Seuhrn

Kongenitdlni poruchy glykosylace (CDG) pfedstavuji rychle nartstajici skupinu
dédicnych chorob, zpisobenych defektem biosyntézy glykoproteing (CDG typ [, podtypy a-
f} nebo jejich dalStho zpracovini (CDG typ I, podtypy a-f) v procesu N-glykosylace,
vedouei Kk hypoglvkosylaci proteind; nejlasté$i je typ CDG la (83 %), Klinické a
biochemické ndlezy CDG jsou velmi rozmanite.

Diagnostika CDG je zaloZena na analyze N-glykanu rizmych  sérovich
glykoproteind, nejCastji transferinu (T1). Relativei zvySeni hypoglvkosylovaného Tf
(oznaovaného jako ,carbohydrate deficient Tf", CDT) u CDG pacientd je vyudivane jako
indileitoru pfi screeningu choroby. Pro kvantifikaci isoforem sérového Tf byla vypracovéna
fada analytickvch postuplt. Nalez sniZené aktivity pfisluinych enzymt ve tkénich nebo
buiikéch periferni krve spolu s identifikact genovych mutaci umo’ani uréeni typu CDG.

Cile
Cllem disertadni price bylo:
- Zavést sereeningovou metodu (IEF) pro diagnostiku CDG.
- Abnormalnf vystedky soreeningu ovéfit pomocf dalii metody, napf. HPLC,
- Zavést metodu stanoveni aktivity enzymu fosfomanomutizy (PMM) pro diagnostiku
nejlastéjiiho typ CDG la.
- Stanovit frekvenci vyskytu CDG ve skupiné nemocnych s pHznaky dédiné
metabolické poruchy. _
~ Vypracovat algoritinus screeningu a diagnostiky CDG.
- Prezentovat viastni zkulenosti sdisgnostikou CDG mezi pacienty s podezfenim na
metabolickou poruchu.

Soubor a metodika

Bylo vySetfeno téméf 100 zdravych jedineti a vice neZ 1100 nemocnych, vétSinou
s podezienim na diditnou metabolickou poruchu; dalsi skupiny tvofill pacienti s riznymi
typy chronického onemocngnl, Krevnl séra tfi pacientt s CDG typem la, ziskand zjiné
laboratofe, slouZila jako patologické referenéni vzorky.

Zvolili jsme screeningovou metodu, zaloZenou na [EF a pfimé imunefixaci Tf a
a-antitrypsio {(6-AT) 8 ndslednym barvenim pomoci Coomassie modfe. Tento postup byl
~ doplnén HPLC analyzou Tf (zaloZené na chromatografické separaci glykoforem Tf na
anexovych kolonich MonoQ / ResourceQ s gradientovou eluci pomoct Bis-Tris/NaCl pufri
a fotometrickou detekei Fe-TT komplexu pfi 460 nm), a spekirofotometrickym stanovenim
aktivity enzymu PMM (monitorovdna zména absorbance NADP(+) na NADPH p¥i 340 am)
v izolovandch leukocytech.

Vsledky

Zaved] jsem metodu IEF Tf a 0-AT pfi soudasné analyze 52 vzorkd; postup jsem
déile upravil pro paralelni analyzu obou glykoproteind na stejném gelu, a pro mendi série
pacientd z divodu urychleni odezvy vzhledem k frekvenci indikact tohoto vySetfeni. Sérum,
plasma, suchd kapka (krve/ sera/ plasmy), plodovd voda a mozkomisni mok bvly testovany
s dobrym vysledkem; stanovil jsem referenéni hodnoty pro jednotlivé isoformy,

Zaved! jsem HPLC metodu  pro kvantitatival ovéfeni patologickych ndleztt pfi
screeningu IEF. Uvadim vlastni zkudenosti s fouto aplikaci; ditleZitd je pfedevdim volba
HPLC systému s dostatedné citlivym detektorem.

Zaved] jsem metodu stanoveni akiivity enzymu PMM v leukocytech a stanovil
referendni hodnoty u zdravych osob a ¢lentt rodiny naSeho CDG pacienta.



Lehké sekundami abnormality glykosylace byly nalezeny v 7,2 % vySetfenych
pacientd s rdznymi symptomy a diagnézami (napf. Hashimotova thyroiditis, s¥stémovy
lupus erythematosus a epilepsie), krome jaternich chorob, a cystické fibrézy.

Mirmé 2znamky hypoglykosylace jsme zaznamenali ve tfech ptipadech: pfi
dlovhodobé terapii: u chlapce uZivajiciho metotrexdt, v pfipads 16by Phenemaletenem, a u
dospéicho pacienta pfi kombinované [6€b¢ antiepileptiky (carbamazepin, primidonum,
valproat). Pri [€Eb¢ kertikoidy, antimalariky, ani antibiotiky, jako jsou amoclen, penicilin
{trimethoprim) nebyly zmény fyziologického zastoupeni jednotiivych isoforem Tf nalezeny.

V této studii jsem identifikoval 7 riznych variant TF u kontrol byly zji$tény pouze
{v celé populaci nejlast&jdi) varianty C,C; (v 86 %) a C,Cy (v 16 %), zatimeo ve skupiné
pacientit jsem nalez! kromé téchto dvou, C,C, (78,7 %), a C,Cs (20 %), | vzdend¥l varianty
GG (0,3 %), OBy (0,2 %), C\Dy a C\Dy5 (0,1 %) Nejvy3di incidence varianty Tf C,C,
byla zjiSténa ve skupin déti s Crohnovou chorobou (29,2 %) a cvstickou fibrézou {27.5 %Y,
na prvaj pohled patrny rozdil proti kontroldm (16%) viak nebyl signifikantni.

Genetické varianty Tf B a Tf D mohou interferovat s vysledky [EF a HPLC; k
jejich odliSent od pozitivnich ndlezii pouZivime testu s neuraminiddzou. Analyza isoforem
Tf u roditd, nositelt stejné varianty, miZe pfispét v diferencidlni diagnéze podezfeivch
vysledia.

Na pfipadu 12let¢ho chlapee s ankylosujiel spondylitidou lze demonstrovat riziko
chybné interpretace vysledku IEF, analyza pomoci neuraminidizy a vySetfeni rodiéh
ukazalo, Ze pacient md vzédcnou genetickou vartantu TF C1D, .. ‘

Dalsi glykoprotein o,-AT byl analyzovan u 50 osob; kromé obecnd nejiastdjsi
varianty MM (85 %), byl u jedooho pacienta nalezen typ MS.

Zachytil jsem 3,3letcho pacienta s CDG typem Ilx (chlapec zdravych rodifd, nyni
5.5lety, mentdlnd retardovany,  dysmorficky, s éastefnou agenez corporis callost a
Laddovym syndromem}; porucha glykosylace je patrna pfi IEF Tf a-AT a TBG. Aktivita -
enzymu PMM v leukoeytech byla normdlni. Nalez abnormalntho apo C-IIf p#i IEF vedl k
podezfeni na kombinaci poruchy N- a O-glvkosvlace; analyza mutaci a detailn typizace
dosud probihd v zahraniéi,

Lavéry

CDG je nova skupina déditnych metabolickych chorob charakierizovana znadnou
pestrosti pfiznaki. Dosud je zndme 18 podtypt (nékteré z nich jsou 1é8itelné) u vice ne? 600
pacientl v celém svétd. Diagnostika CDG je zalofena na analyze N-glvkanu riznych
sérovych glykoproteind; prepatilni diagnostika je mo¥nd u viech tvpi se ZNAMYI
molekularnim defektem.

Tato studie prezeatuje 1) screeningové metody a algoritmus CDG diagnostiky, 2)
prehled nalezii hypoglykosylace v nadem souboru vySetfenych jedine, 3) popis CDG
pacienta se vzicnou kombinovanou poruchou glykosylace, 4) frekvence proteinovych variant
TE a jejich distribuce u chznych chorob, 5) snadso zaménitelné proteinové varianty,
deteckované v nadem soubory, 6) asociace pozorovandho zvyieni CDT a u nékteryeh
chorob/symptomu, 7} vliv dlouhodobé terapie nékierymi 1éky na zvydeni CDT, 8) uskali pfi
CDG dingnostice, 9) praktické zhudenosti ziskané v pribshu 4 let provadéni sereeningu
coG.



