Abstrakt

Dédi¢né poruchy glykosylace proteini (CDG) predstavuji rozsahlou skupinu zavaznych
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 pfipadé nemoci
dochézi ke zménam v zastoupeni jednotlivych isoforem Tf, rozlisujeme patologicky pro-
fil typu I (sniZeny tetra-, zvySeny di- a asialotransferin) a typu II (mé navic zvyseny
tri- a monosialotransferin). Cilem diplomové prace bylo: 1) stanovit referen¢ni rozmezi
pro spektrum sialovanych forem Tf separovanych pomoci IEF a 2) provést u tii paci-
enti (P1-P3) s klinickym podezienim na CDG biochemickou a molekuldrné genetickou
analyzu. Materidlem byly vzorky sér a genomové DNA od ti{ pacientt s klinickym po-
deztenim na CDG a rodinnych prislusnikt od P1. Kontrolni soubor tvorilo 99 vzorki
sér od zdravych jedincu ve véku 2-42 let. Sérum bylo analyzovano pomoci IEF s nésled-
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 gentu TF a PMM?2 byla provedena pomoci cyklického sekvenovani ABI
PRISM (Applied Biosystems). V praci byly stanoveny referen¢ni intervaly pro jednot-
livé isoformy Tf: 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 sialotransferinti na véku a pohlavi nebyla nalezena. U
P1 byl detekovan patologicky profil Tf typu I. Ten byl zptisoben 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 tii rodinnych prislusnik.
U P2 byl nalezen patologicky profil Tt typu II a vyloucena pritomnost polymorfismii
v genu TF. Byl zatfazen do skupiny pacienti 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, isoelektricka fokusace, CDG, PMM2-CDG, diagnostika

vi



