité. Z hlediska aktivity PMM je kriticky enzym PMM?2,
jehoz deficit nemuze byt kompenzovan pomoci PMM1 a méa za dusledek poruchu gly-
kosylace. PMM1 navic pusobi v mozku jako glukosa-1,6-bisfosfatasa (po stimulaci ino-
sinmonofosfatem) a defekt v genu PMM1 doposud nebyl spojen se zadnym lidskym

onemocnénim [19].

Poruchy O-glykosylace

O-glykosylacni draha probiha ¢astecné v ER a hlavné v Golgiho aparatu, a na rozdil od
N-glykosylace je iniciovana az po skladani a oligomerisaci proteinu. Typicka je vysoka
rozmanitost vzniklych oligosacharidovych struktur. Podle prvniho sacharidu pripoje-
ného na proteinovou ¢ast molekuly rozliSujeme u ¢loveka 7 typt O-vazanych glykanti:
mucinovy typ, GAG (glykosaminoglykany), glykany s O-vazanym N-acetylglukosaminem
(GleNAc), glykany s O-vazanou galaktosou (Gal), glykany s O-vazanou manosou (Man),
glykany s O-vazanou glukosou (Glc) a glykany s O-vazanou fukosou (Fuc) [21]. Z nich
se nejcastéji vyskytuje mucinovy typ, ktery je mozné dale rozdélit podle identity a
zpusobu vazby druhého navazaného cukru. Druhy nejfrekventovanéjsi typ jsou GAG s
dlouhym, nerozvétvenym polysacharidovym fetézcem slozenym z opakujiciho se disa-
charidového motivu. U obou skupin dochézi ¢asto k chemickym modifikacim, napt. k
sulfataci. Struktury ostatnich typt O-glykant vykazuji mensi variabilitu [21]. Zajimavé
je, ze zatim byly popsany poruchy syntézy predevsim u téch typlt O-glykant, které se
u ¢lovéka vyskytuji v mensi mife [22]. Doneddvna se pro tuto skupinu onemocnéni
CDG bézné pouzivaly trividlni nazvy, v tabulce s prehledem O-glykosylac¢nich poruch

1.2 (str. 8) a 1.3 (str. 9) je uvedeno i oznaceni podle nové nomenklatury.

Ostatni typy poruch glykosylace

Do této skupiny CDG patii poruchy glykosylace glykosfingolipidii a glykosylfosfati-
dylinositolové kotvy (viz tab. 1.4, str. 10) a poruchy vicenésobné glykosylace a dalsich
metabolickych drah (viz tab. 1.5, str. 11).
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Tabulka 1.1: Piehled CDG: poruchy N-glykosylace proteintu (podle [12])

Oznacdeni defektu*

Porucha v proteinu

PMM?2-CDG (CDG-Ia)

Fosfomanomutasa 2

MPI-CDG (CDG-Ib)

Fosfomanoisomerasa

ALG6-CDG (CDG-Ic)

Dol-P-Glc:Mang-GlcNAc,-P-P-Dol

glukosyltransferasa (glukosyltransferasa 1)

ALG3-CDG (CDG-Id)

Dol-P-Man:Mans-GlecNAcy-P-P-Dol

manosyltransferasa (manosyltransferasa 6)

ALG12-CDG (CDG-Ig)

Dol-P-Man:Man-GlecNAcy-P-P-Dol

manosyltransferasa (manosyltransferasa 8)

ALGS-CDG (CDG-Ih)

Dol-P-Glec:Glei-Mang-GleNAc,-P-P-Dol

glukosyltransferasa (glukosyltransferasa 2)

ALG2-CDG (CDG-Ii)

GDP-Man:Man;-GlcNAc,-P-P-Dol

manosyltransferasa (manosyltransferasa 2)

DPAGT1-CDG (CDG-Ij)

UDP-GleNAc:Dol-P-GleNAc-P transferasa

ALG1-CDG (CDG-IF)

GDP-Man:GlecNAcy-P-P-Dol  manosyltransferasa

(manosyltransferasa 1)

ALG9-CDG (CDG-11)

Dol-P-Man:Mang- a  Mang-GlcNAcy-P-P-Dol

manosyltransferasa (manosyltransferasa 7-9)

RFT1-CDG (CDG-In)

Flipasa MansGlecNAco-P-P-Dol

MGAT2-CDG (CDG-ITa)

N-acetylglukosaminyltransferasa 2

GCS1-CDG (CDG-IIb)

Glukosidasa 1

TUSC3-CDG

Podjednotka oligosacharyltransferasy

MGAT1-CDG

Podjednotka oligosacharyltransferasy

* za doporudenym oznadenim je v zdvorce kurzivou uveden starsi nazev
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Tabulka 1.4: Pirehled CDG: poruchy glykosylace glykosfingolipidt a glykosylfosfatidyl-
inositolové kotvy (podle [12])

Oznaceni defektu* Porucha v proteinu
ST3GAL5-CDG Laktosylceramid-a-2,3-sialyltransferasa
(Amish casnd epilepsie) (GM3 synthasa)

PIGM-CDG Fosfatidylinositolglykan, tiida M
(defekt glykosylfosfatidylinositolu)

* za doporucenym oznacenim je v zdvorce kurzivou uveden trividlni nazev
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Tabulka 1.5: Pfehled CDG: poruchy vicendsobné glykosylace a dalsich drah (podle [12])

Oznaceni defektu*

Porucha v proteinu

DPM1-CDG (CDG-Ie)

GDP-Man:Dol-P-manosyl-
transferasa
(Dol-P-Man synthasa 1)

MPDUI-CDG (CDG-If)

Lec35 (Man-P-Dol utilizace 1)

B4GALT1-CDG

(-1,4-galaktosyltransferasa 1

(CDG-11d)

GNE-CDG (dédicna | UDP-GIeNAc
myopatie s inklusivnimi | epimerasa/kinasa
telisky)

SLCO35A1-CDG
(CDG-IIf: defekt CMP-

Sia prenasece)

CMP-Sia prenasec

SLC35C1-CDG
(CDG-1l¢c; defekt GDP-

Fuc prenasece)

GDP-Fuc prenasec

Metabolicka
dolicholu

draha

DK1-CDG (CDG-Im)

Dolichol kinasa

Komplex COG**

COG7-CDG (CDG-Ile)

Podjednotka 7 komplexu COG

COG1-CDG (CDG-1Ig)

Podjednotka 1 komplexu COG

COG8-CDG Podjednotka 8 komplexu COG
COG4-CDG Podjednotka 4 komplexu COG
COG5-CDG Podjednotka 5 komplexu COG

V-ATPasa

ATP6VOA2-CDG (cutis
laxa typ II)

V0 podjednotka A2 vesikularni
H(+)-ATPasy

SEC23B-CDG (CDAII)

COPII podjednotka SEC23B

* za doporufenym oznafenim je v zdvorce kurzivou uveden trividlni/star§i nazev

*k

yconserved oligomeric Golgi“
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1.1.2 Diagnostika dédiénych poruch glykosylace

V soucasnosti neexistuje univerzalni diagnosticka metoda, kterou by bylo mozné pou-
zit pro ,screening” vSech typti CDG. Ve vSeobecnosti je diagnostika CDG zalozena na
kombinaci vice analyz, které postupné vedou k zuzeni spektra suspektnich typtu gly-
kosylac¢nich poruch a nakonec k identifikaci defektu na molekularné genetické trovni
(tzn. detekce patologické mutace v prislusném genu). Obecny diagnosticky postup pro
pripady pacientii podezrelych na CDG s neobjasnénymi multisystémovymi poruchami
znézornuje schéma na obr. 1.3 (str. 13). Zakladni metody vyuzivaji detekci hypogly-
kosylovanych glykoproteinti, méreni enzymové aktivity a analyzu struktury glykant
vazanych na lipidy (tzv. ,LLO“ — lipid-linked oligosaccharides) nebo proteiny (tzv.
»,PDO“ — protein-derived oligosaccharides). Pii diagnostice CDG je vzdy dulezité vy-
loucit pritomnost sekundérnich piicin hypoglykosylace (viz 1.1.2.3), které mohou vést

k falesné pozitivnim vysledktim.

Analyza hypoglykosylovanych glykoproteini

Alterovanou glykosylaci u CDG pozitivnich pacienttu je mozné detekovat pomoci ana-
Iyzy mnoha glykoproteint. Nejcastéji je pouzivana analyza sérového transferinu, na
némz byly historicky poprvé studovany abnormality plynouci z defektu glykosylace [5],
a dodnes slouzi jako vyznamny diagnosticky marker CDG. Isoelektrickd fokusace sé-
rového transferinu (IEF Tf) je v praxi nejbéznéjsi metodou uzivanou na ,screening
N-glykosyla¢nich poruch (viz 1.1.2.1). Kromeé IEF Tf existuji dalsi laboratorni techniky
zaloZzené na detekci hypoglykosylovanych forem transferinu (tzv. ,CDT* — carbohyd-
rate deficient transferrin [23]). Daji se aplikovat elektroforetické metody, pfi kterych
jsou transferinové isoformy separovany na polyakrylamidovém (SDS-PAGE), pfipadné
agarosovém gelu a imunodetekovany po prenosu na membranu [24], [25]. Je mozné po-
uzit kapilarni elektroforesu s identifikaci pikti podle relativnich migrac¢nich ¢ast, jejiz
vyhoda spoCiva v moZnosti automatizace [26]. Na kvantifikaci CDT byly optimalizo-
vany ruzné chromatografické metody s vyuzitim EIA, RIA a TTA [11], [27]. Zavedeny
byly také techniky analyzy isoforem transferinu nesoucich ndboj pomoci hmotnostni
spektrometrie (ESI-MS, MALDI-MS, SELDI-MS) [11].

Pri 2DE analyze vzorki séra pacienti se syndromem CDG byly potvrzeny atypické
profily pro dalsi sérové glykoproteiny: a-1-kysely glykoprotein, a-1-antichymotrypsin,
a-1-antitrypsin, a-1B glykoprotein, ceruloplasmin, Cl-esterasovy inhibitor, komple-
ment C3a a Cda a sérovy peptid PLS:34 [28], [29], [30]. Pii isoelektrické fokusaci

s imunodetekei byly detekovany abnormélni prouzky proteintt posunuté ke katodé u
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isoelektricka fokusace sérového transferinu

7\

normalni profil

abnormalni profil (nevyluéuje CDG!)

e

] CDG prezentujici se glykoproteiny
polymorfismus

postradajicimi zbytky kyseliny sialové

SN

profil typu | profil typu Il

o

sekundarni CDG primarni CDG

/

mérfeni enzymové aktivity

(PMM, PMI, ...) analyza struktur glykanu
snizena normaini
mutacni analyza analyza LLO

\

méreni enzymové aktivity
mutacéni analyza

Obrazek 1.3: Schéma obecného diagnostického postupu pri podezieni na syndrom CDG.
PMM — fosfomanomutasa;, PMI — fosfomanoisomerasa; LLO — oligosacharidy vdzané

na lipidy (upraveno podle [9]).
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nasledujicich glykosylovanych proteintt v séru: antithrombinu III, a-1-kyselého glyko-
proteinu, a-l-antitrypsinu, a-1-chymotrypsinu, a-2-HS glykoproteinu, plasminogenu,
thyroxin-vazajictho globulinu a Zn-a-2 glykoproteinu [31], [32]. V mozkomiSnim moku
pacientii s glykosylaénimi poruchami byla detekovana hypoglykosylovana prostaglan-
din D synthasa [33]. U nékterych typu CDG byla potvrzena abnormalni glykosylace
proteinu AE1 (,,anion exchanger 1¢) a glykoforinu A [34]. Sérovy apolipoprotein C-I1T
se ukézal jako vhodny marker O-glykosyla¢nich poruch, které zasahuji do biosyntézy
tzv. ,core 1 mucinového typu O-glykant, a jeho analyza pomoci isoelektrické fokusace

spolu s IEF Tf je doporu¢enou metodou pti diagnostice defektu N- a O-glykosylace [35].

Meéreni enzymové aktivity enzymt glykosylacni drahy

P1i podezieni na CDG typu I jsou vzorky testovany na snizenou enzymovou aktivitu
fosfomanomutasy 2 (defekt PMM2-CDG) a fosfomanoisomerasy (defekt MPI-CDG).
Meéreni se obvykle provadéji na leukocytech periferni krve a kultivovanych fibroblas-
tech a jsou zalozeny na sprazené reakci se systémem NADP™ /NADPH [11]. U analyzy
fibroblastt byla v nékterych pripadech PMM2-CDG zaznamenana vyssi rezidudlni ak-
tivita fosfomanomutasy 2 (PMM2), proto se na vyhodnoceni aktivity PMM2 upted-
nostiuje pouziti leukocytt [36]. Protokoly na méfeni enzymové aktivity jsou dostupné
i pro jiné typy CDG, napf. jsou vyuzity pfi diagnostice vice typt O-glykosylacnich
poruch [21].

Analyza glykanti vazanych na lipidy nebo proteiny

Analyza LLO-glykant vazanych na lipidy (dolicholfosfat) je aplikovdna u pacienti
podezrelych na CDG I s normalnimi enzymovymi aktivitami PMM2 a PMI (fosfo-
manoisomerasa). Protoze N-glykosylace je u eukaryoti vysoce konzervovany proces,
porovnavani abnormalnich LLO struktur ve vzorcich pacientti se strukturami LLO de-
tekovanymi u mutantnich kvasinek bylo spésné vyuzito pri objeveni vétsiny znamych
lidskych defekti CDG typu I [21]. V pripadé podezreni na CDG typu II nebo defekt bi-
osyntézy O-glykanti jsou analyzovany struktury glykant vazanych na proteiny — PDO.
Obvykly postup ziskavani glykanii pro analyzu pri studiich in vitro je nasledujici: bunky
fibroblasti jsou opakované extrahovany systémem chloroform/metanol/voda, pricemz
z pelety jsou postupné uvoliiovany LLO a pusobenim specifickych endoglykosidas PDO
(N-glykany). Na uvolnéni O-glykant jsou pouzity jiné chemické metody (/-eliminace,
hydrazinolysa), jelikoZ pro né neni znama univerzalné pouzitelna endoglykosidasa. LLO

jsou pak analyzovany tenkovrstevnou chromatografii (kratké LLO) a glykany uvolnény
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z dolicholfosfatu kyselou hydrolysou, N-glykany a O-glykany pomoci HPLC nebo MS
[10], [11], [21].

1.1.2.1 Isoelektricka fokusace sérového transferinu
Transferin

Lidsky sérovy transferin (,serotransferrin®, siderophilin®,  beta-1 metal-binding glo-
bulin®; zkratka ,,Tf*) je glykoprotein, jehoz hlavni funkce je transport zZelezitych kati-
ont (Fe3™) v krvi. Je exprimovéan prevazné v jatrech a sekretovan do plasmy (koncent-
race v krvi je ~3 g.17! [37]). Syntetizovany monomérni protein je tvoien jednim polypep-
tidovym Tetézcem slozenym ze 698 aminokyselin, v maturované formeé je po odstépeni
signalniho peptidu kratsi o 19 aminokyselin. Ze strukturniho hlediska je mozno mole-
kulu transferinu rozdélit na dvé homologické domény: N- a C-terminalni. Kazda z nich
obsahuje misto na vazbu kovového kationtu s vysokou afinitou pro Fe3* (K, ~ 1022 M1
pti pH 7,4). V procesu posttranslacni modifikace dochézi ke tvorbé nékolika disulfidic-
kych mustki, metylaci (aminokyselina v pozici 42), fosforylaci (poz. 536) a glykosylaci:
v C-terminalni doméné se nachazi jedno O-glykosylacni misto (poz. 51), N-terminélni
doména obsahuje dvé N-glykosylaéni mista (poz. 432 a 630) [38], [39]. Molekulova
hmotnost samotného polypeptidového tetézce je ~75 kDa, plné glykosylovana forma
proteinu ma ~80 kDa. Transferin vykazuje vyznamnou heterogenitu — po elektrofore-

tické separaci a imunodetekei je mozné rozlisit fadu isoforem (viz obr. 1.4, str. 16).

Mikroheterogenitu Tt podminuji 3 faktory:

o Stupen saturace Fe3*

Za fyziologickych podminek je saturovano zelezitymi kationty cca 30 % transfe-
rinu. V séru je mozné detekovat ¢tyfi formy transferinu s riznym stupném na-
syceni Fe*T: molekulu Tf bez Fe3t (Fey-Tf aneb apo-Tf), s jednim Zelezitym
kationtem vazanym v N-termindlni (Fe;y-Tf) nebo C-termindlni (Fe;o-Tf) do-
méng, a s dvéma kationty Fe3" (Fe,-Tf). Isoelektricky bod Tf (pI) klesa s kazdym
navazanym zelezitym kationtem o cca 0,2 jednotky pH [38], [40].

o Geneticky polymorfismus — modifikovand primdrni struktura proteinu

Bylo popsano nejméné 38 transferinovych variant, ale jenom 4 z nich maji pre-
valentni vyskyt > 1 % [38]. Nejvyssi vyskyt ma Tf alela typu C, s nejfrekven-
tovanéjsimi subtypy C1 (> 70 % v populaci severni Evropy [41]), C2 a C3. V
mensi mife se objevuji alelové varianty B (posun k anodé, nizsi pI) a D (posun

ke katodé, vyssi pl).
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o Struktura N-glykosidicky vdzanych oligosacharidovich retézci

Transferin obsahuje dva N-glykosidicky vazané oligosacharidové fetézce komplex-
ntho typu (viz obr. 1.5, str. 18). Strukturdlné se lisi ruznym stupném vétveni,
glykany transferinu jsou kombinaci bi-, tri- a tetraantenarniho typu (viz obr. 1.6,
str. 18). V terminalni poloze Tetézce se nachézi zbytek kyseliny sialové. Podle
struktury glykanu, ktera se projevi na poctu pritomnych zbytki kyseliny sialové,
rozlisujeme 9 sialovanych isoforem Tf od asialo- az po oktasialotransferin (roz-
mezi pl pro sialované isoformy Tf variant C zcela nasycenych Fe?" je pfiblizné 56
[38]). Pritomnost kazdého zbytku zaporné nabité kyseliny sialové snizuje hodnotu

pl transferinu o cca 0,1 jednotky pH [38], [40].

Gen pro transferin

Gen pro transferin u ¢lovéka (Homo sapiens) je lokalizovan na chromosomu 3
v oblasti 3q22.1, lokus genu TF je dlouhy 32874 bp. Gen obsahuje 17 exonti
o celkové délce 2097 bp, které kéduji protein slozeny z 698 aminokyselin [42].
Byly popsany desitky polymorfismi genu TF. Elektroforeticky rozlisitelné va-
rianty transferinu (s riznym pl) jsou determinovany néasledujicimi mutacemi:
G277S (varianta C3), D296G (v. D1), H319R (v. CHI), P589S (v. C2), K646E
(v. BV) a G671E (v. B2) [39]. Detekovany byly i patologické mutace TF genu
(A477P a 562_571del 572_580dup; D77N [43]), které zapricinuji velmi vzacné
se vyskytujici vaznou poruchu atransferinemii (deficit transferinu). U nékterych
mutaci genu T'F byla nalezena asociace s klinickymi projevy — zdména aminoky-
selin G277S je spojena s redukci vazebné kapacity pro zelezité kationty a mize

byt rizikovym faktorem u zen [44].
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Isoelektricka fokusace sérového transferinu jako diagnosticka metoda CDG

Krétce po zavedeni techniky isoelektrické fokusace sérového transferinu byly pomoci
této metody analyzovany vzorky pacienti s tehdy jesté neznamym syndromem, ktery
byl spojen s abnormalnim profilem sérovych proteintu [46]. Ukéazalo se, ze u pacienti
byl profil sérového transferinu po IEF posunut ke katodé, coz indikovalo ztratu zaporné
nabité kyseliny sialové v termindlni poloze glykanu [47]. Toto pozorovani bylo prvnim
krokem k objasnéni biochemické podstaty CDG, a zaroven odhalilo potencial IEF Tf
jako vhodného diagnostického testu pro ,screening* CDG [22], [48].

Princip této metody spociva v separaci isoforem transferinu podle jejich isoelektric-
kého bodu s naslednou imunodetekei a denzitometrickou kvantifikaci profilu. Hodnota
pl transferinu zavisi od 1.) primérni struktury polypeptidového fetézce, 2.) stupné nasy-
ceni Fe?™ a 3.) poctu piftomnych zbytki kyseliny sialové v terminalni poloze vazaného
glykanu. Z hlediska diagnostiky CDG je nejvyznamnéjsi heterogenita Tf dana 3. fakto-
rem, kterda odrazi strukturalni abnormality syntetizovanych glykant za patologického
stavu. Z toho divodu je pred samotnou separaci potieba analyzovany vzorek nasytit
roztokem Fe?", za vzniku isoforem vyluéné ve formé Fe,-Tf. Vliv genetického polymor-
fismu Tt na vysledny profil je dodate¢né analyzovan pomoci IEF Tf po inkubaci vzorku

saturovaného Fe3t s neuraminidasou.

U zdravych kontrol je vyrazné dominantni formou tetrasialotransferin (pI = 5,4),
ktery obsahuje dva kompletni glykany — kazdy se dvéma zbytky kyseliny sialové v
terminalni poloze (viz obr. 1.7, str. 20), v men$im mnoZstvi jsou pritomné i penta-
a hexasialotransferin, zatimco mono- a asialotransferin jsou obvykle nedetekovatelné.
Patologicky profil pacienti s CDG se prezentuje zvySenym podilem hyposialovanych
forem Tf, jejichz relativni zastoupeni se méni v zavislosti od typu glykosylacni poru-
chy. Profil typu I je charakterizovan zvySenym zastoupenim disialotransferinu a asia-
lotransferinu, za soucasného poklesu tetrasialotransferinu a vice sialovanych forem (viz
obr. 1.7, str. 20). Toto slozeni isoforem indikujici absenci kompletniho glykanu je ty-
pické u pacienti s CDG typu I, kde je porusen proces jeho syntézy. U profilu II se kromé
di- a monosialotransferinu objevuje i narust podilu trisialotransferinu a/nebo monosi-
alotransferinu (viz obr. 1.7, str. 20); oproti typu I je variabilnéjsi a je mozné rozliSovat
vice podtypt. Popsany profil je vysledkem alterované struktury glykanti, zapri¢inéné
poruchami v procesu jejich tpravy, které definuji typ CDG II [1], [20]. U pacientti se syn-
dromy GCS1-CDG (CDG-IIb), SLC35C1-CDG (CDG-IIc) a SLC35A1-CDG (CDG-IIf)
profily nevykazovaly zadné abnormality [49], [50], [51]. Odli$nosti profili byly zazna-

menany nejenom mezi jednotlivymi typy CDG, ale taky v rdamci stejného syndromu
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Obrézek 1.7: Typické spektrum sialovanych isoforem sérového transferinu separovanych
isoelektrickou fokusaci u vzorkii jedinct pozitivnich a negativnich pro CDG.

1 — profil zdravé kontroly; 2 — profil typu I, charakteristicky pro CDG I; 8 — profil
typu I, charakteristicky pro CDG II. Isoformy jsou znaceny cisly vpravo podle poctu
pritomnych zbytki kyseliny sialové (upraveno podle [52]).

9], [10]. IEF Tf je vhodnou metodou na ,screening” N-glykosyla¢nich poruch, musi

byt vsak kombinovana s dals$imi analyzami za tcelem urceni diagnosy.

1.1.2.2 Prenatalni diagnostika

Prenatalni diagnostiku je mozné provadét jenom v pripadé, ze je znama molekuldrni
podstata glykosyla¢niho defektu u jiného probanda v postizené rodiné, a to primou mu-
taéni analyzou choriovych klku plodu [9]. Metodu IEF Tf neni mozné aplikovat, jelikoz
vzorky krve plodu a novorozence kratce po porodu mohou vykazovat normalni profil
isoforem transferinu [53]. Méfeni enzymové aktivity fosfomanomutasy v kultivovanych

fetdlnich amniocytech a burikach trofoblastu neposkytuje vzdy spolehlivé vysledky [54].

1.1.2.3 Sekundarni pri¢iny hypoglykosylace

K sekundarni poruse glykosylace muze dojit v dusledku snizené aktivity enzymu pii
jinych priméarnich onemocnénich, jakymi jsou napf. nelécend galaktosemie [55] nebo dé-
diéna fruktosové intolerance [56]. Znama je spojitost chronické nadmérné konzumace
alkoholu se zvySenym relativnim zastoupenim CDT [%], kterd je zdkladem diagnostic-
kych testl pacientli s podezienim na alkoholismus. Ve studiich byla potvrzena korelace

snizené aktivity sialyltransferasy se zvySenym piijmem etanolu [40]. Bylo dokazéno, ze
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na hodnoty CDT [%] maji vliv i hepatalni nemoci v koneném stadiu [57]. Hypogly-
kosylace také muze plynout ze zvysené produkce neuraminidasy pti bakterialni infekci
Streptococcus pneumoniae [58] a pri hemolyticko-uremickém syndromu asociovaném s

infekel Streptococcus pneumoniae [59].

1.1.3 Terapie dédi¢nych poruch glykosylace

V soucasnosti je MPI-CDG jedinym typem CDG, pro ktery byla vyvinuta t¢inna lé¢ba.
Pomoci oralniho podavani manosy je mozné docilit vyrazného zlepseni zdravotniho
stavu pacientt [60]. U pacientti se syndromem PMM2-CDG se terapie s pouzitim ma-
nosy neukézala jako tispésna [61]. Nejnovéjsi studie se zaméruji na vyzkum membranové
propustnych derivatti manosa-1-fosfatu jako potencialnich substratii pro lécbu tohoto

nejfrekventovanéjstho typu CDG [62], [63].

21



Kapitola 2
Cile diplomové prace

Pro ,screening” dédi¢nych poruch glykosylace (CDG) je ve specializovanych meta-
bolickych centrech standardné doporucovana metoda isoelektrické fokusace sérového
transferinu (IEF Tf). U vzorku jedinci s poruchami N-glykosylace je za aplikace této
metody potvrzen zvyseny podil hyposialovanych forem sérového transferinu oproti vzor-
kim zdravych jedinci. Pii hodnoceni profili testovanych jedinct je vhodné pouzivat

v kazdé laboratori vlastni interni referenéni rozmezi.
Cilem predkladané diplomové prace bylo:

I. Vytvorit referenéni rozmezi pro hladiny sialovanych forem transferinu v krevnim
séru za ucelem vyuziti pti diagnostice syndromt CDG v nasi laboratori. Dil¢imi tukoly

bylo:

« analyzovat soubor 100 vzorki séra od zdravych jedinct pomoci isoelektrické fo-

kusace s néslednou imunofixaci

« kvantifikovat relativni zastoupeni sialovanych forem transferinu pomoci programu
AlphaEaseFC (Alpha Innotech) a stanovit referenéni hodnoty pro jednotlivé iso-

formy transferinu

o vyhodnotit vliv véku a pohlavi jedinci kontrolniho souboru na kvantifikované

hodnoty

II. U t¥1 pacientu s klinickym podezfenim na syndrom CDG provést biochemickou

a molekularné genetickou analyzu. Dil¢imi tkoly bylo:

« analyzovat vzorky séra pomoci IEF Tf a porovnat jejich kvantifikované profily s

hodnotami urc¢eného referencéniho rozmezi
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zavést proteinovou analyzu sérového transferinu pomoci SDS-PAGE, Western

blotu a imunodetekce jako diagnostickou metodu CDG na nase pracovisté
optimalizovat a zavést molekularné genetickou analyzu genu pro transferin

provést molekularné genetickou analyzu genu pro fosfomanomutasu 2 na potvr-

zeni diagnosy syndromu PMM2-CDG u testovaného pacienta
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Kapitola 3

Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
3.1.1.1 Prehled vzorki

Vstupnim materidlem biochemické analyzy vysetfovanych jedincti byla odebrana krev,
ze které bylo izolovano krevni sérum (viz 3.2.1). Vzorky krevniho séra jsou oznaceny

pismenem ,,S“ na zacatku.

A. Kontrolni soubor

o SK1-SK100: soubor vzorku krevniho séra zdravych jedincti obou pohlavi ve véku
2-42 let; pomér pohlavi a vékové slozeni jedincu zobrazuji obrazky 3.1 (str. 25)
a 3.2 (str. 25)

B. Vzorky pacienti
o SP1, SP2, SP3: vzorky krevniho séra pacientii P1, P2 a P3
e SP1RI1: vzorek krevniho séra zdravé matky pacienta P1

C. Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

 Sneg: vzorek krevniho séra (zdravého) jedince negativniho pro CDG
» Spozl: vzorek krevniho séra pacienta se syndromem PMM2-CDG (typ CDG I)

o Spozll: vzorek krevniho séra pacienta pozitivnitho pro CDG s typem CDG II
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Obrazek 3.1: Pomér pohlavi jedinct kontrolniho souboru SK1-SK100.
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Obrazek 3.2: Vékové slozeni jedinct kontrolniho souboru SK1-SK100.
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Pti molekularné genetické analyze jsme pracovali se vzorky izolované genomové

DNA (gDNA), které jsou oznaceny pismenem , D na zac¢atku.

Nasledujici gDNA pouzité pri analyze byly predem pripraveny pracovniky labora-
tore. Ve vsech pripadech byla DNA izolovana z krve.
o DKO: vzorek gDNA zdravého jedince, pouzivan pri optimalizaci PCR

« DP1, DP2, DP3: vzorky gDNA pacienta P1, P2 a P3

o DK: vzorek gDNA zdravého jedince, u néhoz byl pri isoelektrické fokusaci séro-
vého transferinu detekovan normalni profil isoforem transferinu a byl pouzit jako

kontrola pti molekularné genetické analyze genu TF u vysSetfovanych pacientii

o DK1-DK20: soubor vzorkit gDNA jedincii, u nichz byl pti isoelektrické fokusaci
sérového transferinu detekovan normalni profil forem transferinu a byly pouzity

jako kontroly pri restrikéni analyze genu TF

Od rodinnych ptislusnikti pacienta P1 byly k dispozici suché krevni kapky, z nichz
byla izolovana gDNA (viz 3.2.5.1).

o DP1R1: vzorek gDNA matky pacienta P1

o DP1R2: vzorek gDNA otce pacienta P1

o DP1R3: vzorek gDNA babicky pacienta P1 z matciny strany
o DPI1R4: vzorek gDNA dédecka pacienta P1 z matciny strany
o DP1Rb5: vzorek gDNA tety pacienta P1 z matciny strany

o DP1R6: vzorek gDNA sestry babicky pacienta P1 z matciny strany

3.1.1.2 Klinicky popis pacientti
Pacient P1

Prvnim pacientem je sedmilety chlapec, u néhoz bylo doporuc¢eno metabolické vyset-
feni na zakladé opakovanych zachvatt cyklického zvraceni od véku 3,5 let, obvykle pti
viréze, s frekvenci dvakrat roéné. V dobé zachvatu byla zaznamenéana ketosa a metabo-
licka acidosa. Pacient trpi obesitou s abnormélnimi tukovymi depozity a invertovanymi

mamilami.
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Pacient P2

Jde o Sestiletého chlapce s nizkym vzrastem, s obesitou, mirné opozdénym psychomo-
torickym vyvojem, po operaci rozstépu patra. Pacient ma zndmky myopatie, mirnou
hypohtyreosu, cholelithiasu, hepatopatii, mirnou hepatomegalii a zachvaty ketotickych

hypoglykémii. Je pritomna mirna oblicejova stigmatizace.

Pacient P3

Jedna se o pétimeésicni divku s hypotonii, psychomotorickou retardaci, mikrocefalii,
strabismem, hepatopatii, mikrocystosou ledvin, koagulopatii, invertovanymi mamilami

a atypickou redistribuci tuku.

3.1.2 Chemikalie
3.1.2.1 Cisté chemikalie

« agarosa, Serva (Némecko)

o akrylamid, Sigma (USA)

o bisakrylamid, Sigma (USA)

« bromfenolovd modi, Lachema (CR)

o citran zelezity, Sigma (USA)

« Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma (USA)
o destilovana voda, Goro (CR)

o destilovan4 voda pro PCR (ultracistd voda—18 Mohm.cm™?, ultrafiltrovana—, ze
které byly odstranény RNasy ptisobenim diethylpyrokarbonatu a autoklavova-
nim), Top-Bio (CR)

o dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma (USA)
« dodecylsiran sodny (SDS), Sigma (USA)
« ethanol (96%), Penta (CR)

o ethidium bromid, Sigma (USA)
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flavinmononukleotid (FMN), Sigma (USA)

formamid (Hi-Di Formamide), Applied Biosystems (USA)
glycerol, Penta (CR)

glycin, Sigma (USA)

hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema (CR)

chlorid sodny, Penta (CR)

kyselina borit4, Penta (CR)

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma (USA)
kyselina chlorovodikova, Penta (CR)

kyselina octova (99%), Penta (CR)

lihobenzin, Penta (CR)

methanol (99,8%), Lach-Ner (CR)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich (USA)
Orange G, Sigma (USA)

persiran amonny (APS), Sigma (USA)

sacharosa, RNDr. Jan Kulich (CR)

siran médnaty, Lékarna VEN (CR)

superdestilovana voda Mili-Q, Millipore (USA)

Tricine, Sigma (USA)

Tris, Sigma (USA)

Tween 20, Sigma (USA)
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3.1.2.2 Roztoky a pufry
Smési pripravené z chemikalii v laboratori

« anodovy pufr (100 mM Tris-HCI, pH 8,9)

« barvici roztok pro isoelektrickou fokusaci (0,1% Coomassie R 350, 30% methanol,

10% kyselina octova)

e barvici roztok pro SDS-PAGE transferinu (0,25% Coomassie Brilliant Blue R
250, 45% methanol, 10% kyselina octova)

« GB (3x koncentrovan: 3 M Tris-HCI, 0,3% SDS, pH 8,45)
 katodovy pufr (100 mM Tris, 100 mM Tricine, 0,1% SDS, pH 8,25)

« odbarvovaci roztok A pro isoelektrickou fokusaci (20 mM siran médnaty, 12% etha-

nol, 7% kyselina octovd)

« odbarvovaci roztok B pro isoelektrickou fokusaci (25% ethanol, 7% kyselina oc-

tova)

 odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE transferinu (25,5% lihobenzin, 8% kyselina

octova)
 nandseci roztok Orange G (6x koncentrovan; 0,35% Orange G, 30% sacharosa)
o TBE (89 mM Tris, 89 mM kyselina borita, 2 mM EDTA)
« TBS (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,5)
o transferovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 10% methanol, 0,02% SDS)
« vzorkovy pufr pro SDS-PAGE transferinu (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA,

2,5% SDS, 0,05% bromfenolova modr, 10% glycerol, pH 8,0)

Komercéné vyrobené smési
« Ampholyte 3-10, Bio-Rad (USA)
« Combi PPP Master Mix, Top-Bio (CR)
o GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas (Kanada)

» GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas (Kanada)
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas (Kanada)
kit na izolaci DNA ze suché krevni kapky QIAamp DNA Micro, QIAGEN (USA)

kit na purifikaci DNA Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, Promega
(USA)

kit na sekvenac¢ni PCR reakci Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems (USA)

Pharmalyte 5-7, Sigma (USA)

PhastGel Blue R tablety (na ptipravu roztoku Coomassie R 350), GE Healthcare
(Velka Britanie)

PPP Master Mix, Top-Bio (CR)

pufr NEB1, New England Biolabs (USA)

SeeBlue Plus2 Prestained Standard, Invitrogen (USA)

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Pierce (USA)

susené odtuénéné mléko Laktino, Promil (CR)

3.1.2.3 Enzymy, primery, protilatky

restrikéni endonukleasa HpyCH4IV, New England Biolabs (USA)
neuraminidasa, Roche Applied Science (Némecko)

primery (n = 34) pro 17 exonu genu TF (viz sekvence v tab. A.1, str. 84; velikosti
syntetizovanych fragment genu TF za pouziti danych primert uvadi tab. A .4,
str. 85), GENERI BIOTECH (CR)

primery (n = 16) pro 8 exont genu PMM2 (viz sekvence v tab. A.2, str. 84;
velikosti syntetizovanych fragmentt genu PMM2 za pouziti danych primert uvadi
tab. A.5, str. 85), GENERI BIOTECH (CR)

univerzalni primery (n = 2) RP a T7 (viz sekvence v tab. A.3, str. 85), GENERI
BIOTECH (CR)

protilatka proti lidskému transferinu (polyclonal rabbit anti-human transferrin),
Dako (Déansko)
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« protilatka proti krali¢cim IgG konjugované s peroxidasou (anti-rabbit IgG(whole

molecule)-peroxidase antibody produced in goat), Sigma-Aldrich (USA)

3.1.3 Pouzité pristroje
« analytické vahy ScalTec (USA)
« aparatura na isoelektrickou fokusaci Model 111 Mini IEF Cell, Bio-Rad (USA)
« aparatura na vertikdlni elektroforesu Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad (USA)

o aparatura na horizontalni elektroforesu Liberty 2, Biokey American Instruments
(USA)

« automatické pipety Thermo Electron (USA), Eppendorf (Némecko), Gilson (USA)
« blotovaci aparatura TE77X Semidry blotter, Hoefer (USA)

o centrifugy MINI Centrifuge, Labnet (USA), Biofuge 28RS, Heraeus (Némecko),
Rotantna 460R, Hettich Zantrifugen (Némecko), Mikro 20, Hettich Zentrifugen
(Némecko), E-Centrifuge, Wealtec (USA)

o ,digital imaging system* Alpha DigiDoc RT, Alpha Innotech (USA
 ,digital imaging system® VersaDoc 4000, Bio-Rad (USA)

o elektroforetické zdroje PowerPac Basic, PowerPac 1000, PowerPac HC, Bio-Rad
(USA)

« chladici a mrazici boxy Liebherr (Svycarsko), Zanussi (Italie), Sanyo (Japonsko)
o kapilarni sekvenator ABI PRISM 3100-Avant, Applied Biosystems (USA)

« magnetické michadlo AREX, P-Lab (CR)

« PCR cykler DNA Engine Dyad Peltier Thermal cykler, Bio-Rad (USA)

o pH-metr 774, Metrohm (Svycarsko)

o piistroj s UV lampou Bioblock Scientific (Francie)

o spektrofotometr NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop Technolo-
gies (USA)

« susicka geli Biometra (Némecko)
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« termostaty AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet (USA), TCH 100, Laboratorni
piistroje Praha (CR)

o transilumindtor UV Transilluminator 2000, Bio-Rad (USA)
o trepacka Polymax 1040, Heidolph (Némecko)

« vortex* Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)

3.2 Metody

3.2.1 Izolace krevniho séra z plné krve

Plné krev bez pridani antikoagulacnich latek byla odstfedéna na centrifuze (2000 rpm,
10 min, 25°C), za tcelem separace séra od krevniho kolace. Vrchni vrstva obsahujici
krevni sérum byla odebrana, zamrazena a skladovana pii —20°C. Po rozmrazeni bylo
krevni sérum dale pouzivano jako material na pripravu vzorka pii metodach 3.2.2, 3.2.3
a 3.2.4.

3.2.2 Isoelektricka fokusace lidského sérového transferinu
Priprava vzorku

Krevni sérum bylo promichéno na ,vortexu® a odstfedéno (10 000 rpm, 2 min, 4°C).
Mezitim byla pfipravena smés roztoku citranu zelezitého (10 mM) a hydrogenuhlici-
tanu sodného (0,5 M) v poméru 2:1, ze které bylo do zkumavek pfeneseno po 2 ul. Ze
vzorku krevniho séra byly odebrany 2 pl ¢irého séra (tak, aby odebrany objem neobsa-
hoval sérum obohacené lipidy z vrchni vrstvy) a preneseny do zkumavek se saturacni
smeési. Zkumavky byly kratce centrifugovany na stolni centrifuze (2000 rpm, 2 min,
25°C) a pri laboratorni teploté se nechaly inkubovat po dobu 30 min-1 h, béhem které
probihala saturace sérového transferinu zelezitymi kationty. Nakonec byla pridana su-
perdestilovand voda (V = 40 pl). Takto pfipravené vzorky byly hned aplikovany na
gel, pripadné az do aplikace na gel skladovany pri 4 °C.

Priprava gelu

Byl pfipraven polyakrylamidovy gel (5%T, 0,6%C, 5% glycerol, pH 5-7). SloZeni je

uvedeno v tab. 3.1, str. 33 (slozky jsou uspotradéany podle poradi pipetovani).
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Tabulka 3.1: Slozeni gelu na isoelektrickou fokusaci transferinu

Slozka Objem
superdestilovana voda 2,875 ml
zésobni roztok akrylamidu a bisakrylamidu (25%T, 3%C) | 1 ml
25% roztok glycerolu 1 ml
Pharmalyte 5-7* 125 pl
10% roztok APS 7,5 pl
0,1% roztok FMN 25 pl
TEMED 1,5 pl
celkovy objem 5,034 ml

* v tomto kroku byl roztok promichdn a ve sklenéné nadobce prenesen do Ehrlenmayerovy bariky, kde

byl odplynén pomoci vodni vyvévy (5 min)

Na sklo (12 ecm x 6,5 cm) byla aplikovana voda, zabezpecujici prilnavost ptilozené
félie (Gel support film for polyacrylamide, Bio-Rad). Sklo s {6lif na spodni strané bylo
umisténo do aparatury urc¢ené na pripravu gelu (Model 111 Casting Tray, Bio-Rad), kde
byl pod félii pipetovan roztok na gel. Aparatura byla vlozena do pristroje s UV lampou,
kde UV zéreni (9,103 J.cm™2, 70% spodni zafeni, 45 min—1 h) usnadnilo polymeraci
gelu. Polymerovany gel na f6lii se nechal vychladnout, byl se sklem opatrné oddélen od
aparatury a pripraven pro aplikaci vzorku. V pripadé, ze aplikace vzorka nenasledovala

ihned, bylo sklo s gelem umisténo do vlhké komirky a skladovano pfti 4 °C.

Aplikace vzorkt na gel a isoelektricka fokusace

Na gel byl polozen aplikator — plastova sablona s horizontalné umisténymi ¢tvercovymi
otvory (Bio-Rad). Do téchto poli¢ek byly pipetovany ptipravené vzorky, V. = 1 ul. Po
vstrebani celého objemu vzorka do gelu byl aplikator odstranén, sklo bylo otoceno a
opatrné polozeno na elektrody predtim navlhcéené destilovanou vodou. Gel byl v primém
styku s obéma elektrodami, pricemz linie nanesenych vzorkt se nachazela mezi nimi,
blize ke katodé. Prii isoelektrické fokusaci byla pouzita laboratorni aparatura Model
111 Mini IEF Cell (Bio-Rad) a na pfipojeném zdroji (PowerPac 1000, Bio-Rad) byl

nastaven program s uvedenymi podminkami:
100 V, 3 mA, 1 W, 15 min
200 V, 4 mA, 1 W, 15 min
450 V., 5mA, 2 W, 1 h
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Imunofixace

Okamzité po ukonceni isoelektrické fokusace byla na gel aplikovana protilatka proti
lidskému transferinu (polyclonal rabbit anti-human transferrin, Dako; ¢ = 1,1 g.17!) v

mnoZstvi 25 pl.cm™2

a opatrné rozetfena po celém povrchu plochou pipetovaci spicky.
Proces vazani protilatky probihal béhem jednohodinové inkubace ve vlhké komiirce
na 3D tfepacce. Poté byl gel opatrné oplachnut destilovanou vodou a prenesen do
roztoku NaCl (0,15 M) za tcelem vymyti neprecipitovanych proteinti. Po jednohodinové
inkubaci byl roztok NaCl vyménén za cerstvy a inkubace pokracovala dalsich 24-48 h.
Nakonec byl gel na 30 min prenesen do destilované vody. Béhem vsech vymyvacich

krokt byla plastova nadobka s gelem umisténa na 3D trepacce.

Barveni a odbarvovani gelu

Gel byl vlozen do barviciho roztoku Coomassie R 350, kde se inkuboval 30-60 min.
A7 se prouzky transferinu vizualné jevily dostatecné vyrazné zabarveny, néasledovalo
odbarvovani pozadi inkubaci gelu v odbarvovacich roztocich A a B: roztok A 2x 10 min,
roztok B 10 min a 5 min. Félie s gelem se nechala do druhého dne ususit volné na

vzduchu.

»Skenovani“ gelu

Ususeny gel byl ,preskenovan“ a ulozen v obrazkovém formatu do pocitace (pomoci
programu Adobe Photoshop CS). Obrazek byl analyzovan v programu AlphaEaseFC
od Alpha Innotech, kde byla vyhodnocena intenzita jednotlivych oznacenych prouzk v

profilu, tj. bylo kvantifikovano relativni zastoupeni [%)] sialovanych isoforem transferinu
(viz obr. 3.3, str. 35).
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Obrazek 3.3: Vystup z analyzy profilii sialovanych isoforem transferinu separovanych
isoelektrickou fokusaci sérového transferinu pomoci programu AlphaEaseFC (Alpha

Innotech).

3.2.3 Detekce polymorfismii transferinu pomoci

isoelektrické fokusace transferinu po inkubaci

vzorku s neuraminidasou

Byl pfipraven polyakrylamidovy gel (5%T, 0,6%C, 5% glycerol, pH 3-10) identickym
postupem jako v 3.2.2. Slozeni je uvedeno v tab. 3.2 (str. 36)

Byla pfipravena smés roztoku citranu zelezitého (10 mM) a hydrogenuhli¢itanu
sodného (0,5 M) v poméru 2:1 a 10 pl této smési bylo smichano ve zkumavce s 10 ul
odstredéného (10 000 rpm, 2 min, 4°C) krevniho séra. Po 30-minutové inkubaci bylo
pfidanych 5 pl neuraminidasy (Roche Applied Science; ¢ = 10 U.ml™!; 0,1 M Tris,
pH 7), ktera se nechala puisobit pres noc pri laboratorni teploté. Vzorky desializované
uc¢inkem neuraminidasy byly fedény 300 ul destilované vody a aplikovany na gel v

objemu V =1 ul.

Dalsi postup (isoelektrickd fokusace, imunofixace, barveni a odbarvovani, ,skeno-

vani“ gelu do pocitace) byl stejny jako v 3.2.2.
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Tabulka 3.2: Slozeni gelu na isoelektrickou fokusaci transferinu po inkubaci vzorki s

neuraminidasou
Slozka Objem
superdestilovana voda 2,75 ml
zasobny roztok akrylamidu a bisakrylamidu (25%T, 3%C) | 1 ml
25% roztok glycerolu 1 ml
Ampholyte 3-10 250 pl
10% roztok APS 7,5 ul
0,1% roztok FMN 25 ul
TEMED 1,5 ul
celkovy objem 5,034 ml

* v tomto kroku byl roztok promichdn a ve sklenéné nddobce prenesen do Ehrlenmayerovy barky, kde

byl odplynén pomoci vodni vyvévy (5 min)

3.2.4 Proteinova analyza sérového transferinu pomoci
SDS-PAGE, Western blotu a imunodetekce

Priprava vzorku

Krevni sérum bylo promichéno na ,vortexu® a odstfedéno (10 000 rpm, 2 min, 4°C).
3 ul ¢irého séra byly ziedény v 897 ul destilované vody (tj. 300x). Z roztoku fedé-
ného séra byly 3 upl odebrany a pipetovany do 100 ul vzorkového pufru. Zkumavky s
touto smési byly zahfaty na termostatu na 95°C (5 min), potom bylo zahfivani ter-
mostatu vypnuto a vzorky byly postupné ochlazeny na 50 °C. Nasledovala centrifugace
(11 000 rpm, 2 min, 25°C) a vzorky byly aplikovany na gel, piipadné skladovany pii
—20°C .

Priprava gelu

Byl ptipraven dvouvrstvy polyakrylamidovy gel (4%T koncentra¢ni gel, 7%T separa¢ni
gel), slozeni je uvedeno v tab. 3.3, str. 37. Do slozené aparatury na piipravu gelu na
vertikalni elektroforesu (Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad) byl mezi skla (8,3 cm x 7,3 cm)
pipetovan jako prvni roztok separacniho gelu cca 2 cm pod okraj a opatrné prevrstven
destilovanou vodou. Pti laboratorni teploté byl ponechan polymerovat. Voda byla z
jeho povrchu odstranéna a navrch byla nanesena vrstva roztoku pro koncentracni gel,

do néhoz byl vlozen hieben.
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Tabulka 3.3: Slozeni gelu na SDS-PAGE sérového transferinu

Typ gelu 4%T koncentracni 7%T separacni

Slozka Objem Objem

destilovana voda 5,27 ml 4,29 ml

3x GB 3,33 ml 3,33 ml

zasobni roztok akrylamidu a | 1,3 ml 2,27 ml

bisakrylamidu (30,8%T, 2,6%C)

10% roztok APS 120 pul 100 pl

TEMED 12 pl 10 pl

celkovy objem 10 ml 10 ml
SDS-PAGE

Vanicka urcena na priubéh vertikalni elektroforesy byla naplnéna cca do tretiny ano-
dovym pufrem. Dovnitt byla vloZena slozena elektrodova konstrukce s parem gelt v
elektroforetickych sklech, mezi které byl nalit az po okraj katodovy pufr. Hfeben byl
opatrné vyjmut a vzniklé jamky precistény proudem katodového pufru pomoci stii-
kacky s jehlou. Do jamek byly aplikovany pfipravené promichané vzorky v objemu
V = 10 pl. Do jedné z jamek byl pokazdé nanesen marker molekulovych hmotnosti
(SeeBlue Plus2 Prestained Standard), V. = 4 ul. Po dokonceni aplikace vzorku byla
elektroforeticka nadoba prikryta vikem, pres které byl zabezpecen vodivy kontakt se

zdrojem. Elektroforesa probihala za uvedenych podminek:
40 V, cca 15 min
100 V, 1,5 h

Western blot

Po ukonceni elektroforesy byl gel oddélen od skel a vrstva koncentra¢niho gelu byla
odstranéna. Gel byl vlozen do vanicky s transferovym pufrem, kde se nechal ekvilibro-
vat na 3D tfepacce cca 30 min. Podle zjisténych rozméra gelu byla ve stejné velikosti
vystfizena PVDF membrana (Immobilon-P, Millipore, USA) a filtra¢ni papir (v po-
¢tu 6x pocet gelil). Membrana byla na 15 s ponofena do methanolu (aktivace), potom
2 min hydratovana v destilované vodé a nakonec 15 min ekvilibrovana v transfero-
vém pufru. Na anodé — spodni desce blotovaci aparatury byl poskladan ,sendvic* (v

poradi vrstveni): 3 kusy filtra¢nich papirt, membrana, gel, 3 kusy filtra¢nych papir.
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Z diavodu dosazeni dobré vodivosti bylo dilezité zabezpecit, aby vsechny slozky byly
pti skladéni dostatecné naséklé/prevrstvené transferovym pufrem a mezi jednotlivymi
kroky vrstveni byly opatrné pomoci valeni kénické zkumavky po jejich povrchu vy-
tlaceny vzduchové bubliny. ,Sendvi¢* byl opatrné prikryt katodou — vrchni deskou
blotovaci aparatury (predtim oplachnuté v destilované vodé), pres kterou vedl vodivy

kontakt se zdrojem. Ptfenos probihal za uvedenych podminek:
[(8ffka gelu [cm] x délka gelu [cm]) x 0,8] mA, 60 min

Po ukonceni prenosu byla katoda odklopena, ,sendvic¢® byl opatrné rozebran a
membréana poloZena (orientovana prenesenymi proteiny nahoru) na filtraéni papir. Na
ném se membrana nechala pres noc vyschnout volné na vzduchu. Pro vizualni kont-
rolu dspésnosti prenosu byl gel zabarven v roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250,

odbarven v odbarvovacim roztoku a ususSen v susicce gelt.

Imunodetekce

Ususend PVDF membréana byla aktivovana v methanolu (5 min) a nésledné 2x 5 min
oplachovdana v TBS. Mezitim byl pfipraven blokovaci roztok (5% odtucnéné susené
mléko v TBS): 2,5 g suseného mléka bylo ,vortexovano* v cca 10 ml TBS v suspenzi
a doplnéno TBS do 50 ml. Membrana byla zalita blokovacim roztokem a inkubovana
1 h. Zatim byl pfipraven roztok 0,1% Tween 20 v TBS (TBST) v objemu 200 ml
na 1 membranu. Po ukonceni blokovani byl slit blokovaci roztok a membrana byla
oplachovana v TBS po dobu 5 min, 10 min a 15 min. Béhem toho byl pfipraven
roztok priméarni protilatky v 2% roztoku suSeného mléka v TBST: 0,4 g suseného
mléka bylo dikladné suspendovano v 20 ml TBST a do této suspenze bylo pipetovano
10 ul protilatky proti lidskému transferinu (polyclonal rabbit anti-human transferrin,
Dako; ¢ = 1,1 g171), tj. v fedéni 1:2 000. Membréana byla zalita roztokem primarni
protilatky. Po dvouhodinové inkubaci byl roztok slit a membrana promyvana v ' TBST
5 min, 10 min a 15 min. Déle byl na membranu aplikovan kratce predem pripraveny
roztok sekundarni protilatky s konjugovanou peroxidasou (anti-rabbit IgG-peroxidase
antibody produced in goat, Sigma-Aldrich) v 2% roztoku suseného mléka v TBST, v
fedéni 1:20 000. Probéhla jednohodinova inkubace. Roztok sekundarni protilatky byl
slit, membrana byla oplachovana v TBST 5 min, 10 min, 15 min a v TBS 2x 10 min.
Vsechny inkubacni a promyvaci kroky probihaly ve sklenéné uzaviené vanic¢ce umisténé

na 3D trepacce.

Mezitim byla podle rozméri membrany vystiizena transparentni folie a ve zku-

mavce smichdna smés substratu pro peroxidasu (SuperSignal West Femto Maximum
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Sensitivity Substrate) v poméru prilozenych roztoki 1:1, pfiblizné 2 ml na 1 membrénu.
Byl zapnut pristroj VersaDoc 4000 a spustén pocitacovy program Quantity One (Bio-
Rad). Membréana byla vlozena do félie, byl na ni nanesen roztok substratu a prikrytim
folie byl substrat rovnomérné distribuovan po jejim povrchu. Po 20 s byl pomoci buni-
¢iny z folie vytlacen prebytecny substrat, folie s membranou byla umisténa do komory
VersaDocu, byla zvolena vhodné pozice membrany a nastaven expozicni ¢as 30 s. Po
ziskani signalu (vzniklého na principu chemiluminiscencni reakce) a uloZeni obrazku do
pocitace byla membrana z félie vyjmuta a pro pripad dalsiho pouziti vlozena do TBS,

v némz byla skladovana pti 4 °C.

3.2.5 Molekularné geneticka analyza lidského genu pro

transferin
3.2.5.1 Izolace DNA ze suché krevni kapky

Na izolaci DNA ze suché krevni kapky byl pouzit komercéni kit QIAmp DNA Micro,

byl dodrzen postup v prilozeném protokolu.

3.2.5.2 Primery

V databazi NCBI Gene [64] byly vyhledény relevantni informace o lidském genu pro
transferin (TF), tj. pocet protein-kédujicich sekvenci (exont) a jejich pozice v ramci
sekvence celého genu. Tyto tdaje byly dale zpracovany v programu Primer3 [65]. Sek-
vence oligonukleotidl na amplifikaci studovanych oblasti genu TF byly vybrany podle
standardnich pozadavkl — 1. pozice: v intronovych oblastech miniméalné 30 bp od kédu-
jici sekvence, 2. fyzikalné chemickych vlastnosti: specifity, teploty tani (Tm), tendence
tvorby dimerti, obsahu GC basi [%] a délky [bp]. Byly zvoleny nejvhodnéjsi sekvence
oligonukleotidl pro primy a zpétny primer vSech 17 exont genu TF a navrzené primery
byly objednany u firmy GENERI BIOTECH, s.r.o.. Sekvence ptislusnych primert jsou
uvedeny v tab. A.1 v Pfiloze (str. 84). Primery byly obdrzeny v lyofilizované podobé.
Podle prilozeného navodu byly natfedény destilovanou vodou pro PCR (bez obsahu
DNas a RNas) na zasobni roztoky s koncentraci 0,1 mM. Z nich byl pro kazdou dvojici
primeru pripraven jeden roztok s koncentraci primého/zpétného primeru 10 uM, ktery

se déle pouzival pri PCR.
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3.2.5.3 Optimalizace PCR genu pro lidsky transferin

Prvnim optimalizacnim krokem pro PCR genu TF bylo urceni vhodné teploty Ta
pro PCR fazi hybridizace (,,annealing®). Na zakladé znalosti pfiblizné vypodcitanych
hodnot Tm vSech primert byl navrzen program PCR cykleru s generovanym teplotnim

gradientem, jehoz podminky jsou uvedeny v tab. 3.4 (str. 40).

Tabulka 3.4: Program PCR cykleru pro optimaliza¢ni PCR genu TF

Faze PCR (v poradi) | Teplota Cas
pocatecni denaturace 94°C 2 min
denaturace™ 94°C 45 s
hybridizace* teplotni gradient 52°C-67°C | 30 s
elongace™ 72°C 30 s
finalni elongace 72°C 7 min

* vyznacené faze byly v daném poradi opakovany ve 30 cyklech

Byla pripravena smés pro PCR (viz tab. 3.5, str. 41) v mnozstvi 8 reakénich smési
pro kazdy ze 17 fragment genu TF a po dikladném promichani na ,vortexu“ byla
pipetovana do ,stripti s tenkosténnymi zkumavkami pro PCR v objemu po 24 ul. Na
chlazeném stojanu byl do kazdé zkumavky pipetovan 1 ul kontrolniho vzorku fedéné
gDNA DKO (¢ = 50 ng.ul™!). Pevné uzaviené a kratce odstfedéné zkumavky byly
umistény do PCR cykleru tak, aby kazda z 8 zkumavek (u vSech 17 fragmentt) byla
béhem hybridizacni faze PCR vystavena jiné teploté generovaného teplotniho gradientu
v 12 fadach bloku PCR cykleru (viz tab. 3.6, str. 41).

Blok se zkumavkami byl prikryt vikem PCR cykleru s nastavenym vyhtfivanim
(103°C) a byl spustén program pro optimalizacni PCR genu TF (tab. 3.4, str. 40). Po
ukonceni PCR byly zkumavky s produkty PCR uschovany pti 4 °C do dalsiho pouziti.

Uspé&snost amplifikace fragmentt genu TF byla kontrolovana prostfednictvim elek-
troforesy produkti PCR. Byl pripraven agarosovy gel (cca 1,5% agarosa v roztoku
TBE): 1,2 g agarosy bylo za zahfivani rozpusténo v 80 ml TBE, roztok byl nalit do
slozené elektroforetické aparatury (Liberty 2, Biokey American Instruments, Inc.) a
byly do néj vlozeny hiebeny. Gel se nechal ztuhnout, jeho povrch byl zalit studenou
destilovanou vodou a na elektrody se aplikoval TBE. Do jamek po hifebenech byly
naneseny vzorky — produkty PCR v objemu 10 ul. Byl aplikovan marker molekulo-
vych hmotnosti (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder/GeneRuler DNA Ladder Mix),
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Tabulka 3.5: Slozeni smési pro PCR pro optimalizacni PCR genu TF

Slozka Objem/1 reakce

destilovana voda pro PCR 10,5 pl

PPP Master Mix* 12,5 ul
roztok primera (¢ = 10 uM) | 1 ul

celkovy objem 24 pl

* komer¢ni produkt (od Top-Bio, s.r.0.), slozen{ dodévané 2x koncentrované smési: 150 mM Tris-HCI,
pH 8,8, 40 mM (NH,)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 M dATP, 400 M dCTP, 400 M
dGTP, 400 pM dTTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerasy, stabilizatory a aditiva

Tabulka 3.6: Rozlozeni teplotniho gradientu v bloku PCR cykleru béhem hybridizac¢ni
faze optimalizacni PCR genu TF

Cislofady |4. |5 |6 |7. |8 [9. |10. |11
Teplota [°C] | 54,4 | 56,2 | 58,4 | 60,9 | 63,0 | 64,7 | 65,9 | 66,7

V =5 ul. Elektroforeticka vanicka byla prikryta vikem zabezpecujicim vodivy kontakt
se zdrojem (PowerPac Basic, Bio-Rad) a byla spusténa elektroforesa pri 180 V.

Doba trvani elektroforesy byla prizptisobena na zakladé vizualni kontroly pohybu
barevnych slozek ve vzorcich a markeru. Po jejim ukonceni byl gel vlozen do vodného
roztoku ethidium bromidu (¢ = 0,5 pg.ml™!). V ném se nechal inkubovat cca 30 min,
poté byl pfenesen do komory Alpha DigiDoc RT s fotoaparatem, byla spusténa po-
¢itacova aplikace Alpha DigiDoc RT, nastavena vhodna pozice gelu a expozicni cas,

zapnuto UV zafeni, a zdznam byl ulozen do pocitace.

Byla vybrana teplota Ta, pti které byl u vSech produktti PCR syntetizovan dosta-
tecné cisty fragment genu TF v postacujicim mnozstvi. U fragmenta 8 a 12 byla za
ucelem zvyseni vytézku testovana jejich syntéza pomoci PCR za aplikace Combi PPP
Master Mixu. Z divodu odstranéni nespecifické syntézy u produktit PCR byly frag-
menty 3, 4, 5 a 17 amplifikovany za pouziti smési pro PCR s riznym obsahem DMSO
(5% a 10%).
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3.2.5.4 Molekularné geneticka analyza lidského genu pro transferin

u vysSetifovanych pacientti
Optimalizovana PCR lidského genu pro transferin

Na zakladé optimalizace PCR genu TF bylo navrzeno slozeni smési pro PCR a pro-
gramy PCR cykleru uvedeny v tabulkdch 3.7 (str. 42), 3.8 (str. 43), 3.9 (str. 43), 3.10
(str. 43) a 3.11 (str. 44). Do pripravené smési pro PCR byl pipetovan 1 ul gDNA vyset-
fovanych jedinct fedény na ¢ = 50 ng.ul~!. Pro vSechny analyzované vzorky gDNA byl
syntetizovan kazdy fragment dvakréat (z divodu kontroly, ale také vzhledem k vétsimu
mnozstvi ziskaného produktu). Zaroven byly ze stejnych smési pro PCR pfipraveny
vzorky, do nichz byla misto analyzované gDNA pridana gDNA kontroly DKO nebo
destilovana voda pro PCR (,slepy“ vzorek), aby bylo mozné ovéfit spravny prubéh

PCR a vylouc¢it kontaminaci smési pro PCR.

Vysledek PCR byl kontrolovan elektroforesou na agarosovém gelu (1,5% agarosa v
TBE). Na gel byly naneseny vzorky nésledujiciho sloZeni: 7 pl destilované vody pro
PCR + 1 pl 6x Orange G + 2 pul produktu PCR, celkovy objem V = 10 ul. Jako
markery byly pouzity GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder/GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, V = 5 pul. Elektroforesa probéhla pii 200 V, potom byl gel inkubovan cca
30 min v roztoku ethidium bromidu (¢ = 0,5 pg.ml™!) a nasniman signil pod UV
zarenim v Alpha DigiDoc RT. Po ovéreni, ze byly pti PCR vyprodukovany pozadované
fragmenty genu TF a nedoslo ke kontaminaci nezadouci DNA, nésledovala purifikace

fragmenti DNA z gelu.

Tabulka 3.7: Slozeni smési pro PCR pro fragmenty DNA genu TF 1, 2, 6, 7, 9, 10, 11,
13, 14, 15 a 16

Slozka Objem/1 reakce
destilovana voda pro PCR 10,5 pl
PPP Master Mix 12,5 pul

roztok primera (¢ = 10 uM) | 1 ul

celkovy objem 24 pl
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Tabulka 3.8: Slozeni smési pro PCR pro fragmenty DNA genu TF 8 a 12

Slozka Objem/1 reakce
destilovana voda pro PCR 10,5 pl

Combi PPP Master Mix* 12,5 pl

roztok primeri (¢ = 10 uM) | 1 pl

celkovy objem 24 pl

* komeréni produkt (od Top-Bio, s.r.o.), sloZzeni dodévané 2x koncentrované smési: 150 mM Tris-
HCI, pH 8,8, 40 mM (NH,4)2SOy4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCly, 400 uM dATP, 400 M dCTP,
400 pM dGTP, 400 M dTTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerasy, monoklonalni anti-Taq DNA

polymerasa (38 nM), stabilizdtory a aditiva

Tabulka 3.9: Slozeni smési pro PCR pro fragmenty DNA genu TF 3,4, 5 a 17

Slozka Objem/1 reakce
destilovana voda pro PCR 8 ul

DMSO 2,5 pl

PPP Master Mix 12,5 pul

roztok primera (¢ = 10 uM) | 1 ul

celkovy objem 24 pl

Tabulka 3.10: Program PCR cykleru pro syntézu fragmenti DNA genu TF 1, 2, 3, 4,
5,6,7,9,10, 11, 13, 14, 15, 16 a 17

Faze PCR (v poradi) | Teplota | Cas
pocatecni denaturace 94°C 2 min
denaturace* 94°C 45 s
hybridizace* 59°C 30 s
elongace™ 72°C 30 s
finalni elongace 72°C 7 min

* vyznacené faze byly v daném poradi opakovany ve 35 cyklech
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Tabulka 3.11: Program PCR cykleru pro syntézu fragmenti DNA genu TF 8 a 12

Faze PCR (v poradi) | Teplota | Cas
pocatecni denaturace 94°C 2 min
denaturace* 94°C 45 s
hybridizace* 65°C 30 s
elongace* 72°C 30 s
finalni elongace 72°C 7 min

* vyznacené faze byly v daném poradi opakovany ve 35 cyklech

Purifikace fragmenti DNA z gelu

Byl pripraven agarosovy gel (1,5% agarosa v TBE) s hlubsimi jamkami, do nichz byl
aplikovan cely zbytek objemu produkti PCR, tj. z jednoho analyzovaného fragmentu
cca 46 pl. Byl nanesen marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, V = 5 ul. Elektro-
foresa byla pusténa na 180 V a po jejim ukonceni byl gel inkubovan v roztoku ethidium
bromidu (¢ = 0,5 ug.ml™') cca 30 min. Na transiluminatoru s UV zafenim byly z gelu
pomoci skalpelu vyfrezany prouzky s fragmenty DNA. Doba expozice DNA UV zarenim
byla omezena na nutné minimum, aby se predeslo moznym poskozenim DNA. Vytezané

kusy gelu byly vlozeny do zkumavek.

Dale byla DNA purifikovana pomoci komercniho purifika¢niho kitu Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System. Byl dodrzen postup prilozeny k produktu, vyjimkou byl
krok eluce DNA destilovanou vodou pro PCR — misto jednorazové aplikace 50 ul vody,
nasledné inkubace a centrifugace bylo priddno 40 pl destilované vody pro PCR na-
dvakrat (tj. 20 ul + 20 pl, za kazdou aplikaci vody se nechaly vzorky inkubovat a
byly centrifugovany). Tento upraveny krok se v praxi osvéd¢il jako Géinny pro zvyseni
vytézku extrahované DNA. Roztok purifikované DNA byl skladovan pti 4 °C.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DN A

Po purifikaci DNA byla stanovena jeji koncentrace spektrofotometricky na pristroji
NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000). Purifikované produkty PCR, jejichz kon-
centrace presahovala 30 ng.ul™!, byly zfedény destilovanou vodou pro PCR pfiblizné

na tuto hodnotu (podle doporuceni pro pouzivany sekvenacni piistroj).
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Tabulka 3.12: Program PCR cykleru pro sekvenacni PCR

Faze PCR (v poradi) | Teplota | Cas
pocateéni denaturace 95°C 5 min
denaturace* 95°C 58
hybridizace* 50°C 25 s
elongace* 68°C 50 s

* vyznacené faze byly v daném poradi opakovany ve 35 cyklech

Sekvenovani genu TF

Pro sekvena¢ni PCR reakci byly pouzity chemikalie z kitu Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Byl dodrzen postup uvedeny v pfilozeném
protokolu, s mensimi tpravami: smés o celkovém objemu 20 pl (na 1 reakei) obsaho-
vala 2 ul smési Ready Reaction Mix, 3 ul pufru 5x Sequencing Buffer, pfimy/zpétny
primer o koncentraci 3,2 pmol a doporu¢ené mnozstvi templatu DNA — purifikovaného
fragmentu genu TF. Cisténi sekvenaéni reakce na béazi ethanolové precipitace probéhlo
podle prilozeného navodu. Na findlni denaturaci byl aplikovan formamid v mnozstvi
20 pl na 1 reakei a takto opracovana smeés byla zahfata na 95°C (3 min). Pro sekveno-
vani byly pouzity 50 cm /80 cm kapilary sekvena¢niho pristroje ABI PRISM 3100-Avant
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Program PCR cykleru pro sekvenacni PCR,
uvedeny v tab. 3.12 (str. 45), odpovidal podminkdam PCR doporuéenym v protokolu
aplikovaného kitu. Vystupem sekvenovani byl chromatogram (ve formatu .ab1), ktery
byl dale analyzovan pomoci komercéniho programu SeqScape Software v2.5 (Applied

Biosystems) a bezplatného programu Chromas Lite 2.01.

Restrik¢ni analyza mutace c.1889A>C v genu TF

Pomoci programu NebCutter [66] byla v databazi restrik¢énich enzymi vyhledana vhodna
endonukleasa na restrikéni analyzu mutace ¢.1889A>C ve fragmentu 16 genu TF. Byl
vybran enzym HpyCHA4IV, ktery v ramci fragmentu 16 genu T'F specificky rozpoznava
a Stépi sekvenci DNA lokalizovanou na pozici ¢.1889 ¢.1892, viz obr. 3.4 (str. 46). Na
zékladé charakteristiky komeréniho produktu zvoleného enzymu byl sestaven nasledu-

jici pracovni protokol.

Na ledu byla ve zkumavkach pripravena a opatrné promichana smés podle tab. 3.13,
str. 46 (slozky jsou usporadany podle poradi pipetovani). Pokazdé byl pripraven i

»slepy* vzorek, do néhoz byla misto fragmentu DNA pridana destilovana voda pro
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5" . ACGT .. 3
3'.. TGCA ... 5

Obréazek 3.4: Sekvence DNA, kterou enzym HpyCHA4IV specificky rozpoznava a stépi

na oznacenych mistech.

Tabulka 3.13: Smés na restrik¢ni analyzu mutace ¢.1889A>C v genu TF

Slozka Objem/1 reakce
destilovana voda pro PCR 7,5 pl

pufr NEB1 1,5 pl

enzym HpyCHA4IV* 1 pul

fragment DNA genu TF 16** | 5 ul

celkovy objem 15 pl

* ¢ = 10,000 U.ml~!; ** produkt PCR, piipraven podle vise popsaného postupu optimalizované PCR

lidského genu pro transferin

PCR. Zkumavky se smési na restrikéni analyzu byly umistény do termostatu (37 °C),
kde probihala 15 h inkubace.

Produkty stépeni byly analyzovany elektroforesou. Byl pripraven agarosovy gel
(2,5% agarosa v TBE). Do jamek byly aplikovany vzorky o slozeni: 7,5 ul smési na
restrikéni analyzu po inkubaci + 1,5 ul 6x Orange G, V = 9 ul. Byl pouzit marker Ge-
neRuler 100 bp Plus DNA Ladder, V = 5 ul. Elektroforesa probihala pti 150 V, po jejim
ukonceni byl gel inkubovan cca 30 min v roztoku ethidium bromidu (¢ = 0,5 pg.ml™!)
a byl detekovan signal pod UV zafenim (Alpha DigiDoc RT).

V tab. 3.14 (str. 47) jsou uvedeny vypocitané velikosti produkti stépeni fragmentu
16 genu TF za pouziti enzymu HpyCH4IV pri restrikéni analyze vzorkiti s mutaci
c.1889A>C i bez ni.
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Tabulka 3.14: Produkty stépeni pri restrikéni analyze mutace ¢.1889A>C v genu TF

Mutace ¢.1889A>C | Produkty stépeni enzymem HpyCH4IV
v genu TF

pritomna, 395 bp

homozygotni

pritomna, 395 bp + 262 bp + 133 bp

heterozygotni

nepritomna 262 bp + 133 bp

3.2.6 Molekularné geneticka analyza lidského genu pro

fosfomanomutasu 2

Fragmenty genu PMMZ2 byly pripraveny ze smési pro PCR podle tab. 3.15 (str. 47), do
niz byl pfiddn 1 pl analyzovaného roztoku gDNA (c = 50 ng.ul™!). Stejnym zptisobem
byly pripraveny i vzorky kontroly (DKO) a ,slepého“ vzorku (destilovana voda misto
roztoku gDNA). Byl pouzit program PCR cykleru uvedeny v tab. 3.16 (str. 48). Ta-
bulka 3.17 (str. 48) znézornuje, jak byly do bloku PCR cykleru umistény zkumavky se
smésmi pro jednotlivé fragmenty genu PMM2, tj. jaké teploté byly vystaveny v PCR
fazi hybridizace.

Néasledna elektroforesa na ovéreni ispésnosti amplifikace PCR produktt, purifikace
fragmenti DNA z gelu a stanoveni koncentrace DNA mély identicky postup jako v
3.2.5.4.

Tabulka 3.15: Slozeni smési pro PCR pro fragmenty DNA genu PMM2 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7a8

Slozka Objem/1 reakce
destilovana voda pro PCR 9,5 ul
PPP Master Mix 12,5 pul

roztok pfimého primeru (¢ = 10 uM) | 1 pl

roztok zpétného primeru (¢ = 10 pM) | 1 pl

celkovy objem 24 pl
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Tabulka 3.16: Program PCR cykleru pro syntézu fragmenti DNA genu PMM?2

Faze PCR (v poradi) | Teplota Cas
pocatecni denaturace 95°C 2 min
denaturace* 95°C 30 s
hybridizace* teplotni gradient 56 °C-66 °C | 30 s
elongace™ 72°C 1 min
finalni denaturace 95°C 1 min
finalni hybridizace teplotni gradient 56 °C-66°C | 30 s
finalni elongace 72°C 3 min

* vyznacené faze byly v daném poradi opakovany ve 28 cyklech

Tabulka 3.17: Pozice zkumavek v bloku PCR cykleru pii PCR genu PMM2

Cislo fady | Teplota | Fragment
1 56°C

2 56,3°C

3 56,9°C

4 57,7°C | 7
5 58,8°C | 2,3
6 60,3°C |6
7 62°C

8 63,4°C | 4
9 64,5°C

10 65,3°C

11 65,8°C | 1,8
12 66 °C

48



Sekvenovani genu PMM?2

Postup byl analogicky jako pfi sekvenovani genu TF (viz 3.2.5.4) s tim rozdilem, Ze po-
uzitym templatem DNA byly purifikované fragmenty genu PMM2 a misto specifickych
primert pro gen PMM2 byly do smési pro PCR pridany tzv. univerzalni primery RP
a T7. Ziskany chromatogram byl analyzovan pomoci bezplatného programu Chromas
Lite 2.01.

3.2.7 Statistické zpracovani dat

Ke statistické analyze byl pouzit program STATISTICA, verze 9.0 (StatSoft, Praha,
CR). Vysledky byly zpracovany na zvolené hladiné viznamnosti p < 0,05.

49



Kapitola 4

Vysledky

4.1 Referencni rozmezi relativniho zastoupeni
sialovanych isoforem sérového transferinu

separovanych isoelektrickou fokusaci (¢ast I.)

Analyzovany soubor se skladal ze 100 vzork krevniho séra jedinctt muzského a zenského
pohlavi riznych vékovych kategorii negativnich pro CDG s oznacenim SK1-SK100.
Tyto vzorky byly analyzovany pomoci isoelektrické fokusace transferinu (popis metody
viz 3.2.2). V pripadé jednoho vzorku (SK100) byl pozorovan atypicky profil transferi-
novych prouzki, jenz indikoval pritomnost riznych genetickych variant transferinu (viz
4.1.2). Z toho dtvodu vzorek SK100 nebyl zafazen do kontrolntho souboru. U ostatnich
vzorkl bylo pomoci pocitacového programu AlphaEaseFC (Alpha Innotech) kvantifi-
kovano relativni zastoupeni [%)] sialovanych isoforem sérového transferinu v kazdém
profilu.

Vysledné byl kontrolni soubor reprezentovan vzorky krevniho séra 99 jedincii muz-
ského (n = 54) a zenského (n = 45) pohlavi ve véku 2-42 let negativnich pro CDG,
oznacenymi SK1-SK99.

Zjisténé hodnoty z kvantifikace profili transferinovych prouzkt pro vSechny vzorky
kontrolniho souboru jsou sestaveny v tab. A.6 (str. 86) v Priloze. Zpracované vysledky —
referencéni rozmezi relativniho zastoupeni jednotlivych sialovanych isoforem transferinu
jsou shrnuty v tab. 4.1 (str. 51) a graficky znazornény na obr. 4.1 (str. 51). Vyrazné
dominuje tetrasialotransferin (51 %-59 %), druhd nejvic zastoupené forma je pentasi-
alotransferin (16 %20 %), o néco méné je trisialotransferinu (11 %16 %), po ném né-
sledujf pfiblizné stejné zastoupeny hexasialo- a disialo- formy transferinu (5 %-8(9) %)

a zanedbatelné mnozstvi monosialo-/asialotransferinu (méné nez 1 %).
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Tabulka 4.1: Referenc¢ni rozmezi relativniho zastoupeni sialovanych isoforem transferinu

separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorki krevniho séra kontrolniho souboru
SK1-SK99 (n = 99)

x* Isoforma transferinu | Relativni zastoupeni [%)]
6 hexasialotransferin 6,30 + 1,29

5 pentasialotransferin 18,26 4+ 2,23

4 tetrasialotransferin 55,11 £ 4,05

3 trisialotransferin 13,66 4+ 2,47

2 disialotransferin 6,64 + 1,90

1 monosialotransferin <1

0 asialotransferin <1

* pocet zbytku kyseliny sialové v termindln{ poloze oligosacharidovych Ffetézcti dané isoformy

transferinu
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relativni zastoupeni [%]

—
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sx 51: 4: 31; 2t 1x Ox

sialované isoformy trasferinu

Obrazek 4.1: Referencni rozmezi relativniho zastoupeni sialovanych isoforem transfe-
rinu separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorkt krevniho séra kontrolniho
souboru SK1-SK99 (n = 99). * — sialovand isoforma transferinu oznacena podle poctu

pritomnych zbytki kyseliny sialové.
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4.1.1 Zavislost relativniho zastoupeni sialovanych isoforem
sérového transferinu od pohlavi a véku v kontrolnim

souboru

Ziskana data byla vyhodnocena samostatné pro vzorky krevniho séra jedinctt muzského
a zenského pohlavi. Vysledky uvadi tab. 4.2 (str. 53) a graf na obr. 4.2 (str. 52). Korelace
relativniho zastoupeni sialovanych isoforem transferinu s pohlavim testovanych jedinct
nebyla zjisténa (hexasialotransferin: p = 0,1025; pentasialotransferin: p = 0,4377; tetra-

sialotransferin: p = 0,1895; trisialotransferin: p = 0,3267; disialotransferin: p = 0,4327).
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Obréazek 4.2: Referencni rozmezi relativniho zastoupeni sialovanych isoforem transfe-
rinu separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorka krevniho séra jedinct muz-
ského a zenského pohlavi kontrolniho souboru SK1-SK99. * - sialovand isoforma

transferinu oznacena podle poctu pritomnigch zbytki kyseliny sialové.

S cilem zjistit, zda mezi jednotlivymi profily existuji korelace v pomérech zastou-
peni dominantni formy — tetrasialotransferinu — a hypoglykosylovanych forem trisia-
lotransferinu/disialotransferinu, a urcit vliv pohlavi jedinct analyzovanych vzorku na
tyto hodnoty, byly kvantifikované hodnoty relativniho zastoupeni prislusnych sialo-
vanych isoforem transferinu u jednotlivych vzorkt dany do poméru tetrasialotransfe-
rin/trisialotransferin a tetrasialotransferin/disialotransferin a statisticky vyhodnoceny
v ramci skupin vzorki jedinc muzského a Zenského pohlavi. Viz tab. 4.3 (str. 53) a
graf na obr. 4.3 (str. 54).

Hodnoty poméru tetrasialotransferinu k trisialotransferinu/disialotransferinu jsou
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Tabulka 4.2: Referenc¢ni rozmezi relativniho zastoupeni sialovanych isoforem transferinu
separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorku krevniho séra jedinct muzského
a zenského pohlavi kontrolniho souboru SK1-SK99

x* Isoforma transferinu | Rel. zastoupeni [%] | Rel. zastoupeni [%]
u muz. pohlavi| u zZen. pohlavi
(n = 54) (n = 45)

6 hexasialotransferin 6,30 + 1,42 6,31 £ 1,11

5) pentasialotransferin 18,08 £+ 2,32 18,48 £+ 2,07

4 tetrasialotransferin 55,61 + 4,34 54,62 + 3,57

3 trisialotransferin 13,56 + 2,61 13,79 £ 2,25

2 disialotransferin 6,55 + 1,98 6,74 + 1,76

1 monosialotransferin <1 <1

0 asialotransferin <1 <1

* pocet zbytku kyseliny sialové v termindlni poloze oligosacharidovych Fetézcii dané isoformy

transferinu

v priméru mirné vyssi u osob muzského pohlavi. Podle statistickych vypoctia u po-
méru tetrasialotransferin/trisialotransferin hodnota p = 0,0457 hranicila s kritickym
intervalem (p < 0,05). Rozdil hodnot poméru tetrasialotransferin/disialotransferin mezi

vzorky od jedinct rizného pohlavi nebyl statisticky vyznamny (p = 0,4176).

Na prozkoumani zavislosti relativniho zastoupeni jednotlivych sialovanych isoforem
Tf od véku jedinci kontrolniho souboru byly sestaveny grafy uvedené v Ptiloze na obr.
A1 (str. 89), A.2 (str. 90), A.3 (str. 90), A.4 (str. 91) a A.5 (str. 91). Statisticky byly
zpracovany hodnoty pro vékovy interval 2-18 let, vyfazeny byly vzorky starsich osob

(u nichz kazda vékova kategorie byla reprezentovana jedinym vzorkem). Ve zvoleném

Tabulka 4.3: Pomér relativniho zastoupeni mezi tetrasialotransferinem a trisialotransfe-
rinem nebo disialotransferinem separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorkt

krevniho séra jedinctt muzského a Zenského pohlavi kontrolniho souboru SK1-SK99

Pomér rel. zastoupeni [%] | MuZ. pohlavi| Zen. pohlavi
isoforem transferinu (n = 54) (n = 45)
tetrasialotransferin /trisialotransferin 4,31 £ 1,20 4,10 £ 0,89
tetrsialotransferin/disialotransferin 9,42 + 3,61 8,82 + 3,20
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Obrézek 4.3: Pomér relativniho zastoupeni mezi tetrasialotransferinem a trisialotransfe-
rinem nebo disialotransferinem separovanych pomoci isoelektrické fokusace u vzorka
krevniho séra jedinctt muzského a zenského pohlavi kontrolniho souboru SK1-SK99.
* — pomér sialovanych isoforem transferinu oznacenich podle poctu pritomnych zbytki

kyseliny sialové.

vékovém intervalu relativni zastoupeni zadné z analyzovanych isoforem nezavisi na véku
(hexasialotransferin: p = 0,1033; pentasialotransferin: p = 0,6183; tetrasialotransferin:

p = 0,9842; trisialotransferin: p = 0,8907; disialotransferin: p = 0,7170).

4.1.2 Detekce polymorfismi transferinu pomoci isoelektrické
fokusace po Stépeni s neuraminidasou u vzorku

kontrolniho souboru

U vzorku SK100 byl pfti isoelektrické fokusaci sialovanych forem transferinu pozoro-
van odlisny profil prouzka Tf nez u vzorka kontrolntho souboru SK1-SK99. Oproti
typickému profilu vzorku negativniho pro CDG byly pritomny navic dva prouzky, lo-
kalizované nad prouzky tetrasialotransferinu a pentasialotransferinu (posunuty smérem
k anodé), viz obr. 4.4 (str. 55). Na zékladé téchto vysledku bylo navrzeno vysetieni po-
lymorfismt transferinu pomoci inkubace vzorku s neuraminidasou a néasledné separace
desializovanych variant transferinu isoelektrickou fokusaci (popis metody viz 3.2.3).
Vysledky analyzy jsou znézornény na obr. 4.5 (str. 55). U SK100 byly detekovany dva

prouzky reprezentujici pritomnost dvou rtznych genetickych variant transferinu. Jeden
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z nich (obr. 4.5, 3. dréha, spodni prouzek) svou pozici odpovidal nejbéznéjsi varianté
typu C, kterou obsahovaly i kontrolni vzorky pozitivni a negativni pro CDG. Druhy
prouzek (obr. 4.5, 3. draha, vrchni prouzek) byl posunut smérem k anodé, tj. odpovidal
varianté transferinu s nizsim pl. Vzhledem k tomu lze usuzovat, zZe se jedna o variantu
transferinu typu B. Nebylo mozné provést molekularné genetickou analyzu genu TF,
ktera by potvrdila/vyvratila nas predpoklad, protoze nebyl k dispozici materidl na

izolaci gDNA od prislusného jedince.

1. 2. 3.
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Obrazek 4.4: Profily sialovanych isoforem transferinu separovanych pomoci elektrické
fokusace na polyakrylamidovém gelu (5%T, pH 5-7) u vzorku krevniho séra analy-
zovanych jedinct. 1. — Spozl: vzorek pacienta se syndromem PMM2-CDG; 2. — SK3:
vzorek jedince kontrolniho souboru negativniho pro CDG; 3. — SK100: vzorek jedince
negativniho pro CDG s podezrenim na pritomnost riznich elektroforeticky rozlisitelngch
variant transferinu. Isoformy transferinu jsou znaceny cisly vlevo podle poctu pritom-
nyjch 2bytki kyseliny sialové. Sipky oznacuji 2 prousky Tf, jez byly w SK100 pritomny

navic oproti profilu kontrolniho vzorku SKS3.

1. 2. 3.

asialotransferin,

T —_asialarransf‘erin,
varianta typu C ~ | T g == varianta typu B

Obrazek 4.5: Profily desializovanych variant transferinu separovanych pomoci isoelek-
trické fokusace na polyakrylamidovém gelu (5%T, pH 3-10) u vzorku krevniho séra
analyzovanych jedinct. 1. — Spozl: vzorek pacienta se syndromem PMM2-CDG;

2. — SK3: vzorek jedince kontrolniho souboru negativniho pro CDG; 3. — SK100: vzorek

jedince negativniho pro CDG s detekovanymi polymorfismy transferinu.
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4.2 Biochemicka a molekularné geneticka analyza

vzorkd vybranych jedincia s podezrenim na CDG

(cast 1I.)

4.2.1 Biochemicka analyza vzorkd vybranych jedinct

s podezrenim na CDG

Na zéakladé klinického podezfeni byly vytipovani tii pacienti P1, P2 a P3, u nichz
bylo cilem analyzovat jejich vzorky krevniho séra na pritomnost patologického profilu
sialovanych isoforem transferinu pomoci isoelektrické fokusace. Klinické priznaky pri-
slusnych jedinct byly rtuznorodé a vzajemné odlisné (viz 3.1.1.2), spole¢nym znakem
byl abnormalni profil prouzki sérového transferinu pri IEF. U pacientt byly predem
vylouceny sekundarni poruchy glykosylace v dusledku jinych metabolickych onemoc-
néni. Ve vSech trech piipadech byla zaznamenana zvysend hladina méné sialovanych
forem Tf (tri-, di-, mono- a asialotransferin), charakteristickd pro pacienty pozitivni

pro CDG, ale podily jednotlivych isoforem se lisily.
Vysledky analyzy vzork krevniho séra vysetfovanych pacienti SP1, SP2 a SP3

pomoci isoelektrické fokusace transferinu (popis metody viz 3.2.2) jsou zobrazeny na
obr. 4.6 (str. 57). Pro porovnéni jsou prilozeny také obrazky profili vzorka zdravé
kontroly a nemocnych jedincti s poruchou CDG typu I i II. Kvantifikované hodnoty re-
lativniho zastoupeni sialovanych isoforem transferinu ve znéazornénych profilech urcené
pomoci programu AlphaEaseFC uvadi tab. 4.4 (str. 58). Na porovnani bylo pouzito

referencni rozmezi urcené v 1. ¢asti vysledka.

U testovanych vzorka byla dodatecné provedena detekce polymorfismt transferinu
pomoci isoelektrické fokusace po inkubaci vzorkt krevniho séra (saturovanych roztokem
Fe?T) s neuraminidasou (popis metody viz 3.2.3). Vysledky dané analyzy jsou zobrazeny
na obr. 4.7 (str. 59).

Dale byla provedena doplnkova proteinova analyza transferinu pomoci SDS-PAGE,
Western blotu a imunodetekce (popis metody viz 3.2.4), jejiz optimalizace pro nasi
laborator byla soucasti této prace. Vysledky imunodetekce analyzovanych vzorka i

kontrol jsou zobrazeny na obr. 4.8 (str. 59).

Profil vzorku pacienta P1 (SP1) pti IEF Tf nepfipominal ani jeden z ukazkovych
profilii kontrol negativnich a pozitivnich pro CDG. Charakteristické bylo vyrazné za-
stoupeni disialotransferinu, aniz by byly zvyseny hladiny jinych méné sialovanych forem
(viz obr. 4.6, str. 57). Vysledek imunodetekce po SDS-PAGE a Western blotu Tf ukézal
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Obrazek 4.6: Profily sialovanych isoforem transferinu separovanych pomoci isoelektrické
fokusace na polyakrylamidovém gelu (5%T, pH 5-7) u vzorku krevniho séra vySetto-
vanych pacientii. 1. — Spozl: vzorek pacienta se syndromem PMM2-CDG; 2. — Sneg:
vzorek zdravé kontroly; 3. — Spozll: vzorek pacienta s typem CDG II; 4. — SP1: vzorek
pacienta P1; 5. — SP1R1: vzorek zdravé matky pacienta P1; 6. — SP2: vzorek pacienta
P2; 7. — SP3: vzorek pacienta P3. Isoformy transferinu jsou znaceny cisly vlevo podle

poctu pritomnych zbytku kyseliny sialové.

pritomnost dvou prouzku o priblizné stejné intenzité (viz obr. 4.8, str. 59), které odpo-
vidaji formeé Tf s dvéma (~80 kDa) nebo jen jednim (~77 kDa) navazanym N-glykanem.
U vzorku séra pacientovy zdravé matky byl pri IEF Tf potvrzen identicky profil, podle
¢ehoz bylo usouzeno, ze abnormalni profil neni dusledkem patologického stavu. Pri
analyze polymorfismi Tf pomoci IEF Tf po inkubaci s neuraminidasou byla u obou
(pacienta i jeho matky) detekovana jenom bézna Tf varianta C (viz obr. 4.7, str. 59).
Vznikl tedy predpoklad, ze v genu TF mohou byt pritomny mutace, jez neovliviiuji pl
syntetizovaného proteinu (resp. ovliviiuji ho jenom nepatrné), ale maji dopad na jeho

glykosylaci. Byla proto navrzena molekularné genetickd analyza genu TF (viz 4.2.2.1).

U vzorku pacienta P2 (SP2) byly pti IEF Tf v profilu zastoupeny ve zvyseném
mnozstvi di-, mono- i asialotransferin (viz obr. 4.6, str. 57). Protoze profily pacientu
s CDG 1II jsou (na rozdil od CDG I) zna¢né variabilni, bylo by mozné pacienta P2
zaradit do této skupiny, i kdyz mél odlisny profil isoforem Tf nez kontrolni vzorek
Spozll (s typem CDG II). Pritomnost raznych elektroforeticky rozlisitelnych variant
Tf byla vylouc¢ena pomoci IEF Tf po inkubaci vzorku s neuraminidasou (viz obr. 4.7,
str. 59). Zajimavé bylo, Ze pti proteinové analyze Tf pomoci SDS-PAGE, Western blotu
a imunodetekce byl detekovan pro SP2 signal podobny jako SP1 (viz obr. 4.8, str. 59).
Pro prozkoumani, zda mize tento vysledek mit spolecnou pricinu, byla — jako v pripadé

pacienta P1 — navrzena molekularné genetickd analyza genu TF (viz 4.2.2.1).
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Tabulka 4.4: Zastoupeni jednotlivych isoforem transferinu separovanych isoelektrickou

fokusaci v séru pacientii s podezienim na syndrom CDG a kontrol

Vzorek 6* 5* 4* 3* 2% 1* 0*
referencéni | 5,01 16,03— 51,06— 11,19— 4,74— <1 <1
rozmezi 7,59 20,49 59,16 16,13 8,54

Spozl 3,4 9,4 34,1 10,1 31,1 2,6 8,9
Spozll 3,5 16,7 39,4 19,3 16,7 0 4.3
SP1 5,5 13,2 31,3 11,2 33,5 3,0 2,5
SP1R1 0 13,7 29,7 14,7 36,2 3,2 2,6
SP2 1,9 7,1 29,2 8,3 16,9 17,1 | 19,5
SP3 0 6,1 19,8 7,4 41,6 0 25,1

* relativni zastoupeni [%)] sialované isoformy transferinu oznacené podle poctu pritomnych zbytka

kyseliny sialové

Vzorek pacienta P3 (SP3) mél profil typicky pro CDG typu I, velmi podobny jako
Spozl (vzorek pacienta se syndromem PMM2-CDG), pii IEF Tf (viz obr. 4.6, str. 57)
i proteinové analyze pomoci SDS-PAGE, Western blotu a imunodetekce (viz obr. 4.8,
str. 59). Pri analyze pomoci IEF Tf po inkubaci séra s neuraminidasou nebyla dete-
kovéna ptitomnost polymorfismu transferinu (viz obr. 4.7, str. 59). Na zakladé téchto
vysledkii bylo doporuceno enzymové vysetfeni spektrofotometrickym mérenim akti-
vity fosfomanomutasy 2 (PMM2) a fosfomanoisomerasy (PMI) v izolovanych lymfocy-
tech. Vysledky méreni, které bylo provedeno pracovniky nasi laboratore, uvadi tab. 4.5
(str. 60). Bylo zjisténo, ze aktivita PMM2 i jeji pomér k aktivité kontrolniho enzymu
PMI (PMM2/PMI) byly vyrazné snizeny, coz svédcilo pro syndrom PMM2-CDG. Pro
ovéteni diagnosy bylo dale u pacienta P3 indikovdno sekvenovani genu PMM2 (viz
4.2.2.2).
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asialotransferm,
wvarianta typu C

Obrazek 4.7: Profily desializovanych variant transferinu separovanych pomoci isoelek-
trické fokusace na polyakrylamidovém gelu (5%T, pH 3-10) u vzorka krevniho séra
vysSettovanych pacientt. 1.-Spozl: vzorek pacienta se syndromem PMM2-CDG, jenz
nebyl inkubovdin s neuraminidasou; 2.-Spozl: vzorek pacienta se syndromem PMM2-
CDG po inkubaci s neuraminidasou; 3.-SP1: vzorek pacienta P1; 4.—-SPIRI1: vzorek
zdravé matky pacienta P1; 5.-SP2: vzorek pacienta P2; 6.—-SP3: vzorek pacienta P3.

1 2 3 4. 3. 6. 1. 8.

T, e e

~ 14 kDa

Obrazek 4.8: Profily rizné glykosylovanych forem transferinu imunodetekovanych po
separaci pomoci SDS-PAGE (7%T) a néaslednym Western blotem u vzorku krevniho
séra vysetfovanych pacientlt. 1. — Sneg: vzorek zdravé kontroly; 2. — marker moleku-
lovgjch hmotnosti SeeBlue Plus2 Prestained Standard; 3. — Spozl: vzorek pacienta se
syndromem PMM2-CDG; 4. — SP1: vzorek pacienta P1; 5. — SpozIl: vzorek pacienta s
typem CDG II; 6. — SP3: vzorek pacienta P3; 7. — SP2: vzorek pacienta P2; 8. — Sneg:

vzorek zdravé kontroly.
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Tabulka 4.5: Spektrofotometrické stanoveni aktivit fosfomanomutasy 2

a fosfomanoisomerasy v izolovanych lymfocytech u vysetrovaného pacienta P3

Vzorek Aktivita Aktivita Pomér
PMM2* MPT** aktivit
[nmol.min~! [nmol.min~! PMM2/
.mg~! protein] | .mg~! protein] | MPI

referencéni rozmezi 0,81-1,65 7,38-21,0 0,03-0,41

lymfocyty pacienta P3 | 0,01 22,11 0,0004

* fosfomanomutasa 2

** fosfomanoisomerasa
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4.2.2 Molekularné geneticka analyza vzorkt vybranych jedinct

s podezrenim na CDG
4.2.2.1 Molekularné geneticka analyza genu pro transferin

Pro molekularné genetickou analyzu genu TF byla vyuzita ndmi nové zavedena a op-

timalizovand metoda (viz 3.2.5.4).

Vysetirovany byly vzorky izolované genomové DNA pacientu P1 a P2 (DP1 a DP2)
a vzorek gDNA kontroly (DK), ktera splnila kritérium normadlniho profilu pri IEF
Tf. Po amplifikaci 17 fragment genu TF vsech vzorkil bylo pomoci elektroforesy a
nasledné vizualizaci produkti PCR ovéreno, Ze jejich syntéza byla tispésna a velikosti
jednotlivych fragmentti ve vSech pripadech odpovidaly vypoc¢itanym hodnotam. Vzorky
fragmenti DNA genu TF byly déle podle uvedeného postupu purifikovany a sekveno-
vany. Vysledny chromatogram byl analyzovan pomoci komercniho programu SeqScape
Software v2.5 (Applied Biosystems). Jako referencni sekvence genu TF byla pouzita
sekvence z databaze NCBI [64] NG_013080.1 (plati pro predominantni variantu Tf
typu C1) a Ensembl [67] na trovni cDNA. Oznaceni mutaci koresponduje s doporuce-

nou nomenklaturou lidskych genovych mutaci [68].

V genu TF vzorku DK byla nalezena jedind mutace, a to polymorfni ¢.1765C>T
(homozygotni; v 15. exonu; CCT — TCT). Tato mutace zpisobuje zdménu aminokyse-
lin P589S a determinuje variantu Tf C2 (viz 1.1.2.1). U vzorku DP2 byly ve fragmentech
genu TF detekovany ¢tyTri mutace, vSechny ,tiché“. V kodujicim regionu byla nalezena
polymorfni mutace ¢.624G>A (homozygotni; v 5. exonu), v nekédujicich regionech to
byly mutace ¢.1-2A>G (homozygotni; v 5’ neptekladané oblasti), ¢.43+26G>T (hete-
rozygotni; v 1. intronu) a ¢.1298-23T>C (homozygotni; v 10. intronu). Zadna z uvede-
nych mutaci u pacienta P2 pravdépodobné nevede ke zméné struktury syntetizovaného
proteinu a lze tedy usuzovat, ze pozorovana hypoglykosylace Tf pri biochemické analyze

SP2 neni disledkem mutace genu T'F.

U pacienta P1 bylo ve fragmentech genu T'F nalezeno pét mutaci, z nichz jedna byla
specialné zajimava pro tuto analyzu a zaroven doposud nepopsana v dostupnych data-
béazich mutaci. V nekédujicim regionu byla pritomna mutace identicka jako u pacienta
P2 ¢.1-2A>G (homozygotni; v 5 neptekladané oblasti). Dvé z nalezenych exonovych
mutaci byly ,,tiché:“ ¢.624G>A (heterozygotni; v 5. exonu) a ¢.739C>T (heterozygotni;
v 7. exonu), obé byly jiz identifikovany jako polymorfismy. Jednou z mutaci, které vedly
k zd&méné aminokyseliny, byla mutace ¢.829G>A (heterozygotni; v 7. exonu; GGC —

AGC). Dochézi u ni k substituci G277S, kterd determinuje Tf variantu C3 a je spojena
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s redukei vazebné kapacity pro zelezité kationty (viz 1.1.2.1). Z hlediska nasi studie nej-
dulezitejsi detekovand mutace byla ¢.1889A>C (heterozygotni; v 16. exonu; AAC —
ACC), viz obr. 4.9 (str. 62). Je lokalizovana pfimo v kodonu pro N-glykosyla¢ni misto
syntetizovaného transferinu a ma za dusledek zaménu N630T, tj. substituci asparaginu
ucastnicitho se N-glykosidické vazby za threonin. Tim je jednoznacéné vysvétlen profil
vzorku SP1 pfi biochemické analyze indikujici patologicky zvysenou hladinu hypogly-
kosylovaného transferinu (viz obr. 4.6, str. 57 a obr. 4.8, str. 59). Podobné relativni
zastoupeni plné glykosylované formy Tf a formy postradajici jeden oligosacharidovy
zbytek je konzistentni s nalezem, ze mutace ¢.1889A>C je heterozygotni. Pro ovérent,
ze dand mutace vzorku DP1 je opravdu pric¢inou pozorovaného profilu pii IEF Tf, a z

divodu zjisténi, jak byla zdédena, byla provedena restrikéni analyza.

G C M C G T & C C G T

Obrazek 4.9: Cést sekvence exonu 16 genu TF u vzorku pacienta P1 s oznac¢enou mutaci
c.1889A>C a kontroly. Vievo — sekvence u vzorku pacienta P1; vpravo — sekvence u

vzorku kontroly. Vistup z analyzy v programu Chromas Lite 2.01.

Restrik¢ni analyza mutace c.1889A>C v genu TF

Nejdiive byla provedena analyza 20 kontrolnich vzorkt od vybranych jedincii, u kte-
rych byl pti IEF Tf potvrzen normalni profil a zaroven byly k dispozici jejich izolované
gDNA (DK1-DK20). Obrazek vizualizovanych produktt stépeni po elektroforetické se-
paraci je uveden v Priloze (viz obr. A.6, str. 92). VSechny kontrolni vzorky fragmenti
DNA 16 genu TF byly zcela ,nastépeny*, za vzniku produktii o velikosti odpovidajici
vypocitanym hodnotam 133 bp a 262 bp, bez pritomnosti ,nenastépeného® fragmentu
DNA (395 bp). Zadny z kontrolnich vzorkit DK1-DK20 neobsahoval mutaci c.1889A>C
v genu TF, coz koreluje s nasim predpokladem, ze tato mutace je spojena s hypogly-

kosylaci transferinu.
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Dale byla pritomnost dané mutace vysetfena pomoci restrikéni analyzy u rodin-
nych prislusnik pacienta P1. Vysledek elektroforesy ,nastépenych” fragmenti DNA
16 genu TF u analyzovanych vzorkia gDNA ¢lent rodiny pacienta P1 (DP1R1-DP1R6)
a pozitivniho vzorku DP1 je zobrazen na obr. 4.10 (str. 64). U vzorku DP1 s deteko-
vanou heterozygotni mutaci se objevuji tti prouzky fragmentt DNA, reprezentujici jak
ynenastépeny” fragment 16 genu TF, tak i produkty jeho stépeni. Stejny nalez byl u
vzorkll matky, tety a babicky pacienta P1 z matciny strany, coz potvrdilo pritomnost
mutace ¢.1889A>C v genu TF v heterozygotni podobé, identické jako u pacienta P1.
Naopak negativni se ukazaly vzorky pacientova otce, dédecka z matciny strany a sestry
babicky z matciny strany, kde vznikly dva produkty (262 bp a 133 bp). Rodokmen s

vysledkem restrik¢ni analyzy je zndzornén na obr. 4.11 (str. 65).
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Obréazek 4.10: Restrikéni analyza mutace ¢.1889A>C v genu TF u vzorkt gDNA rodiny
pacienta P1. 1.,10. — marker molekulovych hmotnosti GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder; 2.,3.,11.,12. — DP1: vzorek pacienta P1 s heterozygotni mutaci c.1889A>C;
4.,5. — DPI1R1: vzorek matky pacienta P1; 6.,7. — DP1R2: vzorek otce pacienta P1;
8.,21. — DK: vzorek kontroly s normdlnim profilem pri IEF Tf; 9.,22. — , slepy“ vzorek;
13.,14. — DP1R3: vzorek babicky pacienta P1 z matciny strany; 15.,16. — DP1R/: vzorek
dédecka pacienta P1 z matciny strany; 17.,18. — DP1R5: vzorek tety pacienta P1 z
matciny strany; 19.,20. — DP1R6: vzorek sestry babicky pacienta P1 z matciny strany.

64



Obrazek 4.11: Rodokmen a vyskyt mutace ¢.1889A>C v genu TF u rodiny pacienta
P1. 1 — proband: pacient P1 s heterozygotni mutaci c.1889A>C; 2,4,6 — matka, teta a
babicka pacienta P1, u nichZ byla pritomna heterozygotni mutace c¢.1889A>C;

3,5,7 — otec, dédecek a prateta pacienta P1, u nichZ nebyla pritomna mutace

c.1889A>C.
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4.2.2.2 Molekularné geneticka analyza genu pro fosfomanomutasu 2

Molekularné geneticka analyza genu PMM2 byla v nasi laboratoti v dobé vypraco-
vani této diplomové prace jiz zavedenou metodou, tim padem nevyzadovala pripravné
kroky navrhu primerti a optimalizace PCR. Pouzity byly pfedem navrzené a pripravené

zasobni roztoky primert a optimalizované postupy (viz 3.2.6).

Analyzovali jsme vzorek izolované genomové DNA pacienta P3 (DP3), u kterého
bylo vysetieni indikovano na zékladé vysledkii biochemické analyzy Tf. Vysledek PCR
osmi fragmentti genu PMM2 byl ovéfen pomoci elektroforesy, ktera potvrdila ispésnou
amplifikaci vSech fragmenti DNA o velikostech odpovidajicich vypocitanym hodnotam.
Precisténé fragmenty DNA byly sekvenovany a ziskany chromatogram analyzovan po-
moci programu Chromas Lite 2.01. Jako referen¢ni sekvence slouzila sekvence genu
PMM?2 z databaze NCBI [69] NG_009209.1. a Ensembl [70] na trovni cDNA. Nale-

zené mutace byly oznaceny v souladu s doporu¢enou nomenklaturou [68].

U vzorku DP3 bylo ve fragmentech genu PMM2 nalezeno dohromady pét mutaci.
Z toho dvé byly lokalizovany v kédujicim regionu a patrily k casto se vyskytujicim
patologickym mutacim u syndromu PMM2-CDG. V nekédujicim regionu byly dete-
kovany tTi nasledujici mutace: ¢.348-56_ 348-55insATG (ve 4. intronu), ¢.447+19T>C
(heterozygotni; v 5. intronu) a ¢.447+22T>A (heterozygotni; v 5. intronu). V exonech
byly nalezeny dvé patologické mutace v pozici ¢.338C>T (heterozygotni; ve 4. exonu;
CCG — CTG; P113L) a ¢.422G>A (heterozygotni; v 5. exonu; CGC — CAC; R141H),
jejichz asociace se syndromem PMM2-CDG byla ovétena v databazi HGMD [17]. Cast
chromatogramu ze sekvenovani genu PMM2 u DP3 s vyznacenymi patologickymi mu-
tacemi je zobrazena na obr. 4.12 (str. 67) a obr. 4.13 (str. 67). Nélez kombinace dvou
heterozygotnich mutaci genu PMM2, velmi ¢asto se vyskytujicich R141H a P113L (viz
1.1.1.1, PMMZ2 gen), jednoznacné potvrzuje v pripadé pacienta P3 diagnosu syndromu
PMM2-CDG.
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Obrazek 4.12: Cast sekvence exonu 4 genu PMM2 u vzorku pacienta P3 s oznacenou
patologickou mutaci ¢.338C>T a kontroly. Vievo — sekvence u vzorku pacienta P3;

vpravo — sekvence u vzorku kontroly. Vistup z analyzy v programu Chromas Lite 2.01.

Obrézek 4.13: Cést sekvence exonu 5 genu PMM2 u vzorku pacienta P3 s oznacenou
patologickou mutaci ¢.422G>A a kontroly. Vievo — sekvence u vzorku pacienta P3;

vpravo — sekvence u vzorku kontroly. Vistup z analyzy v programu Chromas Lite 2.01.
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Kapitola 5

Diskuze

5.1 Referencni rozmezi relativniho zastoupeni
sialovanych isoforem sérového transferinu

separovanych isoelektrickou fokusaci (¢ast I.)

Referenc¢ni rozmezi relativniho zastoupeni sialovanych isoforem sérového transferinu
separovanych pomoci isoelektrické fokusace, které bylo urcéeno v predlozené diplomové
praci, obecné koreluje s hodnotami uvadénymi v literatute [21]. P¥i porovnéni s nimi
byl v nasem kontrolnim souboru detekovan mirné vyssi podil trisialotransferinu (11 %-—
kontrolniho souboru, ptipadné rozdilnymi podminkami IEF Tf a procesem kvantifikace

jednotlivych isoforem.

Z naseho souboru negativnich kontrol byl z findlniho hodnoceni vyloucen jeden vzo-
rek, u néhoz jsme detekovali pritomnost polymorfismu v transferinu. Nékteré vzacné
genetické varianty mohou zpiisobovat posun profilu Tf pti IEF smérem k anodé nebo
katodé a zptisobovat tak falesnou interpretaci vysledku, nebo naopak pozitivniho paci-
enta prehlédnout. Proto je tfeba vzdy pri nejasném profilu transferinu po IEF provést

pro jistotu i test s neuraminidasou.

V préaci nebyla zjisténa zavislost relativniho zastoupeni jednotlivych sialovanych
isoforem Tf na véku testovanych jedinct. Statisticky byly zpracovany hodnoty pro
vybrany vékovy interval 2-18 let. Z hlediska diagnostiky CDG je pro analyzu nejdi-
lezitejsi vékova skupina mladsi nez 18 let, jelikoz ,screening* CDG pomoci IEF Tt se

bézné provadi u détskych pacienti. U zadné sialované isoformy nebyla nalezena korelace

68



s vékem testované osoby. Hodnoty relativniho zastoupeni jednotlivych isoforem séro-
vého transferinu v nasem kontrolnim souboru nejsou zavislé na pohlavi jedinct. Stejny

vysledek byl zjistén i u analyzy transferinu pomoci kapilarni zénové elektroforesy [71].

Urcené referencni rozmezi je tedy vhodné na obecné pouziti pii hodnoceni kvan-
tifikovanych profila sialovanych isoforem transferinu (separovanych pomoci IEF Tf) u
pacientii s podezfenim na primarni nebo sekundarni poruchy glykosylace v nasi labo-

ratori.

5.2 Biochemicka a molekularné geneticka analyza
vzorkd vybranych jedinca s podezrenim na CDG

(cast 1I.)

Pro analyzu byli vybréani tfi pacienti (P1, P2 a P3) s riznymi klinickymi priznaky
CDG, na zakladé kterych u nich bylo indikovano biochemické a molekularné genetické
vysetfeni na pritomnost dédicnych poruch glykosylace. Biochemicka analyza testova-
nych vzorka krevniho séra se skladala z IEF Tf, detekce polymorfismu transferinu
pomoci isoelektrické fokusace transferinu po neuraminidasovém Stépeni a proteinové
analyzy sérového transferinu za pouziti SDS-PAGE, Western blotu a imunodetekce. Po
ni nasledovala molekularné geneticka analyza, pri které byly (na zakladé vysledki bio-
chemické analyzy) u pacientu sekvenovany geny TF a PMM2 a prohleddny piitomné

mutace.

Metodu proteinové analyzy transferinu pomoci SDS-PAGE, Western blotu a imu-
nodetekce bylo nejdrive potiebné optimalizovat, jelikoz na nasem pracovisti predtim
nebyla provadéna. PTi sestavovani pracovniho protokolu jsme vychazeli z ¢lanku [24],
s jistymi obménami. Byla navrzena separace isoforem transferinu v 7%T separacnim
gelu za aplikace SDS-PAGE, bez pouziti redukénich podminek. Bylo optimalizovano
slozeni vzorkového pufru. Objem aplikovaného vzorku byl zvolen takovy, aby mnozstvi
transferinu v jedné nanasce (~3 ng) bylo vhodné vzhledem k pouzitému fedéni proti-
latek pri imunodetekci. Ostatni podminky byly prevzaty podle obecného postupu pro
SDS-PAGE, Western blot a imunodetekei v nasi laboratoti. Podle uvedenych podminek

bylo dosazeno pozadovaného rozdéleni isoforem Tf.

Detekce hypoglykosylovanych forem sérového transferinu pomoci SDS-PAGE, Wes-
tern blotu a imunodetekce je kromé IEF Tf dalsi metoda vhodné na ,screening* CDG.

Stejné jako pri IEF Tf je na test postacujici velmi maly objem krevniho séra z odebrané
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krve vysetrovaného jedince. Metoda neni naroc¢na na pristrojové vybaveni, potiebnou
aparaturou disponuje vétSina biochemickych laboratori. Separace isoforem Tf podle
molekulové hmotnosti (a ne na principu pl jako v pripadé IEF Tf) pfi této metodé
umoznuje zabranit interferenci hyposialovanych forem Tt ve vysledném profilu, které
jsou typické pro jedince s dlouhodobé zvySenou konzumaci alkoholu nebo pti bakterialni
infekei (viz 1.1.2.3). Také hodnoceni profilu neni komplikovano pfitomnosti riznych ge-
netickych variant Tf, které se lisi v molekulové hmotnosti jenom zanedbatelné (radové
v setindch kDa). Pomoci této metody je mozné rozlisit nejenom vzorky zdravych kont-
rol od kontrol pozitivnich pro CDG, ale také typ CDG I a II: zatimco vzorky negativni
pro CDG poskytuji signél jediného prouzku (~80 kDa), pro typ CDG I jsou typické
tii prouzky (~80 kDa, ~77 kDa a ~74 kDa) a pro typ CDG II jeden prouzek s o néco

mensi molekulovou hmotnosti nez u zdravé kontroly (~78 kDa) [24].

U pacienta P1 biochemicka analyza krevniho séra potvrdila zvyseny podil disia-
lotransferinu (33,5 %) s molekulovou hmotnosti ~77 kDa, priblizné ve stejném relativ-
nim zastoupeni jako mél tetrasialotransferin (31,3 %) o velikosti ~80 kDa. Stejny profil
prouzku pri IEF Tf u pacientovy zdravé matky indikoval, Ze pozorovana hypoglykosy-
lace transferinu neni v tomto pripadé projevem CDG. Pii mutaéni analyze TF genu pa-
cienta P1 byla nalezena heterozygotni mutace ¢.1889A>C v kodonu N-glykosyla¢niho
mista transferinu, vedouci k zdméne aminokyselin N630T. Absence asparaginu, pres
ktery je realizovana N-glykosidickd vazba, je jasnou pri¢inou detekované hypoglyko-
sylace transferinu. Restrikéni analyzou mutace ¢.1889A>C bylo zjisténo, Ze pacient
P1 danou mutaci zdédil od rodiny z matéiny strany. Mutace v glykosylaénim misté
transferinu doposud nebyla popsana v databazich mutaci a domnivame se, ze toto je
prvni zaznamenany pripad. Vzhledem k tomu, Ze mutace mtze komplikovat diagnostiku
CDG zaloZenou na detekci hyposialovanych (hypoglykosylovanych) forem transferinu,
povazujeme za dulezité na ni upozornit. PTi interpretaci atypickych profili sialova-
nych (glykosylovanych) forem transferinu separovanych pomoci IEF Tf (SDS-PAGE)

doporucujeme zvazit moznost pritomnosti této mutace.

Proteinova analyza transferinu u pacienta P2 pomoci SDS-PAGE, Western blotu a
imunodetekce ukéazala kromé plné glykosylovaného transferinu i pritomnost formy Tf
postradajici glykan(y). Pomoci molekularné genetické analyzy genu TF jsme vylouéili
vyskyt raznych variant Tf, které by mohly vysledek falesné pozitivné ovlivnit. Vzorek
krevniho séra pacienta P2 se pri IEF Tf prezentoval zvySenym zastoupenim vsSech hy-
posialovanych forem transferinu (disialotransferin: 16,9 %; monosialotransferin: 17,1 %;
asialotransferin: 19,5 %). Tento profil odpovidda CDG typu II. CDG typu II zahrnuji

vSechny defekty na trovni upravy N-glykant na jiz glykosylovaném proteinu. Tyto me-
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tabolické kroky jsou lokalizovany v Golgiho aparatu. Poruchy na biosyntetické tirovni
N-glykosylace vyustuji v abnormélni IEF Tf profil pro CDG podtypy -1la (MGAT?2-
CDG), -IId (BAGALT1-CDG) a —Ile (COG7-CDG). U naseho pacienta se s nejvetsi
pravdépodobnosti nebude jednat o podtyp CDG-Ile, protoze ten se pti IEF Tf pro-
jevuje profilem typu ,disialo-CDG II* (mirné zvyseny asialo- a monosialotransferin,
vyrazné zvySeny disialo- a snizeny tetrasialo- a pentasialotransferin) [72], kdezto v na-
Sem pripadé mame profil ,asialo-CDG II* typu. Také mtzeme vyloucit CDG podtypy
—IIb (GCS1-CDG), -Ilc (SLC35C1-CDG) a -1If (SLC35A1-CDG), u kterych nedochézi
k hyposializaci a poskytuji tak norméalni IEF Tf profil. Dalsim diagnostickym krokem
u tohoto pripadu bude provedeni IEF a SDS-PAGE sérového apolipoproteinu C-II1
(Apo-CIII), ktery slouzi jako marker poruch O-glykosylace. V ptipadé, Ze bude nalezen
patologicky profil u Apo-CIII, budeme uvazovat o kombinované (N- a O-) poruse glyko-
sylace. Nejpravdépodobnéjsi by potom byla porucha na trovni nékteré z podjednotek
komplexu COG.

Pacient P3 mél pii biochemické analyze sérového transferinu profil typicky pro paci-
enty CDG typu I (resp. pro nejfrekventovanéjsi typ CDG I, syndrom PMM2-CDG), tj.
oproti zdravym kontroldm nizsi podil tetrasialotransferinu (19,8 %; ~80 kDa), ve spo-
jeni se zvysenym zastoupenim disialo- (41,6 %; ~ 77 kDa) a asialotransferinu (25,1 %;
~ 74 kDa). Enzymové vySetfeni potvrdilo snizenou aktivitu fosfomanomutasy 2. Pfi
mutacni analyze PMM2 genu byly nalezeny dvé patologické heterozygotni mutace
c.338C>T (P113L) a ¢.422G>A (R141H), na zékladé ¢ehoz byla definitivné stano-
vena diagnosa syndromu PMM2-CDG. Tento vysledek ndm umozni v postizené rodiné
provést genetické poradentsvi a v pripadé dalsiho téhotenstvi poskytnout prenatalni

diagnostiku.
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Kapitola 6
Zaver

V souboru 99 zdravych dobrovolniki ve véku 2-42 let byly stanoveny referenc¢ni inter-
valy relativniho zastoupeni sialovanych forem sérového transferinu separovanych iso-
elektrickou fokusaci: hexasialo- (6,3 + 1,29 %), pentasialo- (18,26 + 2,23 %), tetrasialo-
(55,11 £ 4,05 %), trisialo- (13,66 + 2,47 %), disialo- (6,64 £ 1,90 %), monosialo- a asi-
alotransferin (< 1 %). Statisticky vyznamnd zavislost jednotlivych sialotransferini na
véku a pohlavi nebyla nalezena. Vysledky studie jsou vyuzivany pti hodnoceni profilt
u pacientl s primarnimi i sekundarnimi poruchami glykosylace.

Byly optimalizovany a zavedeny do praxe na nasem pracovisti: metoda analyzy
sérového transferinu pomoci SDS-PAGE, Western blotu a imunodetekce, a molekularné
geneticka analyza genu pro transferin.

Bylo provedeno biochemické a molekularné genetické vysetieni tii pacientu (P1-P3)
s klinickym podezienim na CDG.

U P1 s patologickym profilem sérového transferinu typu I bylo vylouceno pode-
zieni na primarni poruchu glykosylace. V genu TF byla nalezena heterozygotni mutace
c.1889A>C, kterd ma za dusledek zdménu asparaginu za threonin (p.630N>T'). N630
je druhym glykosyla¢nim mistem transferinu a mutace blokuje glykosylaci v této pozici.
Mutace byla potvrzena i u matky, tety a babicky pacienta.

U P2 s nizkym vzriistem, s obesitou, mirné opozdénym psychomotorickym vyvojem
a s hypothyreosou byl v séru potvrzen patologicky profil transferinu typu II. Pritomnost
polymorfismi transferinu byla vylou¢ena pomoci analyzy genu TF a bylo vysloveno
podezreni na CDG-IIx.

U P3 s hypotonii, psychomotorickou retardaci, mikrocefalii a strabismem byl v
séru nalezen patologicky profil transferinu typu I a v izolovanych lymfocytech snizena
aktivita fosfomanomutasy 2. V genu PMM2 byly identifikovany dvé patologické mutace
v heterozygotnim stavu ¢.338C>T a ¢.422G>A, které potvrdily diagnosu PMM2-CDG.
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Seznam zkratek

Apo-CIll apolipoprotein C-I11

APS persiran amonny

Asn asparagin

bp pary basi

CDG dédiéné poruchy glykosylace (,,congenital disorders of glycosylation*)
CDT hypoglykosylované formy transferinu (,carbohydrate deficient transferrin®)
CMP/CDP/CTP cytidinmono(di/tri)fosfat

COG komplex ,conserved oligomeric Golgi*

dATP/dCTP/dGTP/dTTP deoxyadenosin(cytidin/guanosin/thymidin)trifosfat
DMSO dimethylsulfoxid

Dol dolichol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EIA enzymova imunoanalyza (,enzyme immunoassay")

ER endoplasmatické retikulum

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (,,electrospray ionization

mass spectrometry*)
FMN flavinmononukleotid
Fuc fukosa

GAG glykosaminoglykany
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Gal galaktosa

GB pufr, viz slozeni v 3.1.2.2

gDNA genomova deoxyribonukleova kyselina
GDP guanosindifosfat

Glc glukosa

GIcNac N-acetylglukosamin

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (,,high-performance liquid

chromatography*)
IEF isoelektricka fokusace
IgG imunoglobulin G
K,, afinitni konstanta
LLO glykany vazané na lipidy (,lipid-linked oligosaccharides®)

MALDI-MS hmotnostni spektrometrie s desorpci/ionizaci laserem za pritomnosti

matrice (,matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry*)
Man manosa
MPI(PMI) fosfomanoisomerasa
MS hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry*)
NADP™" nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidované forma
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
NEB1 oznaceni komercéniho pufru
Neu5Ac/NeuAc/Sia kyselina sialova
p hladina vyznamnosti (statistika)
PCR polymerasova fetézova reakce (,,polymerase chain reaction®)
PDO glykany vizané na proteiny (,protein-derived oligosaccharides®)

pH zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationt
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pl isoelektricky bod

PMM fosfomanomutasa /gen pro fosfomanomutasu (kurzivou)
P/PP fosfat (zbytek kyseliny fosforecné)/pyrofosfat

PVDF polyvinylidendifluorid

RIA radioimunoanalyza (,radioimmunoassay*)

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforesa v polyakrylamidovém gelu za ptritomnosti dodecylsiranu

sodného

SELDI-MS hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci usnadnénou

povrchem (,surface-enhanced laser desorption/ionization mass spectrometry*)
Ta teplota hybridizace (,annealing temperature®)
TBE pufr, viz slozeni v 3.1.2.2
TBS pufr, viz slozeni v 3.1.2.2
TBST pufr: 0,1% Tween 20 v TBS
TEMED N,N N’ N’-tetramethylethylendiamin
Tf/TF transferin/gen pro transferin (kurzivou)
TIA turbidimetrickd imunoanalyza (,turbidimetric immunoassay*)
Tm teplota tdni DNA (,melting temperature®)
UMP/UDP uridinmono(di)fosfat
UV ultrafialové zareni
2DE dvojdimenzionalni elektroforéza

3D trojdimenzionalni
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Dodatek A

Priloha 1
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Tabulka A.1: Sekvence primeru genu TF

Fragment Primy primer Zpétny primer
1 acaaacacgggaggtcaaag | cgtagagaggcaatggaaa
2 cgatgctgtcteteectea acctecccatttecactttt
3 ggaatgtggtggctaagtge caaaacctgectgtaaaacaca
4 cteeecteectectcaa taacctctttececcacct
5} gettttagtceeectetgttce gagtcccaggttgtgettct
6 tteecccatetecageactac acccaggcaatgataaagga
7 tcttgagegagteattctee gaaaacccccaaatccaa
8 ccgactgecectetetee ccaggtttcccaagtget
9 tecttgaatggggtetgtt tgggagecaggtttttg
10 ggogottcagtatcageatce tttttecatetecteteteca
11 ccaggaggtgaaatggact atggcaagtgtaaagggataac
12 ggaagccccagaggtgtta tagaaccagagcccacagcea
13 gtggtggctggtcacagaat geegeactaatggaatagga
14 tcagagtgttttgtttttgttcte | aagtgaataccagtgaccagga
15 geccaggttetectacacace gtcatggetgeactttgttg
16 tcegtagettecctttttee cacagcctacccctectgta
17 gcaggcaagtagaaaagagea | cagtgaaaccagggcaaact
Tabulka A.2: Sekvence primertt genu PMM2

Fragment Primy primer Zpétny primer

1 ccgagttectegtgee ccteecteteattectee

2 cccttagagttttggtetee gcaaaggccaagaaaatg

3 cttgetggagtttageg taccegttecteatettect

4 aaacagacagtggggcatgt | atgttcctgtgacgectett

) cacactagcctetgettttt ctectgggetcaagt

6 caagacccccatctcaaaaa | atagctcactggeccacaac

7 geeectttttecacctttt tcaatcacccacctctee

8 ctcteectgeccagttaaate | ccaccgaatgecctatget
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Tabulka A.3: Sekvence univerzalnich primera T7 a RP

Primer | Sekvence

RP caggaaacagctatgac

T7 aatacgactcactatag

Tabulka A.4: Velikost syntetizovanych fragmenti genu TF

Fragment | Velikost [bp] | Fragment | Velikost [bp]
1 316 10 297

2 391 11 386

3 379 12 310

4 390 13 370

) 391 14 358

6 354 15 368

7 395 16 395

8 360 17 273

9 394

Tabulka A.5: Velikost syntetizovanych fragmenti genu PMM2

Fragment | Velikost [bp]
282
329
279
275
341
281
316
274

I | O =W N
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Tabulka A.6: Relativni zastoupeni sialovanych isoforem

sérového transferinu separovanych pomoci isoelektrické

fokusace ve vzorcich kontrolniho souboru jedinct nega-
tivnich pro CDG SK1-SK99

Vzorek | 6* 5* 4* 3* 2% 1* 0*
SK1 62 1202 |527 |146 |62 o 0
SK2 72 183 502 [158 |84 |0 0
SK3 63 |197 |566 |106 |68 |0 0
SK4 92 [202 496 [124 |85 |0 0
SK5 6,1 18,4 52,8 14.6 8,1 0 0
SK6 7 20 50,7 14,4 7,9 0 0
SK7 6,4 20,6 48,8 16,3 7,9 0 0
SK8 9,2 21,5 47.6 18,4 7,3 0 0
SK9 5,7 20,9 56,9 9,5 7,1 0 0
SK10 9,9 18 58,8 9,1 8,3 0 0
SK11 7,1 18 53,8 13,1 8 0 0
SK12 3 11,4 | 554 |197 (105 |0 0
SK13 |57 |169 |529 [146 |98 |0 0
Sk14 |57 |19 |s68 [127 |59 o 0
SK15 |55 |165 |535 |165 |8 0 0
SK16 8,7 18,2 56,3 11,3 5,9 0 0
SK17 6,9 16,5 56,1 13,6 6,9 0 0
SK18 9,2 16,2 53 18,5 7,1 0 0
SK19 5,7 17,9 54,4 12,3 9,7 0 0
SK20 7,5 19,7 | 54,8 12,5 5,9 0 0
SK21 5} 19 60 12,6 3,4 0 0
SK22 7,1 16,8 447 17,4 14 0 0
SK23 6,2 19,7 | 56,1 124 | 5,6 0 0
SK24 |46 |181 |597 [118 [57 o 0
Sk25 |61 |18 |558 148 [53 o 0
SK26 | 7 221 |524 |115 |7 0 0
SK27 8,4 20,3 48.8 147 |78 0 0
SK28 6,2 17.3 59,6 10,4 6,5 0 0
SK29 7,6 20,7 | 47 154 9,2 0 0
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Vzorek | 6* 5% 4* 3* 2% 1* o*
SK30 8,1 19 48,7 14,1 10,2 0 0
SK31 9,3 17,7 | 54,1 12,6 6,4 0 0
SK32 9,6 17,7 | 54,3 15,2 7,2 0 0
SK33 5,9 15,7 | 53,7 17 8,2 0 0
SK34 6,7 18,5 54,7 14,4 5,7 0 0
SK35 9,1 20,3 | 46,3 16,6 | 7,6 0 0
SK36 8 23,7 | 48,6 13,4 6,3 0 0
Sk37 |85 |182 |507 |14 |87 o 0
SK38 |74 |161 |e04 [134 |27 o 0
SK39 |52 |162 |554 [107 [125 |0 0
SK40 49 194 7,7 13,1 49 0 0
SK41 6,1 14 61,1 10,2 8,6 0 0
SK42 9,5 16,4 65,6 7,8 4.8 0 0
SK43 9,1 13,3 59,9 16,5 5,1 0 0
SK44 9,1 18,3 57,6 14,2 4.8 0 0
SK45 4,7 16,9 96,1 15,8 6,4 0 0
SK46 4.2 16,2 | 57,7 | 14,7 | 7,2 0 0
SK47 4,2 15,7 | 62,5 147 129 0 0
SK48 |51 |176 |557 |158 |58 o 0
Sk49 |72 |189 |516 [158 |64 |0 0
SK50 | 6,9 |197 |567 [125 42 |o 0
SK51 5,6 15,7 | 55,6 15,3 7,8 0 0
SK52 5,6 17,7 | 54,7 16,1 6 0 0
SK53 4.5 19,3 58 13,3 5) 0 0
SK54 8,4 22,5 93,1 11 5) 0 0
SK55 49 16,6 55,4 16,8 6,3 0 0
SKb56 5,0 19,6 53 16,1 5,8 0 0
SK57 4.7 15,4 | 59,1 14,1 6,6 0 0
SK58 7 20,6 [534 | 13,5 |55 0 0
SK59 |68 |223 |536 [111 |62 |0 0
SK60 |57 |189 |539 [152 63 |0 0
SK61 |64 |149 |627 104 |56 |0 0
Sk62 |74 |155 [599 |95 |77 o 0
SK63 9,5 18,1 58,1 12,9 5,3 0 0
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Vzorek | 6* 5% 4* 3* 2% 1* o*
SK64 4.4 16,8 59,7 124 | 6,7 0 0
SK65 5! 19,2 54,2 14,3 7,3 0 0
SK66 6,5 17,1 60,3 10,6 5,9 0 0
SK67 6,2 18,3 59,7 11,2 4.6 0 0
SK68 7,9 16,7 | 54,2 14,5 6,8 0 0
SK69 6,6 21,2 1525 13,8 15,9 0 0
SK70 7 20,7 (61,8 |79 2,6 0 0
SK71 |72 |209 |52 [129 |5 0 0
SK72 |65 |193 |588 [109 45 o 0
SK73 |55 |204 |s582 [111 |49 |o 0
SKT74 4.5 17,2 57 17 4.3 0 0
SK75 7,2 154 | 49,5 17.8 10,1 0 0
SK76 9,2 15 61,1 11,6 7 0 0
SKT77 8,1 17,3 57,9 11,9 49 0 0
SKT78 6 154 59,6 124 6,9 0 0
SKT79 9,9 14 60,2 12 7,9 0 0
SKS80 6,9 18,3 | 53,1 146 | 7,1 0 0
SK81 |82 |174 |548 [112 [84 |0 0
SK82 |69 |203 |498 |16 |7 0 0
SK8&3 7,4 16,7 | 54,3 14,6 7 0 0
Sks4 |52 |182 |s507 |17 |68 o 2.1
SK85 6,9 20,7 | 54,9 13,1 4.7 0 0
SK86 3,2 13,6 59 15,5 8,6 0 0
SK&7 6,1 20,6 52,5 15,9 4.9 0 0
SK&8 7,2 19,8 52,7 13,1 7,1 0 0
SK&89 6 21,9 50,6 14,5 6,9 0 0
SK90 6,7 20,9 47,2 17,1 8,1 0 0
SK91 ) 20,8 | 53,9 16,6 | 3,6 0 0
SK92 5,7 18,1 | 51,5 16,9 | 7,7 0 0
SK93 7,9 17,8 56,1 11 7,1 0 0
SK94 |89 |174 |572 [111 |54 o 0
SK95 |57 179 |559 161 44 o 0
SK96 5,1 20,7 | 554 13,2 5,6 0 0
SK97 7 18 56,6 10,4 8,1 0 0
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Vzorek | 6* 5% 4* 3* 2% 1* o*
SK98 6,5 16,7 61,5 9,6 5,7
SK99 7,4 20,5 53,6 13,6 4.8

*

kyseliny sialové

10

relativn{ zastoupeni [%] sialované isoformy transferinu oznacené podle poétu piitomnych zbytku

relativni zastoupeni [%]

2 3 4 5 6 7 8 91011 1213141516 17 18 19 20 22 24 31 42
vék [roky]

Obrazek A.1: Zavislost relativniho zastoupeni hexasialotransferinu separovaného po-

moci isoelektrické fokusace na véku jedinci kontrolniho souboru SK1-SK99.
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Obrazek A.2: Zavislost relativniho zastoupeni pentasialotransferinu separovaného

pomoci isoelektrické fokusace na véku jedinci kontrolniho souboru SK1-SK99.
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Obrazek A.3: Zavislost relativniho zastoupeni tetrasialotransferinu separovaného

pomoci isoelektrické fokusace na véku jedinci kontrolniho souboru SK1-SK99.
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. Zavislost relativniho zastoupeni trisialotransferinu separovaného

moci isoelektrické fokusace na véku jedinct kontrolniho souboru SK1-SK99.
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Obrazek A.5:
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Zavislost relativniho zastoupeni disialotransferinu separovaného

moci isoelektrické fokusace na véku jedincti kontrolniho souboru SK1-SK99.
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Obrazek A.6: Restrikéni analyza mutace ¢.1889A>C genu TF u kontrolnich vzorkt
DK1-DKZ20. 1.,14. — marker molekulovijch hmotnosti GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder; 2. — DK1; 3. — DK2; J. — DK3; 5. — DKJ; 6. — DK5; 7. — DK6; 8. — DK7;
9. - DKS8; 10. - DK9; 11. - DK10; 12.,25. — DP1: vzorek pacienta P1 s heterozygotni
mutaci ¢.1889A>C; 13.,26. — ,slepy” vzorek; 15. — DK11; 16. — DK12; 17. — DK13;
18. — DK14; 19. - DK15; 20. — DK16; 21. — DK17; 22. - DK18; 23. — DK19;

2/. — DK20.
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Dodatek B

Priloha 2

B.1 Prezentace na konferencich

Vysledky diplomové prace byly prezentovany na konferencich s mezinarodni tcasti:

Ondruskova Nina, Hansikovd Hana: Kvantifikace sialovanych forem transferinu v

lidském séru. Dédiéné metabolické poruchy 24. pracovni dny, 13.—15. kvétna 2009,

Hotel Priessnitz, Lazné Jesenik

Veseld Katerina, Ondruskova Nina, Hansikova H., Horova E., Guillard M., Janssen
A., Van den Heuvel B., Morava E., Wevers R.A., Marklova E., Lefeber D.J., Zeman J.:

Pitfall in CDG-I diagnostics: identification of a novel transferrin polymorphism at the

N-glycan attachment site. Dédi¢né metabolické poruchy 25. pracovné dni, 5.-7.

kvétna 2010, Hotel Slovakia, Trencianske Teplice
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POSTER 21
Kvantifikace sialovanych forem transferinu v lidském séru

Ondruskova Nina a Hansikovd Hana
Klinika détského a dorostového lékafstvi, 1. Lékaiska fakulta, Univerzita Karlova,Praha

Izoelektrickd fokusace (IEF) sérového transferinu je hlavni metodou pro skrining dédi¢nych
poruch glykosylace (CDG). Mikroheterogenita lidského sérového transferinu detekovatelna
pomoci IEF je pfedev§im zpiisobena riizngm stupném vétveni (2-4 vétve) dvou N-vdzangch
glykoproteinovych fetézcli transferinu  a odlinym obsahem monosacharidovych zbytki.
Diky rozdilnému obsahu sialovych kyselin miZeme pomoci IEF separovat a detekovat
obvykle sedm isotransferini (a-, mono-, di-, tri-, a tetra- (b&Znd forma) az
hexasialotransferin). Informace o hladindch a pomérech mezi jednotlivymi isotransferiny je
nezbytn pro spravnou interpretaci vysledki skriningového vySetfeni u pacientil s podezienim
na poruchu glykosylace.

Cilem studie bylo stanovit referenéni rozmezi pro spektrum sialovanych forem transferinu
v séru, které by nasledné mohly slouZit pro hodnoceni profili IEF u pacienti s CDG
syndromem.

Material a metody: Kontrolni soubor tvofilo 66 vzorkil sér od zdravych jedincii ve vEku
2-24 let (30 divek a 36 chlapcii). Vzorky byly analyzoviny pomoci IEF s néslednou
imunofixaci a Coomassie blue barvenim. Profily byly analyzovény pomoci programu
AlfaDigiDoc (Alpha Innotech).

Vysledky: Byly stanoveny referenéni intervaly pro jednotlivé isotransferiny v séru ve
skupiné zdravych dobrovolniki vyjidfené jako procento zcelkového obsahu transferinu:
hexasialo- (6,14+1,15 %), pentasialo- (18,66+198 %), tetrasialo- (5541383 %), trisialo-
(13,77+2,42 %), disialo- (5,97+1,47 %), monosialo- a asialotransferin (< 1%).

Vysledky studie budou vyuZity pfi hodnoceni profilii u pacientdi s primdrnimi poruchami
glykosylace (CDG syndrom) i sekunddrnimi (galaktosémie, fruktézové intolerance)
odchylkami od fyziologického stavu.

Podporovino : 6FP- EUROGLYCANET , LSHM-CT-2005-512131 a VZ 64165

Obrazek B.1: Abstrakt k prezentaci ,,Kvantifikace sialovanych forem transferinu v lid-

ském séru. z konference Dédiéné metabolické poruchy 24. pracovni dny
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POSTER 28

PITFALL IN CDG-I DIAGNOSTICS: IDENTIFICATION OF A NOVEL
TRANSFERRIN POLYMORPHISM AT THE N-GLYCAN
ATTACHMENT SITE

'K. Vesela, 'N. Ondruskova, H. Hansikova, E. Horova, M. Guillard, 2A. Janssen, ’B. Van den
Heuvel, ’E. Morava, ’R.A. Wevers, *Marklova E., D J. Lefeber and '] Zeman

"Department of Pediatrics, Charles University, Prague, Czech Republic, ’Department of Laboratory
Medicine, Radboud University Nijmegen Medical Centre, Nijmegen, The Netherlands, jl)zyr}(:n'rmem of
Pediatrics, University Hospital, Hradec Krdlové, Czech Republic

Isoelectric focusing (IEF) of serum transferrin is commonly used as a tool to detect congenital disorders
of glycosylation (CDG). Here we describe a proband with altered serum transferrin pattern with clearly
increased disialotransferrin, suggestive of a CDG type I profile. The proband with obesity was referred to
our service for evaluation of frequent attacks of acetonemic vomiting started at the age of 3.5 years.
Except ketosis and metabolic acidosis no hypoglycemia, hepatopathy or other laboratory abnormalities
(including metabolic investigations) were documented. Further work-up including neuraminidase
treatment showed a single band at the position of asialotransferrin, normally excluding a protein
polymorphism. SDS-PAGE of transferrin clearly showed an additional band at the position of
monoglycosylated transferrin, indicating loss of a complete bientennary N-glycan as is seen in CDG-I.
The equal intensity of the two bands and the identification of identical TIEF and SDS-PAGE results in a
serum sample of the patient’s mother, suggested a protein polymorphism. Sequencing of all coding exons
and neighbouring regions of the transferrin gene brought an explanation of the abnormality. Heterozygous
substitution of adenosine at position c¢.1889 to cytidine (c.1889A>C) resulted in replacement of
asparagine at position 630 of the amino acid chain to threonine (p.630N>T). N630 is the second
glycosylation site of transferrin itself and mutation blocks the N-glycosylation of this position. Current
proteomics studies are in progress to confirm the alterations on the protein level.

These results explain the equal distribution of tetra- and disialotransferrin isoforms and confirm the
hypothesis that the accumulation of disialotransferrin is a consequence of mutation in the transferrin gene

itself.

Supported by: CAG I1M0520 and MSMO0021620806

Obréazek B.2: Abstrakt k prezentaci ,,Pitfall in CDG-I diagnostics: identification of a no-
vel transferrin polymorphism at the N-glycan attachment site* z konference Dédic¢né

metabolické poruchy 25. pracovné dni
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijny ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovatelil.
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