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Abstrakt

Dolichol je membranovy lipid, ktery se podili na glykosylaci proteinii a biosyntéze
glykosylfosfatidylinositolové kotvy. Jeho struktura je slozena z isoprenovych jednotek a je
pfitomen ve vSech tkanich a vét§iné membranovych organel eukaryotickych bunék.
Nedavno byly nékteré typy dédicnych poruch glykosylace popsany jako disledek poruchy

biosyntézy a metabolismu dolicholu, které vSak nejsou zachytitelné béznymi metodami.

Cilem bylo zavést analyzu obsahu dolicholu v moc¢i atkénich pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie, analyzovat obsah dolicholu v souboru pacienti s vybranymi
typy dédicnych poruch glykosylace astudovat dopad poruchy biosyntézy dolicholu

na energeticky metabolismus.

Biologicky material pro analyzu obsahu dolicholu tvofil kontrolni soubor moci
od 76 zdravych kontrol ve v€ku od 1 mésice do 81 let, 6 pacientl s dédi€nymi poruchami
glykosylace, 43 pacientii s podezienim na toto onemocnéni; a vzorky tkani: frontalniho
kortexu, jater, kosterniho svalu a srdce od dvou pacientii s poruchou v genu NUSI
a kontrol. Pro funkéni studie energetického metabolismu byly pouzity linie kultivovanych
koznich fibroblastii. Lipidovd slozka byla po extrakci separovdna na kapalinovém
chromatografu a dolicholy byly analyzovany na tandemovém hmotnostnim spektrometru.
Byly detekovany dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami a nasledné¢ byl vypocten
pomér dolicholu 18 ku dolicholu 19. Respirace fibroblasti byla méfena na pfistrojich

oxygraf a Seahorse, na kterém byla taktéZ métena glykolyticka funkce bunék.

V kontrolnim souboru byla v moci zjiSténa vyznamna zavislost poméru dolicholu 18
ku dolicholu 19 na véku a pro tento pomér bylo stanoveno kontrolni rozmezi. Rozdily mezi
pohlavimi v moc¢i nalezeny nebyly. V mo¢i a tkanich u pacientl s poruchou v genu NUS!
byl potvrzen vyznamné zvySeny pomér ve srovnani s kontrolami. Linie fibroblastl u téchto

pacientt ukazaly zmény v glykolytické funkci a respiraci ve srovnani s kontrolami.

Vysledky ptredkladané diplomové prace poukazuji na novou moznost diagnostiky pacientil
se vzacnymi typy dédi¢nych poruch glykosylace, kteti nemohou byt nalezeni béznymi

diagnostickymi metodami.

Klicova slova: dolichol, diagnostika, hmotnostni spektrometrie, dédicné poruchy

glykosylace



Abstract

Dolichol is a membrane lipid, which carries monnosaccharides and glycans for N-linked
protein glycosylation and glycosylphosphatidylinositol-anchor biosynthesis occuring
in endoplasmic reticulum. Its structure is composed of isoprenoid units. Dolichol is present
in all tissues and in most of the membrane organelles of eukaryotic cells. Recently some
types of congenital disorders of glycosylation have been described as a consequence
of dolichol biosynthesis and metabolism defects, which are not detectable by standard

methods.

The aim of this diploma thesis was to analyze dolichol content in urine and in different
tissues from patients with deficiency in dolichol biosynthesis by mass spectrometry

and to study the impact of these defects on energetic metabolism.

Biological material for this study consisted of urine samples from 76 controls with age
ranging from 1 months to 81 years, 6 patients with congenital disorders of glycosylation
and 43 patients with suspicion of congenital disorder of glycosylation; samples of frontal
cortex, liver, muscle and heart tissues from 2 patients with mutation in NUSI gene
and controls. Urine samples were stored at -20 °C and tissue homogenates were stored
in -80 °C until analysis. Lipid fraction after extraction was separated by liquid
chromatography. Dolichols were analyzed by tandem mass spectrometry. Peaks
of dolichols with 17, 18, 19 and 20 isoprenoid units were detected and the ratio of dolichol
18 and dolichol 19 was calculated. Respiration of fibroblasts was analysed on Oxygraph

and Seahorse which was also used to analyze glycolytic function.

In the control group, significant correlation between dolichol 18 and dolichol 19 ratio
and age was found in urine. Reference range in urine was evaluated. No differences
between genders were detected. Ratio of dolichol 18 and dolichol 19 was significantly
increased in urine from patients with mutation in NUS/ and tissues in comparison
with controls. Fibroblast line from these patients showed changes in glycolytic function

and respiratory in comparison with controls.

Our results show a novel diagnostics option for patients with rare congenital disorders of

glycosylation, who cannot be detected by usual screening methods. (/In Czech)

Key words:dolichol, diagnostics, mass spectrometry, congenital disorders of glycosylation
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1 Uvod

1.1 Dolichol

Mezi membranové lipidy patii polyisoprenoidni alkoholy, které se vyskytuji v kazdé
bufice od archea po eukaryota '. Nejznaméj§i forma, alfa-nasyceny polyisoprenoidni
alkohol neboli dolichol, se vyskytuje ve vSech tkanich a vétSin€ membranovych organel
eukaryotickych bunék. Dolichol (Dol) se skladd z dlouhého fetézce slozeného
z isoprenovych jednotek a je zakoncen alfa-nasycenou isoprenoidni skupinou obsahujici
alkoholovou skupinu na svém konci (Obr. 1.1 na stran¢ 2). Zatimco délka téchto lipidu je
variabilni, konfigurace dvojitych vazeb polyisoprenoidit je fixni. Alfa-termindlni
isoprenova jednotka v polyprenolu (dehydrodolicholu) neni nasycena, narozdil
od dolicholu. Tato struktura je velice zajimavd, nebot neni pfitomna v bakteriich,
ale pouze v eukaryotickych buiikach *. Zatimco délka fetézce je variabilni, konfigurace
dvojnych vazeb je presné dana a fixovana. Tyto polyisoprenoidy se v lidském organismu
nachdzeji hlavné ve slozeni ze 17, 18, 19 a 20 isoprenovych jednotek a dominantnim je
dolichol s 19 jednotkami *. Terminalni hydroxylova skupina existuje volnd, fosforylovana

¢1 esterifikovana mastnymi kyselinami.

Dolichol ma vyznamnou roli lipidového pienaSece oligosacharidovych fetézci
v prvnich fazich N-glykosylace proteinli probihajicich v endoplazmatickém retikulu (ER)
vSech eukaryotickych bunék. Ostatni glykosylaéni procesy zahrnujici C- a O-mannosylaci,
biosyntézu glykosylfosfatidylinositolové kotvy (GPI-kotvy) a O-glukosylaci ! také zavisi
na biosyntéze dolicholu, a to konkrétn€ na dostupnosti dolicholfosfat-mannosy
(Dol-P-Man) a dolicholfostat-glukosy (Dol-P-Glc) v ER. VSudyptitomnost dolicholu
v bunéénych kompartmentech, které nejsou zahrnuty do glykosyla¢niho procesu, ukazuje

moznou dillezitosti dolicholu i v jinych bunéénych d¢jich.
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Obr. 1.1: Chemicka struktura dolicholu: Dolichol je slozen v lidskem téle hlavné ze 17-20 isoprenovych
Jjednotek a na svem konci ma alfa-nenasycenou isoprenovou jednotku, na jejimz konci je navdzana
hydroxylova funkcni skupina, n — pocet isoprenovych jednotek.

1.1.1 Vyskyt a funkce dolicholu

1.1.1.1 Vyskyt

Vsechny tkan¢€ a témét vSechny membrany eukaryotickych bunék obsahuji dolichol a jeho
metabolity *. Obecné jsou piitomné v malé koncentraci v porovnani s glycerofosfolipidy °.
Jeho mnozstvi je vysoce variabilni a zavisi na tkani a véku jedince °. Duvod, pro¢ je
dolicholu v nekterych tkanich vice a v nékterych méng, je zatim neznamy, ale nezda se byt

., o des Ko g
v korelaci s mirou glykosylace v dané tkéni ¢i orgénu .

Fosforylovany dolichol (Dol-P) je lokalizovany hlavné v ER, ale také spolu s volnym
a esterifikovanym alkoholem dolicholu a dolicholovou kyselinou ' jsou piitomny
1 v peroxisomech a ve velkém mnoZstvi se vyskytuji v lysozomech, plazmatické membrané

a Golgiho aparatu (GA) **.

Je velice zajimavé, Ze lidské tkané maji hladinu dolicholu 5-10x vy$$i v porovnani
s tkanémi z mysi &i krys . Nejvyssi obsah dolicholu je v hypofyze (7 mg/g) °, dale
inadledviny, varlata, Stitnd Zldza a slinivka bfiSni maji vysoky obsah (v rozmezi
1-2 mg/g) °. Vétsina dalsich organti ho obsahuje okolo 100-500 pg/g. Avsak nékteré
organy ho maji bud’to velice malo (placenta) ¢i malo (tlusté stievo, prostata) viz Tab. 1.1
na stran€ 3. Dolichol je taktéz detekovan v nizké koncentraci v séru, kde je asociovan

s HDL (z angl. ,,high density lipoprotein®) frakeci °.



Tab. 1.1: Obsah dolicholu a dolicholfosfatu v riiznych tkanich a orgdnech, data ziskana

z analyzy .
organ/tkar Dol (ug/g) | Dol-P (ug/g)
jatra 452 + 38 18,8 +2,3
srdce 185+ 22 13,1+1,0
hypofyza 7168 £592 | 283,1 +£22,2
svaly 393 +40 16,4+ 1,6
frontdlni kortex 111 +£35 21,2+4,1
nadledviny 1598 £ 168 51,1 £4,1
ledviny 192 £25 12,7+ 1,5
placenta 15+3 -
prostata 79 £15 8,2=+1,2
déloha 481 + 58 -
Stitna Zlaza 1960 + 198 13,8 +1,2

*data ziskana po provedeni kyselé hydrolyzy

Dolichol je v hypofyze nejvétsi lipidovou komponentou °. Dominantni formou dolicholu je
volny alkohol, ale jeho obsah je ptfitomen ve znacné€ odliSnych hladindch v riznych ¢astech

mozku °.

Dol-P je pfitomen v riznych orgénech ve vysoce variabilnim mnozZstvi, a to v rozmezi
mezi 1 aZ 9% obsahu celkového Dol a je ve vSech pfipadech mnohem niZ8i neZ volny
alkohol °. Vysoka koncentrace Dol a Dol-P v lidském téle ukazuje, Ze tyto lipidy mohou
hrat dileZitou roli ve fyziologickych i patologickych procesech buiiky . Variace hladiny
Dol-P v riznych tkanich naznauje, Ze volny alkohol a fosforylovand forma nejsou

nezbytn& biosynteticky spojeny °.

Estery dolicholu reprezentuji 10-60 % celkového obsahu Dol, a to v zavislosti na typu
tkan& ¢ membrany °.

Nejveétsi zastoupeni Dol je tvotfeno dolicholy s 19 isoprenovymi jednotkami (D19), které

tvori asi 41-55 % celkového dolicholu °

. Dalsi cast je nejvice slozena z dolicholu
obsahujiciho 18 a 20 isoprenovych jednotek (D18, D20) a hladina D18 mutze byt stejna,
vE&t§i ¢ mensi nez D20 °. Dolichol-fosfaty s 18 a 20 jednotkami (DolP18 a DolP20) jsou
pfitomny ve velkém mnoZstvi ve vSech tkanich, ale dolichol-fosfat s 19 jednotkami
(DolP19) je opét zastoupen nejvice. Jejich distribuce se vSak uréitym zplsobem lisi

od distribuce volnych alkoholi °.



Vysoky obsah neutrdlnich lipidd je obsazen v lidském mozku, kde tvoii okolo 1/3
celkového obsahu lipidi. V této frakci dominuje cholesterol, ale také Dol, Dol-P
a ubichinon jsou pfitomné v nezanedbatelném mnozZstvi ve viech ¢astech mozku '°. Bylo
prokazano, Ze obsah dolicholu v lidském mozku s vékem az 100x vzroste ' '2. Podobny

vzrust obsahu dolicholu byl pozorovan i v jinych tkanich.

V ptedchozich studiich byly v souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi
prokazany abnormality ve struktufe a obsahu lipidi v mozku . Je piekvapujici,
ze u téchto onemocnéni je mnozstvi dolicholu plosné snizeno ve vSech castech mozku,
ale mira tohoto poklesu se mezi riznymi c¢astmi mozku lisi. VIliv snizeni dolicholu
na fyziologické funkce jedince je tézké odhadnout, nebot’ dopady a mechanizmy zatim
nebyly plné objasnény. U pacientd s neurodegenerativnim onemocnénim muze dojit

ke zménam v lipidové kompozici, coz ovlivni biofyzikdlni funkce membran.

1.1.1.2 Funkce

Zatimco Dol-P hraje dulezitou roli pii N-glykosylaci, lloha Dol samotného je zatim malo
znama. Stale mame velmi omezené znalosti o funkci metaboliti dolicholu v organeléach,
jeho vlivu na fyzikalné-chemické vlastnosti lipidové dvojvrstvy a protektivniho kryti

bun&&nych lipida proti oxidaénimu poskozeni reaktivnimi formami kysliku .

v s . g0 , . o1 Y 7 r 14 I
Dol zvysuje fluiditu mastnych kyselin a permeabilitu bunééné membrany . Je znamo,
ze zvySené hladiny reakénich forem kysliku tvofici oxidaéni stres snizuji hladinu
dolicholu, a taktéz ze nizsi hladiny Dol jsou asociovany se zvySenou peroxidaci lipidd,

coz sv&d¢&i pro protektivni roli Dol v antioxidaénim procesu bun&énych membran .

Dolichol podporuje organizaci specifické struktury, tzv. hexagonalni faze II, ktera nejspise
usnadiiuje prenos mezi dvéma vrstvami membrany a miiZze tak usnadnit transmembranovy
prenos lipid s navazanymi oligosacharidy '°. Dolichol je dale urgitym zptisobem zapojen

do vesikularniho pfenosu, coz nam vysvétluje zvyseny vyskyt tohoto lipidu v GA .

Fosforylovany dolichol je dobfe popsan jako lipidovy nosi¢ oligosacharidii v prvnich

fazich N-glykosylace a pro tento proces je v nékterych tkanich limitujicim faktorem '®.

V pribéhu  N-glykosylace je nejprve  Dol-P  pouzit  N-acetylglukosamino-



1-fosfotransferasou pro =zacatek sestavovani oligosacharidu vazaného na lipid
na cytoplazmatické strané ER. Produkt této reakce je prodlouzen na dolicholdifosfat
snavazanym oligosacharidovym fetézcem slozenym zpéti mannos a dvou
N-acetylglukosamini (MansGlcNAc,-PP-Dol) a poté pieklopen za ucasti proteinu
translokujici oligosacharid (RFT1, z angl. ,,0ligosaccharide translocation protein RET1¢) '
dovniti ER. Nasledné dalsi 4 Dol-P, pivodn¢ nesouci mannosu jsou taktéz pteklopeny
dovniti lumenu ER a pouzity jako donory sacharidii pro syntézu oligosacharidového
fetézce vazaného na tento lipid. Nakonec tfi Dol-P vazané na glukosu jsou pouzity jako
donory sacharidi pro dokonceni biosyntézy oligosacharidového fetézce. PIn¢ formovana
oligosacharidova struktura slozena z dvou N-acetylglukosamind, deviti mannos a tii glukos
(GIcNAc;ManyGlces) je kotranslacné prenesena na asparaginovy zbytek rostouciho
polypeptidu za uvolnéni Dol-PP, ktery je dale recyklovan *. Cely proces je zobrazen
na Obr. 1.2.
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Obr. 1.2: Cyklus dolicholu v endoplazmatickém retikulu: Zobrazeni biosyntézy Dol-P a ndsledné navazani
monosacharidii. Ty dale slouzi pro O-mannosylaci, biosyntézu GPI-kotvy ¢i vytvori na Dol-P oligosacharid,
ktery je nasledné prenesen na vznikajici protein. Dol-P  je ndsledné recyklovan. DHDDS -
dehydrodolicholsynthasa, SRD5A3 - polyprenolreduktasa, FPP - farnesyldifosfat, DOLK - dolicholkinasa,
MDPUI - protein MPDUI (z angl. ,, mannose-phosphate-dolichol utilization defect 1 protein*), DPM1-3 -
dolicholfosfatmannosyltransferasovy polypeptid 1-3, ALGS - dolicholfosfat-glukosa-f-glukosyltransferasa 5,
DOLPPI - dolicholdifosfitfosfatasa, Prevzato a upraveno podle *'.
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Dol-P-Man (struktura viz Obr. 1.3) je vyuzivdna jako substrat pro N-glykosylaci,

: o 22,2
O-mannosylaci proteini 2> *

a biosyntézu proteini vdzanych na GPI-kotvu. Protein
MPDUI1 (z angl. ,,mannose-phosphate-dolichol utilization defect 1 protein“, MPDU1),
membranovy protein lokalizovany v ER, je esencidlni pro vyuziti Dol-P-Man a Dol-P-Glc
v biosyntéze GPI-kotvy, N-glykosylaci a proteinové O-a C-mannosylaci, 1 kdyz zatim je
jeho presna funkce neznama **. Dol-P-Man je generovéna z Dol-P a GDP-mannosy
pomoci Dol-P-Man-synthasy, ktera je v lidském téle tvofena enzymatickym komplexem
obsahujicim DPM1, DPM2 a DPM3 podjednotky *°. Strukturni charakteristika komplexu
potiebného pro syntézu savéi Dol-P-Man a role individudlnich podjednotek byly popsany

“1r 2
v &lanku °.

H /U“ H OH
3 3
CHy cH CH3 CH
0 2 W /o 2 W
0"“-:-\// val H 0""P/ "0 H
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Obr. 1.3:  Struktura dolicholfosfat-mannosy a dolicholfosfat-glukosy: Monosacharid se vaze

pres fosfatovou skupinu na dolichol.

Specificka role pro estery dolicholll nebyla zatim objasnéna. Spekuluje se, Ze kromé vlivu
na fyzikélni vlastnosti membran, je esterifikovand forma Dol diileZitd pro intracelularni

transport dolicholt °.

1.1.2 Biosyntéza

Dolichol je konecnym produktem mevalonatové drahy, kterd je spole¢na pro cholesterol
1 ubichinon. Biosyntéza dolicholu (zobrazena na Obr. 1.4 na strané¢ 8) probiha hlavné
na cytoplazmatické stran¢ ER, kde je taktéz situovdna N-glykosylace. Ze tii molekul
acetyl-CoA vznikne 3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym A (HMG-CoA), ktery je pomoci
HMG-CoA-reduktasy *’ (redukéniho enzymu) dale pfeménén na mevalonat. Kombinaci i
po sobé nasledujicich enzymatickych reakci dojde k syntéze isopentenyldifosfatu (IPP),
coz je stavebni jednotka pro isoprenoidy, ktery vytvaii linedrni polymery. Tii molekuly
IPP vedou ke vzniku farnesyldifosfatu (FPP), ktery je povaZovéan za dilezity zlom této

biosyntetické drahy. Slouzi totiz jako substrat pro 4 rtzné drahy: skvalensynthasa



katalyzuje prvni krok vedouci k tvorbé cholesterolu, transprenyltransferasa je zapojena
v syntéze postranniho fetézce ubichinonu (solanesyldifosfatu), proteinfarnesyltransferasa je
zodpovédna za posttranslacni farnesylaci proteinli a cis-prenyltransferasa je prvnim

specifickym enzymem v biosyntéze dolicholu .

Cis-prenyltransferasa neboli dehydrodolicholsynthasa (DHDDS) pouziva FPP jako substrat
a katalyzuje nékolik dal§ich reakci s IPP molekulami a formuje polyprenyldifosfat
sekvenéné ,hlava k ocasu® cis-adici mnoha molekul IPP na pozadovanou délku fetézce .
Pocet ptidanych IPP zélezi na druhu organismu, savCi organismy syntetizuji del$i fetézce
hlavn& se 17-20 piidanymi IPP °. Tato reakce je povazovana za prvni krok piifazovany
pouze k syntéze dolicholu a d&je se na cytoplazmatické strang ER '. Strukturni analyza
tohoto enzymu, stejné tak i jeho funkce, naznacuje, ze DHDDS sama determinuje délku
fetézce jejich produkt. Analyza ukazala, Ze DHDDS je kdédovéana jednim genem CPT
neboli DHDDS ** #| ktery se vyskytuje na chromosomu 1p36, ma 8 exonti > a vznikly
protein je slozen z 334 AMK %. Zvlastni aspekt tohoto enzymu je absence pivodnd
predpokladané transmembranové domény v jeho sekvenci navzdory jeho lokalizaci v ER.
Predpoklada se, ze v tomto procesu mohou byt zapojeny i néjaké dalsi enzymy a proteiny.
Naptiklad  lidsky = Nogo-B  receptor (NgBR) sdili  znacnou  homologii
s cis-prenyltansferasou ' a byl nazvan jako komponenta modulujici aktivitu DHDDS
a regulujici biosyntézu dolicholu v sav¢ich buiikach *°. Diive byl NgBR popisovan jako
NPC2-vazajici protein (z angl. ,,Nieman-Pick type C2 protein‘), ktery podporuje NPC2
stabilitu v lumen ER. Bylo prokazano, Ze NgBR existuje ve dvou topologickych
konformacich. Minoritni frakce s C-terminalnim koncem na lumenalni stran¢ ER poméha
regulaci NPC2 stability °', zatimco majoritni frakce s C-termindlnim koncem
orientovanym do cytosolu reguluje aktivitu a vaze DHDDS *°. Nadmé&mé exprese DHDDS
vede v sav€ich buiikdch pouze k mirnému naristu enzymatické aktivity. Je tedy mozné,
7e existuje regulaéni protein zodpovédny za celkovou aktivitu cis-prenyltransferasy .
Ztrata exprese NgBR genu NUSI vede oproti tomu kvyznamnému deficitu
aktivity DHDDS a také k nedetekovatelné¢ hladin€¢ dolicholu. Déle bylo potvrzeno,
e C-terminalni doména NgBR je potfebna pro jeho interakci s DHDDS *' (podrobné&ji
kapitola 1.3 na stran¢ 13).
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Obr. 1.4: Biosynteticka draha dolicholu a dalsi kroky jeho metabolismu: Pridavanim IPP jednotek na FPP
vznika polyprenoldifosfat, ktery je nasledné nekolika kroky preménén na dolichol. Na jeho fosforylovanou
formu se pak dale vazi rizné monosacharidy. IPP - isopentenyldifosfat, FPP - farnesyldifosfat, Prevzato
a upraveno podle *.



Naésleduje  defosforylacni  krok, kdy polyprenoldifosfatfosfatasa  defosforyluje
polyprenoldifostat 2. 74dné  detailni informace o  struktufe & funkei
polyprenoldifosfatfosfatasy v lidském organismu zatim nejsou znamé . Tento enzym je
také zapojen v recyklaci dolicholu po odevzdani oligosacharidového fetézce proteinu,
a to prenesenim jednoho fosfatu z Dol-PP v ER. Tato recyklace dolicholfosfatfosfatasou
hraje dtlezitou roli v regulaci aktualnich zasob Dol-P a tedy i jeho dostupnosti pro rizné

glykosylaéni procesy **.

Déle dochazi k redukci dvojné vazby nejbliz§i k hydroxylové skupin€. Nedadvno byl
identifikovan prvni enzym spojovany s timto redukénim krokem. Polyprenolreduktasa

3 produkuje dolichol

(SRD5A3), ktera ukazuje homologii se steroid-5-alfa-reduktasou
redukci alfa-terminalniho isoprenového zbytku polyprenolu *°. Byly popsiny mutantni
bundené linie s defektem v tomto kroku *°, u kterych dochédzi k akumulaci polyprenolt
s délkou fetézce identickou s dolicholy, ale bez saturace alfa-isoprenové jednotky.
Polyprenoly jsou obligatornimi intermedidty pro syntézu dolicholii a jsou detekovany
ve velkém mnozstvi pii in vitro biosyntéze dolicholu, avsak in vivo hladina polyprenolu je

vétsinou velice nizka, Casto nedetekovatelna 7 *°

, a to nejspise diky rychlé konverzi
na dolichol. V lidském téle je gen SRD5A43 kodujici polyprenolreduktasu lokalizovan
na chromosomu na 4pl2 a ma 5 exonl koédujicich protein s 318 AMK. Enzym SRD5A3
ma 6 transmembranovych domén a je lokalizovan v ER a ptrechodném prostoru ER-GA
(ERGIC, z angl. ,,ER-Golgi intermediate compartment®) a je exprimovan v téméf vSech
lidskych tkanich *. Jeho N-terminalni hydrofobni doména je pravdépodobné zodpovédna

za interakci se substratem .

Dolichol je nasledné fosforylovan dolicholkinasou (DOLK) * a muize dale slouzit jako
nosi¢ mannosy a glukosy, které jsou dale pouzity pro N-glykosylaci, O- a C-mannosylaci
asyntézu GPI-kotvy. Hlavné¢ vSak Dol-P slouzi jako nosi¢ GlcNac,ManoGlcs
oligosacharidového fetézce dilezitého pro N-glykosylaci proteini. Dol-P-man je
syntetizovana Dol-P-Man-synthasou pies dolicholfosfat-mannosyltransferasovy proteinovy

komplex (DPM1-3) .

Dostupnost Dol-P je jednim z limitujicich faktorG kontrolujicich biosyntézu tzv.
oligosacharidi navazanych na lipidy (LLO zangl. ,lipid linked oligosaccharides®)
v eukaryotickych buiikach *'. LLO jsou prekurzory N-vazanych oligosacharidi. Dolichol

kinasa je CTP-dependentni enzym lokalizovany v ER s katalytickym jadrem orientovanym

-9.



na cytoplazmatickou stranu ER *°. SniZen4 dostupnost Dol-P vede ke sniZené glykosylaci

sekre¢nich proteint a zejména silng ovliviiuje O-mannosylaci a syntézu GPI-kotvy *%.
Dol-P-glukosa je produkovana dolicholfosfat-glukosa-B-glukosyltransferasou (ALG5) *.

Monosacharidy a oligosacharidy vazané na Dol-P jsou nezbytné pro rtzné glykosyla¢ni
dréhy. Sacharidy pro tento proces vyzaduji uritou hladinu Dol-P. Pro zajisténi
dostate¢ného mnozstvi v buiice je tento lipid také recyklovan, a to pomoci konverze
Dol-PP vzniklého odebranim oligosacharidového fetézce oligosacharyltransferasou
na Dol-P difosfatasou, kterd je u¢inna na lumendlni stran¢ ER. Tato reakce je u ¢lovéka
katalyzovana dolicholdifosfatfosfatasou 1 (DOLPPI1), kterd také defosforyluje
polyprenyldifosfat pfi syntéze polyprenolu. Dol-P se vraci zpét na cytoplazmatickou
stranu, kde mlze byt znovu pouZit pro LLO biosyntézu . Tato recyklace Dol-PP pftispiva

znaén¢ k dostupnosti Dol-P pro glykosyla¢ni reakci.

Jak jiz bylo popsano dolichol je kone¢nym produktem mevalonatové drahy, ktera je
spole¢na pro cholesterol iubichinon. Kvantitativn¢ hlavnim produktem této drahy je
cholesterol, ktery velmi pfispiva k organizaci membran ve viech &astech mozku '°. U této
dréhy je vyslednym produktem farnesyldifosfat (FPP). Ten mlze nasledné kondensovat
s 4-hydroxybenzodtem za vzniku dekaprenyl-4-hydroxybenzoatu, ktery je néckolika
naslednymi kroky pfeménén na ubichinon *°. Vét§ina enzymt mevalonatové drahy je
nejspise lokalizovana na vice &astech buitky *°. Bylo prokazano, Ze ubichinon je p¥itomen
v mitochondriich, ER, GA, lysozomech, peroxisomech a plasmatické membrané 4.
Narozdil od cholesterolu a dolicholu se zda, Ze nepodléha recyklaci a je vétSinou
syntetizovan de novo *>. Na Obr. 1.5 na nasledujici stran& je schematicky zobrazeno

propojeni biosyntézy dolicholu, ubichinonu a cholesterolu v rliznych kompartmentech

buiky.
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Obr. 1.5: Schematické zndzornéni lokalizace a biosyntézy ubichinonu, cholesterolu a dolicholu
v organeldach buriky: IPP - isopentenyldifosfat, FPP - farnesyldifosfat, DMAPP - dimethylallyldifosfat,
GGPP - geranylgeranyldifosfat, Dol-P - dolicholfosfat, polyprenyl-PP - polyprenyldifosfat, acetyl-CoA -
acetylkoenzym A, GPP - geranyldifosfat, dolichyl-MK - mastné kyseliny navazané na dolichol esterovou
vazbou, ER — Endoplazmatické retikulum, GA — Golgiho aparat. Prevzato a upraveno podle **.

1.2 Dédic¢né poruchy glykosylace

Glykosylace je modifikace proteini a lipidid. Poruchy glykosylace byly objeveny
az v poslednich par desetiletich, a to 1 pfes nezbytnost glykokonjugatl pro Zivotaschopnost
zijicich organizmli. Momentalni seznam vice nez 130 druht dédicnych poruch glykosylace
(CDG, z angl. ,.congenital disorders of glycosylation®) * ukazuje dileZitost glykosylace
v lidském vyvoji a fyziologii *°. Poruchy glykosylace jsou vzacna dédi¢na onemocnéni,
kterd jsou Ccasto popisovdna jako deédiéné poruchy glykosylace. Zahrnuji poruchy
nukleotidovych sacharidl, jejich transportért, glykosyltransferas/glykosidas, a dalSich
proteinti ovliviiujicich spravnou funkci pfisluSnych organel. VétSina typa je asociovana
s neurologickymi poruchami ve S§kdle od psychomotorické retardace azpo mirné
intelektudlni indispozice. Bylo také popsano nékolik onemocnéni spojenych s poruchami

O-glykosylace, glykolipidii a biosyntézy glykosaminoglykant °'. Vzristajici aplikace
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celogenomového sekvenovani poméha v dneSni dobé rozlustit a najit nové defekty

;. . ’ o wewr e . P . . . 1
glykosylace, které jsou asociované s mirn&jsimi formami mentalnich indispozic *'.

Diky heterogenité oligosacharidi je klinicka Sife ptiznaki u CDG velice rozmanita,
ato od mirnych piiznakii po vazné multiorgdnové dysfunkce zptsobujici lethalitu
novorozencl a malych déti. CDG jsou vzacna onemocnéni, kde je prevalence velice

riiznoroda v zavislosti na typu CDG a je vét§inou neznamé .

CDG byly ptivodné rozd€leny do dvou skupin podle profilu detekovaného pomoci metody
analyzy N-glykosylace sérového transferinu. CDG typu I, zahrnujici defekty biosyntézy
oligosacharidu vazaného na lipid: od sklddani zformace dolicholdifosfat-N-
acetylglukosamin (GIcNAc) po sestavovani GlesManyGIlcNAc, oligosacharidu navazaného
na dolichol a jejich transportu na asparaginovy zbytek na vznikajici protein. Také mezi né
patii defekty v biosyntéze na nukleotid vazanych monosacharidi. Defekty vedou k absenci
celkového oligosacharidu na proteinu. Tyto defekty nazyvané CDG-I jsou lokalizovany
v ER ¢i cytoplazmé. CDG typu II, oproti tomu zahrnuji defekty N-glykokonjugatt, kde je
oligosacharidovy fetézec navdzany na protein dale upravovéan a také defekty v dalSich
typech glykosylace (O-glykosylace a biosyntézy glykolipidil) *2. Zapojené enzymy jsou

vétsinou lokalizovany v GA.

Postupem ¢asu bylo toto oznaceni nahrazeno jednoduchou nomenklaturou s pouzitim

nazvu genu, jehoz mutace vede kdefektu, a pfiddnim piipony CDG o

napi. DHDDS-CDG.

Standardni metodou pro detekci CDG je analyza vybrané¢ho N-glykoproteinu: séroveho

3334 Pro zachyceni poruch O-glykosylace je

155

transferinu pomoci isoelektrické fokusace

pouzivana metoda isoelektrické fokusace Apolipoproteinu CII

Je nutné poznamenat, Ze vétSina z té€chto nemoci byla identifikovana genetickou analyzou
v postizenych rodindch. 1 pies velky progres ve vyzkumu téchto onemocnéni, vztah

mezi fenotypem a genotypem téchto pacientl zlistdva zatim Casto nejasny a nespecificky.
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1.3 NogoB-receptor

NogoB-receptor (NgBR) je transmembranovy protein (Obr. 1.6) ptivodné identifikovany
jako interagujici protein nezbytny pro protein Nogo-B (retikulon-4b). Stimuluje chemotaxi
a tubularni formaci v buiikich (in vitro) *° a slouzi jako protein regulujici cholesterol

a glykosylaci proteini.
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Obr. 1.6: Schematické zobrazeni funkci Nogo-B receptoru: Nogo-B receptor ovliviiuje aktivitu
dehydrodolicholsynthasy, dale ovliviwuje funkci Nogo-B a proteinu NPC2. NgBR - Nogo-B receptor, DHDDS
- dehydrodolicholsynthasa, NPC2 - protein Niemann-Pick typu C2, Nogo-B — retikulon-4b, FPP -
farnesyldifosfat, IPP - isopentenyldifosfat, man - mannosa, glc - glukosa, GlcNAc - N-acetylglukosamin,
polyprenolPP - polyprenololdifosfat, Dol - dolichol,  DolP - dolicholfosfat, DolPMan - dolicholfosfat-
mannosa, DolPGlc - dolicholfosfat-glukosa, Man5 LLO - oligochosacharid slozeny ze dvou
N-acetylglukosaminii a péti mannos navazany na dolicholdifosfat, celkovy LLO - oligosacharid slozeny
ze dVO;/l7 N-acetylglukosaminii, péti mannos a tri glukos navazany na dolicholdifosfat. Prevzato a upraveno
podle

NogoB je protein detekovany v ER a cytoplazmé Schwannovych bunék
a oligodendrocytech. Deficience NgBR, ktery je na senzorovych neuronech a interaguje
s NogoB exprimovanym ve Schwannovych buiikach, vede ke stejnému fenotypu jako
delece NogoB . NogoB je tedy funkén& zavisly na NgBR, ale funkce NgBR
v endothelialnich buiikach pfi embryogenezi jsou Nogo-B independentni »°. Nedavno byl

NgBR také popsan jako podjednotka zodpovédna za cis-prenyltransferasovou aktivitu >,
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Ztrata NgBR v endothelialnich buiikdch snizuje proliferaci a zpiisobuje apoptosu bunék,
a to hlavné kvli defektni glykosylaci kli¢ovych embryonalnich proteinti. Celkova absence

NgBR vede k embryonalni lethalit, coZ ukazuje dileZitost jeho role v embryogenezi >’

Ztrata NgBR se projevuje snizenou glykosylaci VEGF (z angl. ,,vascular endothelial
growth factor®), ktery je vyznamny pro vaskularni vyvoj. NgBR ma dualezitou tulohu,
nezavislou na NogoB, ve vaskularnim vyvoji, a to v regulaci N-glykosylace klicovych
endothelidlnich bunéénych proteinti jako jsou VEGFR2 (z angl. ,,vascular endothelial
growth factor receptor 2), VE-kadherin (z angl. ,,vascular endothelial cadherin®) a CD31

(z angl. ,.cluster of differentiation 31¢) >°.

VEGF piisobi pfes VEGRF2, jehoz glykosylace je diilezita pro jeho funkci . Celkova
hladina dolicholu byla snizena u bun€k s deficientnim NgBR oproti kontrolam. Ztrata
funkce NgBR tedy vede k hypoglykosylaci endothelidlich proteinti. Tyto informace

ukazuji dileZitost NgBR a glykosylace proteint pii vaskularnim vyvoji .

Narusena glykosylace muaze byt obnovena doddnim konecného produktu
cis-prenyltransferasové aktivity: Dol-P >°. Pfidani Dol-P do média deficientnich bungk
zvySuje hladinu glykosylace endothelidlnich proteint a snizuje hladinu neglykosylovanych
forem. Lécba pomoci Dol-P mize napravit glykosylacni defekt v bunkach s deficientnim

NgBR.

Pacienti s poruchou v C-termindlni doméné NgBR trpéli skolidzou, zavaZznou epilepsii,

. . .y 1
svalovou hypotonif, mikrocefalii, a poruchou zraku °'.

1.4 Poruchy biosyntézy dolicholu vedouci k dédi¢nym
porucham glykosylace

V nedavnych letech byly identifikovany defekty v biosyntéze a metabolismu dolicholu
patiici do skupiny CDG typu I *. N&které nemoci byly popsany jako disledek defektu
biosyntézy dolicholu ®* (DHDDS-CDG, SRD5A3-CDG, NUSI-CDG, DOLK-CDG),
zatimco jiné jako blizce asociované s jeho metabolismem (MPDU1-CDG, DPM1-3-CDG,
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DPAGTI1-CDG). Byla tak objevena nova skupina metabolickych poruch, coz dava unikatni

moznost studovat jejich funkci a roli v bunééném procesu.

Dolichol a jeho metabolity maji vyznamné postaveni v bunééném metabolismu a klinické
symptomy, které vznikaji v disledku genetickych poruch v jeho biosyntéze, nejsou snadno
predikovatelné. Identifikace defektii biosyntézy dolicholu ve skupiné CDG-I pacienti

umoznilo zacit hledat korelaci mezi klinickymi symptomy a biochemickymi drahami.

CDG typu I jsou popisovany jako multiorganova onemocnéni s defektnim neurologickym
vyvojem, aviak n&kolik typii je i bez neurologickych ptiznakii, jako naptiklad MPI-CDG *.
Poruchy biosyntézy a metabolismu dolicholt taktéz wvyustuji v multisystémova

onemocnéni.

1.4.1 Znamé typy dédi¢nych poruch glykosylace spojenych

s poruchou biosyntézy a metabolismu dolicholu

1.4.1.1 DHDDS-CDG

Cis-prenyltransferasa neboli dehydrodolicholsynthasa je enzym patfici k syntéze vyhradné
Dol-P. Poruchy genu tohoto enzymu vedou k autozomalni recesivni retinitis pigmentose *
U amisskych zidii byla poprvé popsdna jednonukleotidova zdména, vedouci k zdméné

glutaminu za konzervativni lysin42 a zptsobujici DHDDS-CDG °*.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byly v plazmé a moci pacientll objeveny charakteristické
krat$i formy dolicholii ®, kde misto hlavniho D19 byl dominantni D18. Je zajimavé,
ze klasickymi diagnostickymi metodami nebyly objeveny zadné znatelné abnormality
v glykosylaci sérového transferinu pacienti. Na zdkladé vyzkumu na organismu Danio
rerio byla vytvofena teorie, 7e nedostatek funkce DHDDS vede k degradaci sitnice °*.
Bohuzel vSak stile neni objasnén bunéény mechanismus, ktery by vysvétlil, zda a jak

zkracené profily dolicholti k degradaci sitnice prispivaji *.

- 15 -



1.4.1.2 NUS1-CDG

NUSI gen koduje NogoB-receptor, ktery je esencialni pro cis-prenyltransferasovou aktivitu
a vaze NPC2 protein, ktery je zahrnut v metabolismu cholesterolu. Nedavno byla
identifikovana homozygotni mutace v NUSI u dvou sourozencl . Pacienti trpdli
skolidézou, zavaznou epilepsii, svalovou hypotonii, mikrocefalii, a poruchou zraku.
Cholesterol v plazmé byl v normélnim rozmezi, ale mirné¢ zvySeny ve fibroblastech.
V plazm¢€ a moci pacientli byly majoritni slozkou fetézce dolicholu s kratsi délkou
ato D18. Nebyla popsana zadnad zminka o kardiomyopatii, zvySeni kreatin kinasy
¢i koznich projevech, jak je cast¢ u jinych typt CDG. Vice viz kapitola 1.3

NogoB-receptor na stran¢ 13.

1.4.1.3 SRDSA3-CDG

Polyprenolreduktasa (SRD5A3) je potiebnd pro konverzi polyprenolu na dolichol.
SRD5A3 deficience mize mit nepifimy vliv na aktudlni zasoby Dol-P. Dol-P je limitujicim
faktorem syntézy oligosacharidu vazaného na lipid (in vitro) *°, jak jiz bylo zminéno vyse,

avSak jen malé procento Dol je pfeménovano na Dol-P.

Nékteré homozygotni mutace v SRD543 genu vedou k produkei zkracenych glykoproteint
nalezenych u SRD5A3-CDG pacienti. Vedou k akumulaci polyprenolu a normadlni
& zvysené hlading dolicholu v plasmé a tkanich pacientdi *°, coz umozituje diagnostiku

pomoci analyzy hmotnostni spektrometrii >°.

Hladina polyprenolu a dolicholu byla v séru pacientl zvySena. Abnormalni hodnoty téchto
lipidd maji za nasledek blokaci konverze polyprenolu na dolichol *>®. Tyto sérové
polyisoprenoidy nejsou pak dostupné pro glykosylaci proteind, coz miize byt diisledkem
regulace dolicholové homeostaze v buiikach *°. Mutace vedou vyhradn& k neurologickym
projeviim s opozdénym vyvojem, ataxii a ¢asnym vizualnim defektem s optickou atrofii *°.
U pacienti byly dale identifikovany variabilni o¢ni malformace, cerebelarni hypoplasie,
anémie, abnormality kiize, dysfunkce jater a koagulatni abnormality *°. Nebyl popsan
zadny pacient s postizenim kosterniho anebo srde¢niho svalu. NejspiSe existuje 1 dalsi

protein, ktery je zapojen v redukci polyprenolu *°. Isoelektricka fokusace transferinu
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ukazuje profil CDG typu I se zvySenou hladinou asialo- a disialotransferinem. Pacienti

jsou tak diagnostikovani na zaklad& standardniho testu ¢’

1.4.1.4 DOLK-CDG

Dolichol kinasa (DOLK) katalyzuje fosforylaci dolicholu pomoci cytidintrifosfatu (CTP).
Prvni zdznam o jejim defektu popsal velice vazny fenotyp vytstujici v brzké amrti .
Charakteristickymi symptomy byly kardiomyopatie, svalova hypotonie a abnormality
kiize. Lidska dolichol kinasa byla charakterizovana na molekularni urovni * a bylo
zjisténo, Ze jeji gen je lokalizovan na chromozomu 9 . DOLK je hydrofobni protein se 13
membranovymi doménami *°. Strukturné-funkéni studie ukazaly, Ze C-terminalni doména
je na cytoplasmatické stran¢ a obsahuje tzv. CTP-vazajici doménu. Delece tohoto regionu
¢i mutace téchto zbytkd vtomto motivu vedou k ¢asteCné ¢i uplné ztrat¢ aktivity
a pozméni afinitu k CTP *. Nejvyssi exprese jeji mRNA byla zaznamendna v mozku,

’ , 1.7 s v v s 70
nasledovana fetalnim kosternim svalstvem a srdcem a dospélou srde¢ni tkani .

1.4.1.5 DPM-CDG

Dol-P-Man-synthasa je zodpovédna za syntézu Dol-P-Man a je sloZena ze tii podjednotek
DPM1-3. Fatalni onemocnéni bylo prvné popsano pro katalytickou podjednotku DPM1 ',
zpusobené mutaci v jejim genu. Pacienti trpéli vaZznou ztratou zraku, optickou atrofii
a zachvaty. Mirngj$i onemocnéni byla ukézana u 9letého pacienta s mirn€ opozdénym
vyvojem, mikrocefalii, optickou atrofii, bunéénou dysfunkci a zvysenou kreatin kinasou .
Obecné se DPM1-CDG projevuje charakteristickym multisystémovym fenotypem typu
CDG L

DPM2-CDG " bylo popsano u ti détskych pacienti s opozdénym vyvojem, epilepsii
a vaznou hypotonii se zvySenou hladinou kreatinkinasy. Ve svalové biopsii byla prokazana
defektni O-mannosylace . Soutasna data naznacuji, ze klinické symptomy v defektu

Dol-P-Man-synthasy koreluji s abnormalni N-glykosylaci a O-mannosylaci.
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V roce 2009 byla objevena homozygotni mutace v DPM3 s klinickymi pfiznaky svalové
Gnavy, zptsobené svalovou dystrofii a vaznou kardiomyopatii *. Tyto symptomy nebyly
puvodné pro N-glykosylacni defekty typu CDG 1 znamé. Pozd¢jsi studie ukazaly
abnormalni O-mannosylaci alfa-dystroglykanu ve svalové biopsii, ktera vede k CDG

zvanym alfa-dystroglykanopatie, coz je podskupina dédi¢nych svalovych dystrofii.

1.4.1.6 MPDU1-CDG

Protein MPDUI1 (z angl. ,,mannose-phosphate-dolichol utilization defect 1 protein®)
kédovany genem MPDUI je zodpovédny za vyuziti Dol-P-Man a Dol-P-Glc donori v ER
pfi glykosylaci, ale pfesny mechanismus reakce zUstavd nevyieSeny. Zatim bylo
diagnostikovano jen nékolik pacientdi stimto onemocndnim °, a ti se vyznalovali

psychomotorickou retardaci, epilepsii a koznimi onemocnénimi ”.

1.4.1.7 DPAGT1-CDG

Enzym dolichol-fosfat-N-acetylglukosaminfosfotransferasa kédovany genem DPAGTI je

76

ukotven v ER a jednd se o transmembranovy protein katalyzujici prenos

N-acetylglukosaminu na Dol-P, ktery je také lokalizovany v membrané ER. Vyslednym
produktem je dolichol-difosfat-N-acetylglukosamin.

Defekty v DPAGTI vyustuji ve vazné klinické pfiznaky a multisystémové onemocnéni
s vyskytem psychomotorické retardace, mikrocefalie, hypotonie, epilepsic a svalové

slabosti 7.

Pacienti s defekty v genech ALGS a DOLPP1 zatim nebyli popsani.

1.4.2 Moznosti laboratorniho stanoveni obsahu dolicholu

Pacienty s naruSenou N-glykosylaci proteinli je mozné ve vétSin¢ piipadl detekovat

tzv. rutinnim metabolickym ,screeningem® diky analyze glykosylace sérového
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transferinu *. BohuZel timto vySetfenim nejsou zachytitelné viechny poruchy spojené

s biosyntézou a metabolismem dolicholu.

Uspésnou se ukézala analyticka metoda vytvotena za i¢elem zachytit poruchy biosyntézy
dolicholu, a to kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii ©,
a to diky schopnosti rozliSit zastoupeni rtiznych molekul dolichold lisicich se délkou
polyisoprenového fetézce. Tento profil dolicholt se lisi u kontrol a pacientd s NUS1-CDG.
Tato metodabyla plavodné¢ pouzita vmoci a v séru pacienti s DHDDS-CDG

a také u diagnostiky pacientti s NUS1-CDG .

1.5 Defekty v biosyntéze dolicholu a terapeutické
moznosti

Hlavni vyzkum se nejspiSe bude do budoucna zabyvat terapeutickou strategii v cyklu
dolicholu, kde cilem bude doplnit chybgjici substraty Dol & Dol-P ’®. Nicméné z nékolika
provedenych experimentd vyplyva, Ze piispévek téchto metaboliti Dol do aktudlnich
bundénych zasob je velice omezeny '. Budouci strategic by se mély zabyvat tim,
jak dopravit dolichol do mista glykosylace v ER. U&innost pfijmu zalezi na formé
podavani dolicholu a jeho inkorporace do liposomu byla zatim vyhodnocena
za nejicinngjsi . Studie subcelularni inkorporace odhalila, ze mikrosomy obsahovaly
pouze nékolik procent znacenych externé dodavanych dolicholli. Zapojeni vétsi casti
exogenniho dolicholu do biochemickych reakci v organismu bude kli€ovym krokem

vvvvvv

dodavanych dolicholli metabolizovanych jatry byly schopné se fosforylovat a potencialné

hrat roli v glykosylaci proteinii "~ *

. I ptes fakt, Ze vétSina biosyntetickych krokl byla
charakterizovdna na molekuldrni Urovni, znalosti o regulaci nékterych enzymi stile

zustavaji neobjasnény.

Zatim Zadna publikace nenavrhuje ¢i nepopisuje sit’ regulaci cis-prenyltransferasy (CPT,
DHDDS). Je vSak znadmo, Ze cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) zvySuje aktivitu lidské
DHDDS. Tato stimulace drahy Dol pomoci cAMP se zda byt specifickd, nebot’ biosyntéza

cholesterolu za stejnych podminek stimulovana nebyla *'. Nedavna studie také prokazala,
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ze proteinkinasa typu I (PKAI) je zapojena v regulaci N-glykosylace proteini pomoci
cAMP ¥,

Akumulace dolicholu zéavisla na v€ku je na druhou stranu nejspiSe divodem zévislosti
na vyssi dostupnosti mevalonatu, ktery je vysledkem zvysené aktivity 3-hydroxy-3-methyl-

koenzym A reduktasy (HMGR) zptisobené ztratou enzymatické regulace '

NogoB-receptor, ktery je znam vazbou na NPC2 protein ', byl také navrzen a pozdgji

potvrzen jako modulator DHDDS aktivity v savé&ich buiikach *°.

Ovlivnéni aktivity téchto popsanych enzymi by taktéz mohlo byt do budoucna zajimavym

tématem studie pro terapeutické moznosti poruch biosyntézy a metabolismu dolicholu.
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2 Cile prace

Cilem této studie bylo analyzovat obsah dolicholu v moc¢i a tkanich pacientl s deficienci
biosyntézy dolicholu pomoci kapalinové chromatografie kombinované s tandemovou
hmotnostni spektrometrii za ucelem rozsifeni diagnostickych metod pro dédi¢né poruchy
glykosylace a u pacientli s poruchou v biosyntéze dolicholu studovat dopad defektu

na energeticky metabolismus pomoci funk¢énich metod.

Dil¢imi cili analyzy obsahu dolicholu pomoci LC-MS/MS bylo:

® Zavést a optimalizovat metodu LC-MS/MS

® Analyzovat soubor vzorki moci od zdravych kontrol a vytvofit kontrolni

rozmezi v zavislosti na véku

e Studovat vzorky od pacientil s vybranymi typy CDG a od pacienttl, u kterych
bylo vysloveno podezieni pro CDG

® Analyzovat tkdné u pacientli s NUS1-CDG a kontrol a ziskat tak informace

o obsahu dolicholu v riiznych tkanich

Dil¢imi cili funk¢ni analyzy dopadu poruchy dolicholu na energeticky
metabolismus bylo:

® Analyzovat respiraci a glykolytickou funkci v intaktnich liniich fibroblast
s NUSI-CDG ve srovnani s vybranymi typy CDG a liniemi kontrol pomoci

analyzy spotfeby kysliku v realném case.

e Studovat spotfebu kysliku v permeabilizovanych liniich fibroblastl
s NUSI-CDG ve srovnani s vybranymi typy CDG a liniemi kontrol pomoci

vysoce citlivé polarografie.
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3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Biologickym materialem byly vzorky moci, fibroblastti a homogenatt z kosterniho svalu,
mozkové kiiry, jater a srdce. VSechny vzorky byly ziskany po informovaném souhlasu
pro diagnostické ucely z indikace v ramci vySetfovaciho programu pii podezieni
na dédi¢nou poruchu metabolismu. 5% homogenat byl pfipraven pracovniky laboratofe
homogenizaci zamrazené tkan¢ v KTEA pufru (150mM KCIl, 2mM EDTA, 50mM
TRIS/HCI, pH=7,5, aprotinin 2ug/ml (w/V)) pomoci ultrathoraxu a homogenizatoru
teflon/sklo a byl skladovan pti -80 °C do doby pouziti. Kontrolni materidl z tkani byl

ziskan od pacientd, u kterych nebylo prokazano podezieni na metabolické onemocnéni.
Prehled vzorkii:
Vzorky moci:

Analyzovany soubor 75 kontrolnich vzorkl od zdravych jedincii ve vékovém rozmezi od 1
mésice po 81 let, 43 vzorkl od pacienti, u kterych vzniklo podezieni na dédi¢né poruchy
glykosylace, 1 zdravy jedinec s mutaci v NogoB-receptoru v heterozygotnim stavu,
6 pacientil s geneticky potvrzenou dédi¢nou poruchou glykosylace (Tab. 3.1 a 3.2 na strané

23):

Tab. 3.1 Celkovy poéet analyzovanych vzorkii a jejich rozdéleni do skupin.

DPAGTI-  SRDS5A3- NUS1-

K PP CDGI PK CDG CDG CDG celkem
F 28 18 2 0 1 1 0 50
M 47 25 1 1 0 0 1 75
celkem 75 43 3 1 1 1 1 125

M-muzi, F-Zeny, K - kontrolni vzorky, PP — pacienti s podezienim na CDG, CDGI - pacienti CDG trpici
poruchou v genech nesouvisejicich s biosyntézou ¢i metabolismem dolicholu (konkrétné 2x PMM?2-CDG,
PGMI1-CDG, PK - heterozygotni prenase¢ mutace v NogoB-receptoru, DPAGTI-CDG - pacient s DPAGTI-
CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient
s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, NUSI-CDG' -
pacient s poruchou v NogoB-receptoru.
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Tab. 3.2: Seznam pacientit s vybranymi typy CDG, jejichz vzorky moci byly pouZity pro analyzu.

Oznaceni onemocnéni protein vék pohlavi
PI NUSI-CDG NogoB-receptor 5 M
P2 SRD5A3-CDG polyprenolreduktasa 12 F
P3 PMM2-CDG fosfomannomutasa 2 6 F
P4 PMM2-CDG fosfomannomutasa 2 7 F
P5 PGM1-CDG fosfoglukomutasa 1 13 M
P6 DPAGTI- dolichol'-fosfét-N- 1 F

CDG acetylglukosaminfosfotransferasa

M-muzi, F-zeny, NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, DPAGTI1-CDG - pacient s DPAGTI-
CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient
s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, PMM2-CDG
a PGM1-CDG - pacienti CDG trpici poruchou v genech nesouvisejicich s biosyntézou ¢i metabolismem
dolicholu

Vzorky homogendtii tkdani:

Pro analyzu tkani byl pouzit soubor vzorkli homogenata tkani od kontrol a pacienti s CDG

(Tab. 3.3):

Tab. 3.3: Piehled vzorkit homogendtii tkani od pacientii s CDG a kontrol.

oznaceni popis tkan vék  pohlavi
FKK1 kontrola mozkova kiira 3 M
FKK2 kontrola mozkova kiira 5 F
FKK3 kontrola mozkova kiira <1 M
FKP1 NUSI-CDG mozkova kiira 3 M
MK1 kontrola kosterni sval <1 M
MK2 kontrola kosterni sval 5 F
MPI  NUSI1-CDG kosterni sval 3 M
MP2 NUSI-CDG kosterni sval 6 M
HK1 kontrola srdce <1 F
HK2 kontrola srdce 5 M
HP1 NUSI-CDG srdce 3 M
HP2 NUSI-CDG srdce 6 M
LK1 kontrola jatra 5 F
LK2 kontrola jatra <1 M
LP1I  NUSI-CDG jatra 3 M
LP2 NUSI-CDG jatra 5 M

M - muz, F — Zzena, NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru.
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Linie fibroblastii:

Pro analyzu na pfistrojich Seahorse XFe24 (Agilent) a Oxygraph-2k (Oroboros) byly
pouzity linie fibroblastii vybranych pacienti s CDG a kontrol (Tab. 3.4):

Tab. 3.4: Seznam linii fibroblastii pouZitych pro analyzu na pristrojich Seahorse XFe24 (Agilent)
a Oxygraph-2k (Oroboros).

Vek v dobé
oznaceni popis odbéru pohlavi
1 kontrola <1 M
2 kontrola >18 M
3 kontrola <1 M
4 NUSI-CDG 3 M
5 NUS1-CDG 6 M
6 PMM2-CDG 6 M
7 PGM1-CDG 24 M
8 Man1B1-CDG <1 M
9 RFT-CDG <1 M
10 ALGS8-CDG <1 F
11 CDG IIx 12 M
12 ATP6AP1-CDG 17 M

M-muzi, F-zeny, NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou
al-3 glukosyltransferase (typ 1), PGMI1-CDG — pacient s poruchou ve fosfoglukomutase (typ /1), PMM2-
CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase 2 (typ 1), ManlBI1-CDG — pacient s poruchou v ol-2
mannosidase 1 (typ 1I), RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG
IIx — pacient s CDG typu I, ATP6API1-CDG- pacient s poruchou v podjednotce vakuolarni ATPasy.

3.1.2 Chemikalie

Acetonitril Sigma-Aldrich (USA)
Acetat amonny Sigma-Aldrich (USA)
ADP Sigma-Aldrich (USA)
Antimycin A Sigma-Aldrich (USA)
Askorbat sodny Sigma-Aldrich (USA)
Azid sodny Penta (CR)

BSA Sigma-Aldrich (USA)
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Cytochrom ¢
Deoxycholat sodny
Digitonin

DMSO
Dodecylsulfat sodny
Ethanol (96%)
Ethanol pro HPLC
FCCP
Fenylmethylsulfonyl chlorid
Fosfore¢nan draselny
Galaktosa

Glukosa

Glutamat sodny
Hydroxid draselny
Hydroxid sodny
Chlorid draselny
Chlorid hotec¢naty
Chlorid sodny

Chloroform

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Malat

Manganistan draselny

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Fluka (Svycarkso)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Penta (CR)

Penta (CR)

Penta (CR)

Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Penta (CR)



Methanol pro HPLC
Poly-L-lysin

SDS

Sukcinat sodny
Siran méd’naty
TMPD

Tris

Tris-HCl
TritonX-100
Uhli¢itan sodny

Vinansodno-draselny

3.1.2.1 Komer¢né dodavané roztoky

Antibioticky a antimykoticky roztok
»Antibiotic-Antimycotic 100X

DMEM bez D-glukosy a L-glutanimu5030
DMEM s L-glutaminem

FBS z angl. ,.fetal bovine serum*

fetalni hovézi sérum

Folinovo reagens

Fosfatovy pufr PBS (137mM NaCl, 0,027mM
KC1 (0,01 mM Na,HPOy, 0,0018 mM KH,PO,)
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Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Sigma-Aldrich (USA)

Biosera (Francie)

Biochrom (Némecko)
Biochrom (Némecko)

HyClone (USA)

Penta (CR)

Lonza (Svycarsko)



PIC ,,protease inhibitor coctail* Sigma-Aldrich (USA)

T + E roztok (Trypsin + EDTA roztok) Biosera (Francie)
[10x koncentrovany; 0,5% (w/v) trypsinu,
0,2% (w/v) EDTA v roztoku PBS]

Roztok na méfeni koncentrace proteint podle Bio-Rad (USA)
Bradfordové ,,protein assay dye reagent

concentrate*

XF Calibrant Agilent (USA)

3.1.2.2 Roztoky pripravené v laboratori
KCI médium (80mM KCIL,10mM Tris, 3mM MgCl;, ImM EDTA, SmM K;PO4.H,0,
pH=7.4)

RIPAP pufr (50mM Tris-HCI pH7,4, 150mM NaCl, ImM PMSF, 1mM EDTA, 1% (v/v)
Triton X-100, 1% (w/v)deoxycholat sodny, 0,1% SDS , 1% (v/v) PIC

KTEA pufr (150mM KCl, 2mM EDTA, 50mM TRIS/HCI, pH=7,5, aprotinin
2ug/ml (w/V)

Roztok Lowry A (0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/w) Na,COs)
Roztok Lowry B (0,5% (w/v) CuSOy)

Roztok Lowry C (1% (w/v) vinan sodnodraselny)

3.1.3 Pristroje a vybaveni

3.1.3.1 Komer¢né dodavané kazety, desticky a kolony

Kazety:,, extracelular flux assay kits* Agilent (USA)
Kultiva¢ni desticky: ,,cell culture micropates Agilent(USA)

kolona Zorbax SB-C8 s reverzni fazi (Spm, 2,1 x 50 mm) Agilent (USA)
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3.1.3.2 Pristroje

Analytické vahy ABT 220-50M
Analytické vahy HA — 120M
Autoklav MAC - 235EX
Autoklav MLS —3020U

CCD kamera DP50

Centrifuga Mikro 200
Centrifuga Rotanta 460R
Centrifuga Universal 32R
Centrifuga Universal 320R
Laminarni box Air Clean

Mikropipety (automatické pipety)

Mikropipeta Handheld Cell Counter, Scepter
Mikroskop Nikon Diaphot 200

Oxygraph-2k

pH metr 774

analyzator Seahorse XFe24

Spektrofotometr UV-2401PC

Prep StationTermostat na Seahorse

Termostat TCH100

Tandemovy hmotnostni spektrometr
AB/MDS SCIEX API4000

Termostat Sanyo CO, incubator
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Kern (Némecko)

Helago (Japonsko)

Sanyo (Japonsko)

Sanyo (Japonsko)

Olympus (Japonsko)

Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hettich Zentrifugen (Némecko)
Hettich Zentrifugen (Némecko)
AirClean Systems (USA)
Eppendorf (Némecko), Gilson
(USA), ThermoScientific (USA)
Millipore, Merck (USA)

Nikon (Japonsko)

Oroboros (Rakousko)
Metrohm (Svycarsko)

Agilent (USA)

Shimadzu (Japonsko)

Agilent (USA)

Laboratorni pfistroje Praha
(CR)

Applied Biosystem (USA)

Sanyo (Japonsko)



Termostat Heratherm IMC 18 ThermoScientific (USA)

UPLC systeme Agilent 1290 Infinity Agilent (USA)
Ultrazvukovy homogenizator LabMark (CR)
Vortex-Genie 2 ScientificIndustries (USA)
Vortex 2x° VelpScientifica (Italie)

3.1.3.3 Pocitacové programy pouZité pro analyzu:

Seahorse Wave 2.4 Software (Agilent)
Analyst 1.6 Software (Applied Biosystems)
DatLab (Oroboros)

Excel (Microsoft Office)

R Foundation for Statistical Computing, verze 3.4.2, (R Core Team Vienna)

3.2 Metody

3.2.1 Analyza pomoci tandemového hmotnostniho spektrometru

3.2.1.1 Priprava vzorki pro analyzu stability moci

Vzorky moci byly ponechdny pii pokojové teploté po odbéru po dobu 1 hod, 5 hod a 24
hod a nasledné pifeneseny a skladovany pii -20 °C. Dale byl postup stejny jako
v nasledujici kapitole 3.2.1.2.

3.2.1.2 Priprava vzorku moci pro analyzu na tandemovém hmotnostnim

spektrometru *°

Vzorky moci byly po odbéru skladovany pii -20 °C. Po rozmrazeni byly homogenizovany

pomoci ultrazvukového homogenizatoru. K 3 ml vzorku moci byly pfidany 3 ml
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methanolu (100%) a tento roztok byl vortexovan po dobu 1 min. Poté bylo ke vzorku
ptidano 1,5 ml chloroformu (99,8%) a opét 1 min vortexovano. Nasledn¢ byly zkumavky
se vzorky centrifugovany po dobu 10 min pii 400xg a 25 °C na centrifuze Hettich Rotanta
460R. Dale byla sklenénou pasteurovou pipetou odebrana spodni chloroformova faze

a prepipetovana do vialek. Vzorky byly poté vysuseny dusikem.

3.2.1.3 Priprava vzorki homogenati tkani pro analyzu na tandemovém

hmotnostnim spektrometru **

5% homogenat byl pfipraven pracovniky laboratofe homogenizaci zamrazené tkané
v KTEA pufru (150mM KCl, 2mM EDTA, 50mM TRIS/HCI, pH=7,5, aprotinin
2ug/ml(w/V)) pomoci ultrathoraxu a homogenizatoru teflon/sklo a byl skladovan
pti -80 °C do doby pouziti. 250 pl homogenatu bylo nasledné doplnéno roztokem PBS
do1 ml apfeneseno do sklenéné zkumavky s teflonovym uzavérem. K suspenzi bylo
pridano 1,25 ml chloroformu a 2,5 ml metanolu. Nésledné byl roztok vortexovan po dvé
min a homogenizovan pomoci ultrazvukového homogenizatoru. Déle byl roztok inkubovan
pti 25 °C po dobu 15 min a nasledné centrifugovén pii 500xg po dobu 10 min. Supernatant
byl nésledné ptenesen do Cisté zkumavky a bylo pfidano 1,25 ml chloroformu a 1,25 ml
PBS. Po intenzivnim promichani byla suspenze centrifugovéana pii 500xg po dobu 10 min
pii 25 °C. Nasledné byla spodni faze promyta 4,75 ml neutralni ¢istou horni fazi roztoku
pfedem piipraveného v poméru 2:2:1,8 chloroform : metanol : PBS, zvortexovéna a opét
centrifugovdna pii stejnych podminkach. Poté byla spodni faze pifenesena do vialky
avysusena pomoci dusiku. Nasledné byla skladovana pii -20 °C do doby analyzy

na LC-MS/MS.

3.2.1.4 Analyza vzorki pomoci kapalinové chromatografie kombinované

s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) 65,84

Dolicholy byly analyzovany pomoci kombinace kapalinové chromatografie a tandemové

hmotnostni spektrometrie. Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity LC System byl
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nastaven na pritok 200 pl/min s linedrnim gradientem fazi tak, Zze 100% mobilni faze A
(metanol/acetonitril/ImM roztok acetatu amonného v poméru 60/20/20, v/v/v) byla
ponechédna dvé min a poté postupné byla nahrazovdna mobilni fazi B (100% ethanol, ImM
acetat amonny) az do 100% faze B po dobu 14 min a nasledné isokraticky nechéna
po 4 min. K separaci isoforem dolicholii byla pouzita kolona Zorbax SB-C8 s reverzni tazi

(5pm, 2,1 x 50 mm) firmy Agilent.

Pro hmotnostné spektrometrickou analyzu byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr
s trojitym kvadrupdlem API 4000 LC-MS/MS System, Sciex, vybaveny ionizaci
elektrosprejem. Tandemovy hmotnostni analyzator pracoval vrezimu MRM (z angl.
»~multiple reaction monitoring®). Pfistroj pracoval v negativnim iontovém modu.
Elektrosprejova ionizace byla nastavena nasledovné: tlak clonového plynu = 20 psi, tlak
plynu 1 = 20 psi, tlak plynu 2 = 30 psi, tlak kolizniho plynu (pouzit dusik, N;) = 12 psi,
napéti elektrospreje bylo -4500 V, teplota suSiciho plynu = 350 °C, ohiiva¢ rozhrani
zapnut. lontovd optika tandemového analyzatoru pracovala s timto nastavenim: napéti
rozbijejici shluky ionti = -40V, vstupni potencial = -10 V, kolizni napéti = -5V, napéti
pouzité pro kolizni indukovanou disociaci tzv. kolizni energie byla -40 V. Jako MRM pary
pro D17, D18, D19 a D20 byly pouzity hodnoty 1236,2/59 , 1304,2/59 , 1372.2/59
a 1440,3/59. Jako prekurzorovy ion byl [M+ acetat] a jako produktovy iont byl
pro dolicholy pouzit jejich aduktovy acetatovy iont (m/z59). Vysledné spektrum bylo
zobrazeno a zpracovano v programu Analyst 1.6 Software (Applied Biosystems) a nasledné

exportovano do programu Excel (Microsof Office), kde byla data vyhodnocena.

3.2.1.5 Statistické zpracovani dat ziskanych z hmotnostniho

spektrometru

Byly odecteny hodnoty pro plochy jednotlivych chromatografickych vrcholli isoforem
dolicholl a nésledné pak pro kazdy vzorek vypocten pomér vrcholi D18/D19. Seznam

vzorkl a jejich rozlozeni do skupin je zobrazeno v ptiloze 8.1 na strané€ 80.

Vzhledem k opakovanym métenim byl pro analyzu rozdilu mezi skupinami pouzit linearni
model se smiSenymi efekty. Sledovana veli¢ina vstupovala do modelu v logaritmované

podobg.
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Uvazovéan byl plny model ve tvaru:
log(y) sex age typ + (1|mereni) + (1|pacient/vzorek).

Prezentovan je model redukovany, o¢istény o statisticky nevyznamné parametry.

Data byla zpracovana v programu R Foundation for Statistical Computing, verze 3.4.2,
(R Core Team Vienna) ve spolupraci s RNDr. V. Capkem, PhD.

3.2.2 Kultivace bunék

3.2.2.1 Rozmrazovani bunék

Bunky skladované v dusiku byly rychle rozmrazeny pod proudem vlazné vody a nasledné
napipetovany do 25cm? lahve pfipravené s 5 ml vyhtdtétho DMEM média (Sigma-Aldrich)
s 10% (v/v) hovézim sérem (FBS) a 1% (w/v) antibiotikem na 37 °C v lamindrnim boxu
predem vysviceném UV lampou. Dalsi den bylo odsato médium do odpadu a napipetovano

5 ml Cerstvého.

3.2.2.2 Pasazovani bunék

V laminadrnim boxu, ptedem vysviceném UV lampou, bylo odsito médium do odpadu
a do lahvi s buiikami napipetovano PBS (137mM NaCl, 0,027mM KC1 0,01mM Na,HPOy,,
0,0018mM KH,PO,): 2 ml do 25cm” a 5 ml do 75cm? pro oplach a odsato. Nasledn& bylo
napipetovano 750 ul T+E roztoku (0,05% trypsin + 0,02 % EDTA), do 25cm” lahvi
a 1500 pl do 75cm” lahvi. Lahve s buitkami byly inkubovany 5 min pii 37 °C a poté byly
buiiky resuspendovany v 5 ml média a néasledné bylo pfipipetovano 5 ml (do 25cm’ lahvi)
nebo 20 ml (do 75cm? lahvi) resuspendovano a rozdéleno do dvou lahvi. Lahve s buiikami

byly dale kultivovany v 37 °C s CO; atmosférou.
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3.2.2.3 Zmrazovani bunék

V laminarnim boxu, ptedem vysviceném UV lampou, bylo odsato médium do odpadu
ado lahvi sbunkami napipetovano PBS (137mM NaCl, 0,027mM KCI, 0,0lmM
Na,HPO4, 0,0018mM KH,PO4): 2ml do 25cm? a 5 ml do 75¢cm® pro oplach a odsato.
Nasledné bylo napipetovano 750 pl 1% (w/v) T+E roztoku (0,05% trypsin + 0,02 %
EDTA), do 25cm? lahvi a 1500 ul do 75cm? lahvi. Lahve byly inkubovéany 5 min pii 37 °C
a poté byly buiiky resuspendovany v 5 ml (25cm? lahev) nebo v 13ml (75cm? lahev) média
a nasledné byla piepipetovana suspenze do 15ml zkumavky, centrifugovana na centrifuze
Centrifuga Universal 32R 5 min, pii 300xg, pfi 25 °C. Nasledné byl odsat supernatant
apeleta sbuitkami byla rozsuspendovana v 1,8 ml DMEM média s 10% DMSO
aprenesena do zmrazovaci zkumavky, ta dana do mrazictho boxu anasledné dana

do -80 °C. Nasledujici den byly buiiky pteneseny do dusiku, kde byly dale skladovény.

3.2.3 Analyza na Oxygraph-2k

3.2.3.1 Priprava bunék

Fibroblasty pacientli a kontrol byly skladovany v dusiku. Pro analyzu byly rozmraZeny
a p&stovany v kultivacnich lahvich s médiem pti 37 °C. T¥ 75cm” lahve s buiikami byly
pouzity pro jednu komoru pro méfeni na oxygrafu. Buiniky byly inkubovany s 1%
(w/v) T+E  roztokem a po Smin inkubaci v37°C byly rozsuspendovany
v kultivaénim médiu a stoCeny (4 °C, 300xg, 5 min). Déle 2x na ledu rozsuspendovany
v roztoku PBS a opét centrifugovany za stejnych podminek. Peleta byla rozsuspendovana
v 60 -100 pul PBS. Nasledné¢ bylo odebrano 10 pl této suspenze pro métfeni koncentrace

proteinu. Zbylé mnoZstvi bylo pouzito na analyzu na oxygrafu.

3.2.3.2 Méreni na Oxygraph-2k

Po diikladném vymuyti ptistroje (Oxygraph-2k, Oroboros) vodou a ethanolem bylo do obou
komor piesné napipetovano 2100 pl KCl média (37 °C). Dale byl zapnut program DatLab

(Oroboros) a provedena kalibrace. Nasledné¢ bylo pipetou odebrdno médium o znamém
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objemu (okolo 40-60 ul) a napipetovano stejné mnozstvi bunééné suspenze (koncentrace
proteinu v komote se pohybovala piiblizné od 0,6 do 1,3 mg/ml), aby byl zachovan ptesny
objem v komordch oxygrafu. Nasledné¢ byly do komor postupné piidany substraty
a inhibitory komplext citratového cyklu a dychaciho fetézce pomoci Hamiltonovy
stiikacky a to v poradi zobrazeném v Tab. 3.5.

Tab. 3.5: Poiadi pridavanych substrdtii, inhibitorit v priubéhu méieni respirace lidskych koZnich
fibroblastii na p¥istroji Oxygraph-2k (Oroboros).

Poradi Substrat/ Koncentrace zdasobniho Pridavané teplota skladovani

inhibitor roztoku (rozpoustédlo) mnozZstvi  zdsobnich roztoki
1. digitonin 8mM(H,0) 1-3 pul -20 °C
2. pyruvat IM (H,0O) 20 ul -20 °C
3. malat IM (H,0O) 6 ul -20°C
4. glutamat IM (H,0) 20 ul -20° C
5. ADP+Mg* 0,5M (H,0) 4 ul -80° C
6. sukcinat IM (H,0O) 20 ul -20°C
7. cytochrom ¢ 2mM (H,0) Sul -20°C
8. rotenon 0,5mM (EtOH) 1 pul -20°C
9. oligomycin 2,5mM (EtOH) 0,2-0,6 ul -20°C
10. FCCP ImM (EtOH) 0,2-0,6 pnl -20°C
11. antimycin A ImM (EtOH) 1l -20°C
12. askorbat 0,2M (H,0) 25 ul -20°C
13. TMPD 40mM (H,0) 45 ul -20° C
14. azid sodny 4M (H>0) 5ul -20°C

ADP — adenosin-5 ‘-difosfat, TMPD - tetramethyl-p-phenylendiamindihydrochlorid, FCCP - karbonylkyanid-
p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon.

Vysledna kiivka byla déle analyzovana v programu DatLab (Oroboros).

3.2.3.3 Méfeni koncentrace proteinu podle Lowryho ¥

K 10 pl bunéné suspenze bylo pfidanu 90 pl roztoku RIPAP (RIPA + 1% PIC).
Pro méfeni bylo pouzito 2x 5 pl a 2x7 pl této natedéné suspenze a doplnéno do 200 pl
destilovanou vodou. Déle byly pfipraveny do mikrozkumavek 2 kalibra¢ni fady s BSA
o koncentracich 5, 10, 15, 20 a 25 ul/ml. Do takto pfipravenych vzorkl byl napipetovan
1 ml MIX roztoku pfipraveny z roztoki B (0,5 % (w/v) CuSO4 . 1 HO) a C (1 % (W/v)
vinansodno-draselny) a ndslednym pfidanim roztoku A (0,1 M NaOH, 2 % (w/v) Na,COs)
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v poméru A:B:C = 48:1:1. Vzorky byly poté zamichany na vortexu a 15 min ponechany
stat pfi laboratorni teploté. Dale bylo pfiddno 100 pl Folinova reagens ziedéného
destilovanou vodou (1:1) a nasledné ihned zvortexovano. Po 30 min inkubaci byly vzorky
znovu vortexovany a zmeéfena absorbance na UV/Vis spektrofotometru Schimadzu
pfi 700 nm. Pomoci kalibracni fady byly vypocitany koncentrace proteinu v bunéénych

suspenzich.

3.2.3.4 Analyza krivky ziskané respirometrii

Byly odecteny ustalené hodnoty spotieby kysliku po ptidani ur€itych substratii a inhibitora.
Ziskané hodnoty kiivky spotieby kysliku byly vztaZzeny na celkové mnozstvi proteinu
v komote. Z téchto hodnot byly vypocteny parametry, tj. rozdily mezi hodnotami zmén
spotieb kysliku po ptfidani urCitych latek. Tyto parametry byly definovany na zakladé dat
ziskanych z kiivek kontrolnich a modelovych linii (s inhibovanym prave jednim
komplexem dychaciho fetézce) dostupnych v laboratofi a také na zdkladé porovnavani

s jinymi protokoly. Tyto parametry a jejich poméry zjednodusuji nasledné vyhodnocovani.

PGM-Ama: je rozdil hodnoty respirace po pfidani pyruvatu, glutamatu a malatu a hodnoty
po pfidani inhibitoru antimycinu A (a vSech ptedchozich substratii a inhibitorl). Substraty
PGM stimuluji komplex 1. Antimycin A je inhibitorem komplexu III, a po jeho pfidani je
inhibovan cely dychaci fetézec. Tato hodnota udavé bazdlni respiraci po piidani substrdti

komplexu I.

ADP stim.: je rozdil hodnoty respirace po pfidani PGM-Ama s ptidavkem ADP s Mg”".
Udava nam, jak jsou buniky schopné zvysit spotiebu kysliku po piidani substrdatu ATPasy
(komplex V).

Su-rot: je rozdil hodnot respirace po ptidani sukcindtu a rotenonu. Sukcinat je substratem
komplexu II a rotenon je inhibitorem komplexu I. Hodnota tohoto rozdilu zavisi

na komplexu I (ADP je pfitomno v respiraénim médiu).

Rot-Ama: je rozdil hodnot respirace po pfidani rotenonu a po pfidani antimycinu A. Je
to rozdil po inhibici komplexu I a po celkové inhibici dychaciho fetézce a tento parametr je

zavisly na komplexu I1.
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Omy-Ama: je rozdil mezi hodnotami respirace po pifidani oligomycinu a po pfidani
antimycinu A. Jeho hodnota udava tzv. protonovy unik, tedy respiraci nesouvisejici

s produkci ATP a mlze informovat o mitochondrialnim poskozeni.

Su-Ama: je rozdil hodnot respirace po piidani sukcinatu a po pifidani antimycinu A

a ukazuje celkovou hodnotu respirace funk¢niho systému oxidacni fosforylace.

aTF-Z: je rozdil hodnot respirace po pifidani askorbatu a TMPD (umélé substraty
komplexu IV) a po pfidani azidu (inhibitor komplexu IV). Tento parametr udava

izolovanou hodnotu zavislou na kemplexu IV respirace s u¢inkem tzv. ,,rozptahovace®.

Fc-Ama: je rozdil mezi hodnotami respirace po piidani tzv. ,,rozptahovace* a po pridani
antimycinu A (a vSech ptedchozich latek). Tato hodnota nam tak d4ava informaci o celkové

respiraci elektronového transportniho fetézce.

3.2.4 Analyza na pristroji Seahorse XFe24

3.2.4.1 Priprava desticky

Do 24 jamek kultivaéni desticky na méfeni na pfistroji Seahorse XFe24 (Agilent) bylo
napipetovano 100 pl roztoku poly-L-lysinu (0,01% w/v) natfedéného ultracistou vodou
(MilliQ-UV). Po 10min inkubaci byl roztok vysat a jamky poté 2x promyty 100 pl
MilliQ-UV a vysuSeny do sucha. Do takto pfipravené destiCky byla pipetovana suspenze

bunék nebo média jako blank.

3.2.4.2 Priprava bunék

Buiiky byly kultivovany v lahvi o ploge 75 cm” do konfluence 70-80 % v médiu pii 37 °C
v termostatu. Nasledné jim bylo odsato médium, byly lehce promyty 5 ml PBS, ten byl
odsat a na bunky bylo napipetovéno 1,5 ml 1% (w/v) T+E roztoku. Buniky byly ponechany
5 min v 37 °C a poté rozsuspendovany v médiu (13 ml na 75cm?® lahev). Tato suspenze
byla pfepipetovana do zkumavky a 0,5 ml této suspenze bylo piepipetovano

do mikrozkumavky. Zkumavka se suspenzi byla centrifugovana na centrifuze Centrifuga
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Universal 32R 5 min pii 300xg a 25 °C. V mikrozkumavce byl vypocitan pocet bunék
pomoci mikropipety Handheld Cell Counter (Scepter). Nasledné byl supernatant odebran
ze zkumavky apeleta bunék byla rozsuspendovdna v takovém mnozstvi média,

aby vysledna koncentrace bun¢k byla 35 000 bun¢k na ml.

Do jamek desticky bylo pipetovano 100 pl pfipravené suspenze bun¢k a do 4 jamek bylo
napipetovano 100 pl média jako blank. Desticka byla ptl hodiny inkubovéna
pfi laboratorni teploté a poté pfenesena do termostatu o teploté 37 °C, kde byla ponechéna
hodinu. Néasledné bylo jiz k ptisedlym bunkédm na dno jamek napipetovano 150 ul média.

Desticka byla dale ponechana pies noc v 37 °C.

3.2.4.3 Priprava bunék pro méreni na pristroji Seahorse XFe24

Bunkdm nasetym v jamkach desticky bylo odebrano médium a jamky byly 2x
proplachnuty 1 ml DMEM 5030 média a poté bylo do jamek nepipetovano presn¢ 450 ul
DMEM 5030 média. Nasledné byla desticka s bunkami vlozena do termoregulatoru

do 37 °C bez CO, atmosféry a ponechéna hodinu inkubovat.

3.2.4.4 Hydratace kazety

Kazeta byla hydratovana roztokem XF Calibrant Solution, Seahorse XFe24 (Agilent),
a to tak, ze do spodni ¢asti byl do vSech jamek napipetovan 1 ml tohoto roztoku a celd

kazeta byla ponechdna v 37 °C v termoregulatoru bez CO, atmosféry pies noc hydratovat.

3.2.4.5 Priprava média DMEM 5030

Alikvot praskového média (DMEM 5030, D5030-10X1L, (Sigma-Aldrich)) byl rozpustén
za stalého michani v 900 ml MilliQ-UV vody, déle bylo upraveno pH na cca 7,5, ptidano
333 pl Phenol Red solution (Sigma-Aldrich, 0,5% roztok) a objem upraven na 1 1 média.
Toto médium bylo ihned pfefiltrovano v laminarnim boxu do sterilni lahve a uchovéavano

pfi 4 °C.
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3.2.4.6 Priprava média, substrati a inhibitori pro analyzu glykolyzy

na Seahorse XFe24
Bylo pfipraveno médium DMEM 5030 s 3,9mM L-glutamétem o pH 7,4 pti 37 °C. Dale

bylo do mikrozkumavek pfipraveno nékolik roztokd pro analyzu, jejichz slozeni je

zobrazeno v Tab. 3.6.

Tab. 3.6: Roztoky substrdtii a inhibitorii pro analyzu glykolytické funkce.

objem koncentrace ,
Ay , . . , vyslednd koncentrace
média substrat/ inhibitor objem substratu/ adsobniho substratu/ inhibitoru
DMEM inhibitoru substratu/ v iamce
5030 inhibitoru J
1488 ul oligomycin 12 ul 2,5mM 2 uM
2880 pl glukosa 120 pl 2,5M 10mM
3000 ul  2-deoxy-D-glukosa 1,969 g v 10 ml média M 100mM

3.2.4.7 Priprava média, substrati a inhibitori pro analyzu oxidacni

fosforylace na Seahorse XFe24

Bylo pfipraveno médium DMEM 5030 s 3,9mM L-glutamatem, 5mM glukosou
a 2mM pyruvatem o pH 7,35. Déle bylo do mikrozkumavek pfipraveno nékolik roztoka

pro analyzu, jejichZ sloZeni je zobrazeno v Tab. 3.7.

Tab. 3.7: Roztoky substratii a inhibitorii pro analyzu oxidacni respirace.

obiem média koncentrace vysledna
JD MEM substrdt/ inhibitor objem substratu/ zdsobniho koncentrace
5030 inhibitoru substratu/ substrdtu/ inhibitoru
inhibitoru v jamce
1488 ul oligomycin 12 pul 2,5mM 2uM
3999 ul FCCP 1 pl 20mM 0,5uM
1500 pl FCCP 1000 pl 0,5uM 0,2uM
2475 ul antimycin A Sul SmM 1uM
H rotenon 20 pl 2,5mM 2uM

FCCP - karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon.
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3.2.4.8 Priprava kazety pro méreni oxida¢ni fosforylace na pristroji

Seahorse XFe24

Ptipravené substraty byly zvortexovany. Do jamek A bylo napipetovano 50 ul 20uM
oligomycinu, do jamek B 55 pl 5SuM FCCP, do jamek C 61 ul 2uM FCCP a do jamek D
67 ul roztoku s 10uM antimycinem A a 20uM rotenonem. Schema jamek je zobrazeno

na Obr. 3.1. Kazeta byla inkubovana pii 37 °C v termoregulatoru bez CO, atmosféry ptl

hodiny.

Obr. 3.1: Schema jamek kazety: do jamky A bylo napipetovano 50 ul 20uM oligomycinu, do jamek B 55 ul
SuM FCCP, do jamek C 61 ul 2uM FCCP a do jamek D 67 ul roztoku s 10uM antimycinem A a 20uM
rotenonem.

3.2.4.9 Priprava kazety pro méreni glykolyzy na pfristroji Seahorse

XFe24

Piipravené substraty byly zvortexovany. Do jamek A bylo napipetovano 50 ul 100mM
glukosy, do jamek B 55 pl 20uM oligomycinu a do jamek C bylo napipetovano 61 pl
IM 2-deoxy-D-glukosy (ptiprava substratii viz kapitola 3.2.4.6). Kazeta byla inkubovéna
pti 37 °C v termostatu bez CO, atmosféry ptil hodiny.

3.2.4.10 Analyza na pristroji Seahorse XFe24

Kazeta byla vloZena do analyzatoru Seahorse XFe24 (Agilent) a po kalibraci vloZena
desticka s buitkami. Analyza dat byla provadéna v programu Seahorse Wave 2.4 Software

(Agilent), kde byl vytvaten 1 protokol.
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3.24.11 Dokumentace desti¢ky a jeji uschova pro méreni koncentrace

proteinu

Desticka byla vyjmuta z analyzatoru a jamky byly zdokumentoviany na mikroskopu
Mikroskop Nikon Diaphot 200 pomoci CCD kamery DP50 (Olympus) Nasledné bylo
odsato médium z jamek, které byly poté jemn¢ proplachnuty 1 ml 1x PBS pufru. Po odsati
I1x PBS pufru bylo do jamek napipetovano 30 pul roztoku RIPAP. Desticka byla zabalena
do alobalu a skladovana pfti -20 °C.

3.2.4.12 Méfeni koncentrace proteini dle Bradfordové *

Desticka byla 2x rozmrazena a zamrazena a poté byly z kazdé jamky napipetovany 3 pl
roztoku do dvou mikrozkumavek s797 pl destilované vody. Déle byla pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracich BSA 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 7 pg/ul natedéné destilovanou
vodou na vysledny objem 800 pl. Po napipetovani byly vzorky promichiny na vortexu.
K takto ptipravené kalibra¢ni fad¢ standardt a vzorkt bylo ptidano 200 pl ¢inidla Bradford
a vortexovano. Nasledné byly vzorky inkubovany 5 min za laboratorni teploty. Intenzita
modrého zabarveni byla méfena na spektrofotometru Schimadzu piti 595 nm proti blanku.
Z linearni zavislosti kalibrace byly nasledné¢ vypocitany koncentrace proteinli

v jednotlivych jamkach.

3.2.4.13  Analyza dat z méFeni na Seahorse XFe24 ziskanych
z programu Seahorse Wave 2.4 Software

Analvza méreni glykolvzy bunék na Seahorse XFe24 87

Pfi této analyze, kde se méfi mira extracelularni acidifikace prostiedi bunikami (ECAR,
z angl. ,,extracellular cell acidification rate*), je ziskan graf zavislosti pravé této acidifikace
na Case. Pro ziskani hodnot glykolyzy, glykolytické kapacity, glykolytické rezervy
a neglykolytické kapacity byly odecitdiny rizné parametry mezi sebou, viz Obr. 3.2

na nasledujici strané.
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Glykolyticka funkce
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Obr. 3.2: Glykolyticka funkce: graf zavislosti miry extracelularni acidifikace prostredi vytvorené burntkami
na c¢ase. ECAR - mira extracelularni acidifikace prostredi vytvorena bunikami. Prevzato a upraveno podle 87,

Glykolyza: Tento proces pieménovani glukosy na pyruvat byl méten jako hodnota ECAR
(z angl. ,,extracellular acidification rate*), ziskana po ptidani glukosy.

Glykolytickad kapacita: Tato hodnota je maximalni ECAR ziskané po pfidani oligomycinu,
ktery efektivné zastavi oxidacni fosforylaci. Tedy v situaci nutici buiiky pouzit glykolyzu
do jejich maximalni kapacity.

Glykolytickda rezerva: Tato hodnota ukazuje schopnost bunék reagovat na energetické
pozadavky, tedy schopnost zvysit jakoz i schopnost snizit glykolytickou funkeci.

Neglykolyticka acidifikace: Tento parametr nam ukazuje hodnotu extracelularni
acidifikace zptisobené jinymi zdroji, které nejsou ptipisovany glykolyze.
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Analvza méreni oxidacéni fosforyvlace bunék na Seahorse XFe24 88

Tato metoda zalozend na méfeni spotieby kysliku bunikami (OCR, zangl. ,oxidation
consumption rate®) ndm ukazuje mitochondridlni funkci bun¢k (Obr. 3.3). Jsou k tomu
vyuzivany moduldtory respirace, které¢ jsou cileny na komponenty -elektronového
transportniho fetézce pro zjisténi kliCovych parametri metabolické funkce v mitochondrii.
Oligomycin, FCCP, a mix rotenonu a antimycinu A jsou injikovany postupné pii méfeni
a) respirace spojené s produkci ATP, b) maximdlni respirace a c)nemitochondridlni
respirace. Protonovy Unik, rezervni respira¢ni kapacita jsou dale vypocitany pouzitim

téchto parametra a bazalni respirace.

Mitochondrialni respirace

Oligomycin FCCP Antimycin A
& Rotenon
[

rezervnil
respiracni
kapacita

maximalni
respirace

mitochondrialni respirace
OCR (pmol/min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
¢as (min)

Obr. 3.3: Mitochondridlni respirace: graf zavislosti miry spotieby kysliku buntkami na c¢ase, OCR - mira
spotieby kysliku bunkami. FCCP - karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon. Prevzato a upraveno

podle 88,

Bazalni respirace: Spotteba kysliku nezbytna na ziskani potiebného ATP. Ukazuje
energeticky pozadavek bun¢k za normalnich podminek.

Produkce ATP: Pokles spotieby kysliku po pfidani inhibitoru ATP-synthasy oligomycinu
ukazuje miru bazalni respirace, kterd byla pouzita pro produkci ATP.

Protonovy unik: Zbyvajici respirace nesouvisejici s ATP produkci. Tato hodnota mtize byt
1 znamkou mitochondridlniho poskozeni ¢i mize byt pouzita jako mechanismus regulujici

produkci ATP v mitochondriich.
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Maximalni respirace: Maximalni spotieba kysliku zplisobend rozptazenim oxidacni
fosforylace po pridani tzv. ,rozptahovace* karbonylkyanid-p-trifluoro-
methoxyfenylhydrazonu (FCCP). FCCP simuluje zvySenou disipaci protonového gradientu
na vnitini mitochondridlni membrané, coz vede ke stimulaci respiracniho fetézce. Ten pak
pracuje na maximalni moznou kapacitu a zplisobuje rapidni oxidaci substratii (sacharida,
lipidii, AMK), aby se vyhovélo uméle vytvofenému metabolickému pozadavku. Ukazuje

maximalni hodnoty respirace, kterych bunka mize dosdhnout.

Rezervni respiracni kapacita: Tato hodnota udava schopnost bunky odpovidat
na energetickou potiebu. Také nam wukazuje, jak blizko je bunka pfi respiraci

za normalnich podminek u jejiho teoretického maxima.

Nemitochondridlni respirace (=pozadi): Spotteba kysliku, kterd je zpisobena skupinou
bunécénych enzymi, které pokracuji ve spotiebé kysliku po pfidani rotenonu a antimycinu

A. Toto je dulezité pro ziskavani presného méteni mitochondrialni respirace.
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4 Vysledky

4.1 Obsah dolicholu v moc¢i pomoci analyzy

na tandemovém hmotnostnim spektrometru

o w7

Pro analyzu obsahu dolicholu v moci byl pouzit soubor kontrol a pacientt ¢itajici celkem
125 vzorkt, které byly meéfeny v parech, pokud bylo dostatecné mnozstvi materidlu.
Pro kazdy vzorek byl v programu Analyst 1.6 Software ziskdn chromatograficky zaznam
extrahovanych iontovych produkti s vrcholy zobrazujicimi D17-D20 isoformy.
Chromatogram kontrolniho vzorku je zobrazen na Obr. 4.1 achromatogram vzorku
od NUS1-CDG pacienta je zobrazen na Obr. 4.2 na nasledujici strané. Veskeré namétené
hodnoty obsahu vrcholtd jednotlivych isoforem dolicholi jsou zobrazeny v ptiloze 8.1

na stranach 80-88.

1dad

1.3e4

1224 Kontrola

1,124,

1,024,
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intenzita (cps)
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3000,0

20000

1000,0

W0 152 14 158 188 160 62 164 &E 188 170 172 14 176 78 M0 182 184 16 188 180 182 184 186 138
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Obr. 4.1: LC-MS/MS analyza obsahu dolicholu v moci kontrolniho vzorku, UPLC Agilent 1290 Infinity
LC System a tandemovy hmotnostni spektrometr SCIEX API 4000 LC-MS/MS System AB/MDS (Applied
Biosystem) zobrazené v programu Analyst 1.6 Software (Applied Biosystems): D17-D20 - dolicholy s 17-20
isoprenovymi jednotkami, cps- jednotky intenzity iontového proudu v chromatografickém zdaznamu z angl.
,,counts per second .
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“1 | Pacient NUS1-CDG
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Obr. 4.2: LC-MS/MS analyza obsahu dolicholu v mocéi u pacienta s NUSI-CDG, UPLC Agilent 1290
Infinity LC System a tandemovy hmotnostni spektrometr SCIEX API 4000 LC-MS/MS System AB/MDS
(Applied Biosystem) zobrazené v programu Analyst 1.6 Software (Applied Biosystems): D17-D20 -
dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, cps - jednotky intenzity iontového proudu v chromatografickéem
zaznamu z angl. ,,counts per second *.

Z Obr. 4.1 (str. 44) a Obr. 4.2 je vidét znatelny rozdil mezi spektrem kontrolniho vzorku
a pacienta NUS1-CDG. U kontrol je dominantnim D19, zatimco u pacienta je nejvéetsi
mnozstvi D18, D17 je zvySeny, D19 naopak vyznamné snizeny a D20 prakticky

nezaznamenatelny.

4.1.1 Testovani stability moci pro ucely analyzy dolicholi

Z dat naméfenych pomoci kapalinové chromatografie kombinované s tandemovou
hmotnostni spektrometrii byl vypocten pro kazdy vzorek (5 jedinc, tfi doby zmrazeni, vSe
v dubletu) pomér dolicholu s 18 isoprenovymi jednotkami (D18) ku dolicholu s 19
isoprenovymi jednotkami (D19). Nésledné vypocteni rozmezi poméru D18/D19
pro urcitou dobu zamrazeni moc¢i od odbéru je zobrazeno na Obr. 4.3 a statistické hodnoty
v Tab. 4.1 na nasledujici strané. Metoda statistického zpracovani je popsana v kapitole:

3.2.1.5 na stran€ 31.
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Vliv ¢asu zamraZeni moc¢i na stabilitu poméru D18/D19
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Obr. 4.3: Analyza obsahu dolicholu v moci - Stabilita poméru D18/DI19 v modéi dle rizného casového
intervalu zamraZeni moci od odbéru: D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 — dolichol s 19
isoprenovymi jednotkami, pro tuto analyzu byly pouzity vzorky moci od 5 jedincii, P=0,07

Tab. 4.1: Statistické hodnoty stability moci dle riizného casového intervalu zamraZeni moci od odbéru
ziskané p¥i zpracovdni dat.

Min. Ist Qu. median prumér 3rd Qu. Max. SD N 2,5% 97,5% 95%

1 0,65 0,70 0,77 1,07 0,85 3,7 095 10 0,65 3,12 2,50
5 052 0,59 0,67 0,71 0,73 1,39 0,25 10 0,52 1,25 1,11
24 0,51 0,55 0,64 0,65 0,66 1,00 0,14 10 0,52 0,94 0,88

h — pocet hodin, Min. - minimalni hodnota,Ist Qu. - 1. kvartil, 3rd Qu. - 3. kvartil, Max. — maximalni
hodnota., SD - smerodatna odchylka, N - pocet méreni, 2,5% - 2,5%ni kvantil, 97,5% - 97,5%ni kvantil, 95%
- 95%ni kvantil,

Z Obr. 4.3 a vyslednych statistickych hodnot zobrazenych v Tab. 4.1 plyne, Ze nebyla

prokazana vyznamna zavislost poméru D18/D19 na dobé zamraZeni od odbéru.

4.1.2 Zavislost poméru D18/D19 na pohlavi

Ziskané hodnoty poméra D18/D19 u kontrol byly statisticky zpracovany a byla hledana
zéavislost tohoto poméru na pohlavi. Vysledny graf je zobrazen na stran¢ 47 na Obr. 4.4
a se statistickymi hodnotami zobrazenymi v Tab. 4. (str. 48). Pro zahrnuti v potaz

1 zavislosti na véku, ktera je popisovana v nasledujici kapitole, byl vytvofen graf zavislosti

- 46 -



poméru D18/D19 na véku a pohlavi zobrazeny na Obr. 4.5. Ze ziskanych a zpracovanych

dat nebyla prokazana zavislost poméru D18/D19 na pohlavi.

Zavislost D18/D19 na pohlavi
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Obr. 4.4: Analyza obsahu dolicholu v mo¢i - Zavislost poméru D18/D19 na pohlavi: F — Zeny (vzorky od 28
Jedincit), M — muzi (vzorky moci od 47 jedincii), D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 —
dolichol s 19 isoprenovymi jednotkami

Zavislost D18/D19 na véku a pohlavi
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Obr. 4.5: Analyza obsahu dolicholu v moci - Zavislost poméru D18/D19 na véku a pohlavi: F - Zeny, M -
muzi, D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 — dolichol s 19 isoprenovymi jednotkami, zavislost
na veku:P=0,0002.
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Tab. 4.2 Statistické hodnoty zavislosti D18/D19 na pohlavi.

pohlavi Min. Ist Qu. median prumér 3rd Qu. Max. SD N 2,5% 97,5% 95%

F 0,39 0,47 0,59 0,61 0,72 1,07 0,17 47 039 1,01 0,88
M 0,4 0,52 0,64 0,66 0,74 1,12 0,16 90 042 1,03 0,96
Min. - minimdlni hodnota, Ist Qu. - 1. kvartil, 3rd Qu. - 3. kvartil, Max. - maximdlni hodnota., SD -
smeérodatna odchylka, N - pocet méreni, 2,5% - 2,5%ni kvantil, 97,5% - 97,5%ni kvantil, 95% - 95%ni

kvantil

4.1.3 Zavislost poméru D18/D19 na véku

Z vypoctenych hodnot poméru D18/D19 kontrol byla hleddna zavislost na véku. Byl pouzit
linearni model se smiSenymi efekty popsany jiz v kapitole 3.2.1.5 na strané 31. Vysledny

graf zavislosti poméru D18/D19 na véku je zobrazen na Obr. 4.6.

Zavislost D18/D19 na véku
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Obr. 4.6: Analyza obsahu dolicholu v moci - Graf zavislosti D18/D19 na véku: K - kontrolni vzorky, PP —
pacient s podezienim na CDG, CDGI - pacienti CDG trpici poruchou v genech nezavislych na biosyntéze
¢i metabolismu dolicholu, DPAGTI-CDG - pacient s DPAGTI-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym
podilejici se na metabolismu dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou v genu
pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 —
dolichol s 19 isoprenovymi jednotkami.

Z Obr. 4.6 1 z vypoctl je vidét, ze je zde statisticky vyznamna zavislost hodnoty poméru
D18/D19 na véku. Taktéz zde byli zachyceni dva pacienti P29 a P33s podezienim na CDG

s odlehlymi hodnotami.
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4.1.4 Kontrolni rozmezi pro pomér D18/D19 dle véku

Vzhledem k potvrzené zéavislosti poméru D18/D19 na véku, byly vytvotfeny vékové
skupiny: 0-1 rok, 1-6 let, 6-18 let a nad 18 let, pro které byla vypoctena urcitd rozmezi
s primérem a medidnem a dalSimi statistickymi hodnotami pro dany pomér. Hodnoty
pomért pro vékové kategorie jsou zobrazeny na Obr. 4.7 spolu se statistickymi hodnotami

zobrazenymi v Tab. 4.3.

Zavislost poméru D18/D19 na vékovych kategoriich u kontrol
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Obr. 4.7: Analyza obsahu dolicholu v moci - Zavislost poméru D18/D19 na vékovych kategoriich
u kontrol; <1 — vekové rozhrani od narozeni do 1 roku, 1-6 — vékové rozhrani od 1 az po 6 let, 6-18 — vékové
rozhrani od 6 po 18 let, nad 18 — vékové rozhrani od 18 let., n — pocet jedincii, jejichz vzorky moci byly
analyzovany, D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 — dolichol s 19 isoprenovymi jednotkami.

Tab. 4.3: Statistické hodnoty zavislosti poméru D18/D19 na vékovych kategoriich u kontrol.

vék (roky) Min 1Ist Qu. median prumér 3rd Qu. Max. SD N 2,5% 97,5% 95%

<I 0,54 0,64 0,73 0,76 0,83 1,09 0,17 12 0,55 1,08 1,07
1-6 0,45 0,64 0,73 0,76 0,88 1,12 0,16 30 049 1,06 1,01
6-18 0,42 0,47 0,61 0,62 0,72 1,07 0,16 41 042 09 0,87
nad 18 0,39 0,47 0,56 0,56 0,63 0,84 0,12 54 039 0,81 0,75

Min. - minimalni hodnota, Ist Qu. - 1. kvartil, 3rd Qu. - 3. kvartil, Max. - maximalni hodnota., SD -
smérodatna odchylka, N - pocet méreni, 2,5% - 2,5%ni kvantil, 97,5% - 97,5%ni kvantil, 95% - 95%ni
kvantil.
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4.1.5 Hodnoty pomérii u riznych analyzovanych skupin

Z divodu porovnani jednotlivych testovanych typti onemocnéni byl pro ziskand data
ze vzorkli moc¢i vypocten pomér D18/D19 a nasledné za pouziti stejného modelu analyzy
jako v piedchozi kapitole byl vytvoren graf zobrazeny na Obr. 4.8 se statistickymi daji
v Tab. 4.4 na stran¢ 51.

Zavislost poméru D18/D19 na skupiné
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Obr. 4.8: Analyza obsahu dolicholu v moci - Zavislost poméru D18/D19 na skupiné: K - kontrolni vzorky,
PP - potencionalni CDG pacienti, CDGI - pacienti CDG trpici poruchou v genech nezavislych na biosyntéze
¢i metabolismu dolicholu, PK - heterozygotni prenasec mutace v NogoB-receptoru, DPAGTI-CDG - pacient
s DPAGTI-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu dolicholu, SRD5A3-CDG -
pacient s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, NUSI-
CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 — dolichol
s 19 isoprenovymi jednotkami, n=pocet jedincu, * P< 0,0005.

V grafu zobrazeném na Obr. 4.8 jsou vypocten¢ poméry rozdéleny do skupin: kontrola,
potencialni CDG pacienti, CDG pacienti s poruchou v genu nepodilejicim se na syntéze
¢i metabolismu dolicholu, heterozygotni pfenase¢ mutace v genu pro NogoB-receptor,
pacienti s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu dolicholu, pacienti
s poruchou v genu (SRD5A43) pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, pacienti
s poruchou v NogoB-receptoru podilejicim se na biosyntéze dolicholu. Z Obr. 4.8 je vidét
znatelny rozdil hodnot mezi NUS1-CDG a kontrolami. Hodnota u SRD5A3-CDG pacienta
byla mirn¢ zvySena a u dvou pacientii P29 a P33 s podezienim na CDG byly hodnoty
pomért D18/D19 odlehlé. Taktéz hodnota heterozygotniho prenasece mutace v NUSI genu
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byla mirné zvysSena oproti primérné hodnoté kontrol. Ziskané statistick¢é hodnoty jsou

zobrazeny v Tab. 4.4.

Tab. 4.4: Zavislost poméru D18/D19 na skupiné.

oznaceni Min. 1Ist Qu. medidn priumér 3rd Qu. Max. SD N 2,5% 97,5% 95%

K 0,39 0,50 0,62 0,64 0,73 1,12 0,17 137 0,41 1,04 0,96
PP 0,40 0,46 0,50 0,57 0,63 1,34 0,17 99 042 094 0,89
CDG1 0,44 0,46 0,50 0,49 0,51 0,57 004 10 044 0,56 0,55
PK 0,77 0,78 0,79 0,79 0,80 0,81 0,03 2 0,77 0,81 0,81

DPAGTI-CDG 045 0,46 0,48 0,48 0,49 0,50 0,04 2 045 0,50 0,50
SRD5A43-CDG 0,64 0,67 0,69 0,72 0,76 0,83 0,10 3 0,64 0,82 0,81
NUSI-CDG 3,61 3,62 3,64 3,74 3,80 3,96 0,19 3 3,61 394 393

K - kontrolni vzorky, PP - potenciondlni CDG pacienti, CDGI - pacienti CDG trpici poruchou v genech
nezavislych na biosyntéze ¢i metabolismu dolicholu, PK - heterozygotni prenase¢ mutace v NogoB-receptoru,
DPAGTI-CDG - pacient s DPAGTI-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu
dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou vgenu pro enzym podilejici
se na biosyntéze dolicholu, NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, Min. - minimalni hodnota,
Ist Qu. - 1. kvartil, 3rd Qu. - 3. kvartil, Max. - maximalni hodnota., SD - smérodatnd odchylka, N - pocet

meérent, 2,5% - 2,5%ni kvantil, 97,5% - 97,5%ni kvantil, 95% - 95%ni kvantil

Na Obr. 4.9 na nasledujici stran€ je zobrazena zavislost poméru na véku a je zde pfidana
i pozitivni kontrola s defektem v NogoB-receptoru pro ziskani piesnéjsiho pohledu
na rozdil v poméru mezi kontrolami a NUS1-CDG. Zde je také vidét vyznamny rozdil
tohoto poméru oproti zbylym métenym skupindm, a to i s ohledem na zavislost hodnoty

poméru na veéku.
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Zavislost D18/D19 na véku
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Obr. 4.9: Analyza obsahu dolicholu v moci - Zavislost D18/D19 na véku: K - kontrolni vzorky, PP -
potencionalni CDG pacienti, CDGI - pacienti CDG trpici poruchou v genech nezavislych na biosyntéze
¢i metabolismu dolicholu, DPAGTI-CDG - pacient s DPAGTI-CDG, tedy s poruchou v genu pro enzym
podilejici se na metabolismu dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient s SRD5A3-CDG, tedy s poruchou v genu
pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu, NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, D18 -
dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 - dolichol s 19 isoprenovymi jednotkami

4.2 Analyza obsahu dolicholu v tkanich

Pro homogenaty byly ziskdny stejné chromatogramy jako pro vzorky moci zobrazené
na Obr. 4.1 a Obr. 4.2 na strané 44 a 45. Pro D17-D20 byly vypocteny plochy pod kiivkou
pomoci programu Analyst 1.6 Sofiware (Applied Biosystems) a néasledn€ vypocten pomér
D18/D19 pro kazdy homogenat tkané. Ziskané hodnoty jsou zobrazeny na Obr. 4.10

na nasledujici strané.

Z grafu na Obr. 4.10 (str. 53) je vidét, Ze 1 v tkdnich je vyznamny rozdil mezi pomérem
D18/D19 ukontrol a NUSI-CDG pacientt, kde je vyznamné zvySeny (P<0,0005).
Hodnota pomé&ru se vSak lisi u rznych typl tkani. Taktéz mnoZstvi dolicholu je v rtiznych

tkanich rozdilné.
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Pomér D18/D19 v tkanich
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Obr. 4.10: Srovndni poméru dolicholu D18/D19 v riznych tkdnich u 2 pacientii s NUSI-CDG a kontrol:
Dolicholy byly analyzovany v tkanovych homogenatech pomoci LC-MS/MS, np - pacienti NUSI-CDG, nk -
kontrolni vzorky, D18 — dolichol s 18 isoprenovymi jednotkami, D19 — dolichol s 19 isoprenovymi
Jednotkami, * ( P<0,0005).

4.3 Analyza respirace bunék pomoci Oxygrafu

Ziskana data nameéfend ve spolupraci s pracovnikem laboratofe Mgr. Janou Kiizovou,
na Oxygraph-2k (Oroboros) byla zobrazena v programu DatLab (Oroboros). Vysledny
zaznam z méteni spotieby kysliku je zobrazen na Obr. 4.11 na nésledujici stran€. Ziskané

hodnoty byly nasledné¢ statisticky zpracovany v programu Excel (Microsoft Office).

Z vyslednych hodnot byly ziskdny parametry spotieby kysliku fibroblastli pacienti
po jednotlivych substratech ¢i inhibitorech a nasledné byly porovnavany s naméfenymi

hodnotami u kontrolnich linii fibroblasta.

Hodnoty spotieby kysliku pro jednotlivd méfeni jsou uvedeny v piiloze 8.2, Tab. 8.7

na stran€ 89.
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Obr. 4.11: Zaznam méieni spotieby kysliku kultivovanymi lidskymi koZnimi fibroblasty na p¥istroji Oxygraph-2k (Oroboros) programu DatLab5 (Oroboros); Modra
kFivka zobrazuje aktualni koncentraci kysliku v komore, cervend krivka zobrazuje spotrebu kysliku vztazenou na mnozstvi proteinu. Po naruSeni integrity vnéjsi
cytoplasmatické membrany pridavkem digitoninu (dg) byly v pritbéhu méreni pridavany jednotlivé substraty, inhibitory a rozprahovac v nasledujicim poradi: pyruvat (P),
malat (M), glutamat (G), ADP, sukcinat (su), cytochrom c (cyc), rotenon (rot), oligomycin (omy), karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon, FCCP (fc),
antimycin A (ama), askorbat (asc), tetramethyl-p-phenylendiamindihydrochlorid (TMPD) a azid, A - kontrola, B - NUSI-CDG pacient, ,,02 Flux per mass (4)*“ —
promeénlivost obsahu kysliku vztazena na mnozstvi proteinu v komore A, ,,02 Concentration (A)“ — koncentrace kysliku v komore A
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Parametry respirace u CDG pacientii a kontrol
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Obr. 4.12: Spotieba kysliku po jednotlivych substrdatech ve fibroblastech pacientit s NUS1-CDG ve srovndni s vybranymi typy CDG a kontrolnimi liniemi. Naméieno
na pristroji Oxygraph-2k (Oroboros): PGM-Ama - bazalni respirace, stimulace komplexu I, ADP stim. - zvySeni spotreby kysliku po dodani ADP, Su-rot - Komplex 1
dependentni hodnota, rot-Ama - Komplex Il dependentni hodnota, Omy-Ama - protonovy unik, Su-Ama - oxidacni fosforylace, aTF-Z - Komplex IV dependentni hodnota
s ucinkem rozprahovace, Fc-Ama — elektronovy transportni vetézec s ucinkem rozprahovace, PGM - hodnoty respirace po pridani pyruvatu, glutamdtu a maldtu, Su —
hodnoty po ndasledném pridani sukcinatu, rot — hodnoty po nasledném pridani rotenonu, omy — hodnoty po nasledném pridani oligomycinu, Fe — hodnoty po ndsledném
pridani FCCP, Ama — hodnoty po ndsledném pridani antimycinu A, aTF — hodnoty po naslednim pridani askorbatu a TMPD, Z — hodnoty po naslednim pridani azidu,
NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALGS8-CDG — pacient s poruchou al-3 glukosyltransferase (typ 1), PGMI-CDG — pacient s poruchou
ve fosfoglukomutase (typ I/Il), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase (typ 1), ManlB1-CDG — pacient s poruchou v ol-2 mannosidase 1 (typ II),
RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu II, ATP6API1-CDG- pacient s poruchou v podjednotce
vakuoldrni ATPasy. Zobrazené hodnoty jsou priumeérem ze tri hodnot, kde odchylka nent vétsi nez 20%.
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Z ptedchoziho grafu (Obr. 4.12) vyplyva, Ze hodnoty ziskané z méfeni linie fibroblasti
NUS1-CDG pacienti na oxygrafu jsou srovnatelné s hodnotami kontrolnich linii. Jedina
mozna zaznamenatelnd odchylka od kontrol je mirn€¢ zvySeny protonovy unik, ktery
pak snizuje pomeéry hodnot na ném zavislych. U zbylych hodnot vSak neni patrna

vyznamnéjsi odchylka.

Zaznamy kiivek respirace riznych CDG pacientd maji specificky profil a bude tfeba je
hodnotit individudlné¢ v kontextu k typu glykosylaéniho defektu. Naptiklad pacient
s ATP6AP1-CDG ma vétSinu parametrii snizenych oproti kontrolnim liniim. Nejvice je

snizena respirace komplexu IV po piidani rozptahovace.

Podrobnéjsi rozbor nalezenych zmén u pacientii s riznymi typy CDG nebyl pfedmétem

této diplomové préce a jejich ovéfeni dal§imi metodami bude cilem dal$ich studii.

4.4 Analyza aktivity bunék pomoci pristroje Seahorse

XFe24

Z analyzy respirace buné¢k, naméfené ve spolupraci s pracovnikem Laboratote pro studium
mitochondrialnich poruch, Mgr. Janou KiiZovou, na pfistroji Seahorse XFe24(Agilent)
byly ziskany kiivky zavislosti OCR a ECAR na case. Pro ukdzku je na strané¢ 57
na Obr. 4.13 znazornén pribéh OCR a na Obr. 4.14 prubéh méfeni ECAR u pacientd
s NUSI-CDG a jedné kontroly.
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Obr. 4.13: Funkce mitochondridlni respirace bunék kultivovanych koZnich fibroblastit od pacientit
s NUS1-CDG a kontroly: Tvar kiivky ziskany v programu Wave 2.4 pri analyze mitochondridlni respirace
na pristroji Seahorse XFe24. OCR - mira spotieby kysliku buiikami. OMY — pridavek 2 uM oligomycinu,
FCCP — pridavek 0,5uM karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazonu a nasledne 0,2uM
karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazonu, rot + AmA pridavek 1uM antimycinu A a 2uM
rotenonu.
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Obr. 4.14: Glykolytickd funkce bunék kultivovanych koZnich fibroblastii od 2 pacientii s NUSI-CDG
a kontroly: Tvar kiivky ziskany v programu Wave 2.4 pri analyze glykolytické funkce na Seahorse XFel4.
Graf zavislosti miry spotieby kysliku burnikami na case, ECAR — mira extracelularni acidifikace prostiedi
vytvorend bunkami. glu - pridavek 10mM glukosy, omy — pridavek 2uM oligomycinu, 2-DG — pridavek
100mM 2deoxy-D-glukosy.
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4.4.1 Oxidacni fosforylace

Ze ziskanych dat namétfenych na pfistroji Seahorse XFe24 (Agilent) v programu Wave 2.4
(Agilent) byly vypolteny nasledujici parametry: bazélni respirace, ATP produkce,
protonovy Unik, maximalni respirace a rezervni respiracni kapacita, a to pro 2 NUS1-CDG
pacienty, 3 kontroly a pro porovnani i 7 dalSich CDG pacienti s CDG typu I a typu II.
Vysledné hodnoty jsou zobrazeny na Obr. 4.15. na stran¢ 59. Zékladni data jsou uvedena

v Tab. 8.10 v ptiloze 8.3 na stran¢ 92.

Z grafu na Obr. 4.15 (str. 59) je vidét mirné sniZeni bazalni respirace, ATP produkce,

maximalni respirace a rezervni respiracni kapacity NUS1-CDG oproti kontrolam.

Porovnani vysledki pro NUS1-CDG s ostatnimi typy CDG je komplikované, nebot’ je
vidét u kazdého typu CDG jiny celkovy profil. Naptiklad u CDG IIx jsou zvySené hodnoty
bazalni respirace, ATP produkce a vyrazné¢ zvySené hodnoty maximalni respirace
arezervni respirani kapacity. U ATP6AP1-CDG jsou vSechny tyto hodnoty taktéz
zvySené, avSak maximalni respirace a rezervni respiraéni kapacita nejsou zvySené
v tak velké mife. Také u ATP6AP1-CDG je zvySeny protonovy tUnik oproti vSem ostatnim

vzorkam.

PGM1-CDG a Man1B1-CDG nemaji téméf Zadnou rezervni respiracni kapacitu.
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Mitochondrialni respirace
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Obr. 4.15: Funkce mitochondridalni respirace bunék mérend na pristroji Seahorse XFe24 (Agilent): OCR - mira spotieby kysliku burnikami, NUS1-CDG - pacient
s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou ol-3 glukosyltransferase(typ 1), PGM1-CDG — pacient s poruchou ve fosfoglukomutase (typ I/11),
PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase (typ 1), ManlB1-CDG — pacient s poruchou v ol-2 mannosidase 1 (typ 1I), RFTI-CDG — pacient s poruchou
v proteinu translokujict oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu II, ATP6API-CDG- pacient s poruchou v podjednotce vakuolarni ATPasy. Uvedené hodnoty

Jsou priumérem ze 4 mérent.
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4.4.2 Glykolyticka funkce bunék

Pro vyhodnoceni glykolytické funkce bun¢k byly ze ziskanych naméfenych hodnot
vypocteny nasledujici parametry: glykolyza, glykolytickd kapacita, glykolytickd rezerva
a neglykolytickd acidifikace fibroblasti z 2 NUS1-CDG pacientti, 3 kontrol a dalSich
vybranych typt CDG (ALGS8-CDG, PGMI1-CDG, PMM2-CDG, PMM2-CDQG,
RFT1-CDG, CDG IIx, ATP6AP1-CDG). Vysledné hodnoty jsou zobrazeny na Obr. 4.16

na nasledujici stran¢. Zéakladni data jsou uvedena v Tab. 8.9 v ptiloze 8.3 na stran¢ 91.

Z grafu na Obr.4.16 na stran¢ 61 je viditelnd odliSnost vypoctenych parametri
u NUS1-CDG oproti kontroldm a i ostatnim vzorkiim CDG pacientti. Oproti kontrolam je
viditelny pokles glykolyzy, glykolytické kapacity i glykolytické rezervy. Oproti vét§iné
CDG pacienti (kromé ATP6AP1-CDG) jsou vSechny parametry zvySené. Z grafu taktéz
vyplyva, ze u NUS1-CDG je zvySena neglykolyticka acidifikace oproti kontroldm i vétSing
vzorkd CDG.

Vyrazné odlisny oproti vSem ostatnim je ATP6API-CDG, ktery mé vSechny hodnoty
velmi zvysené. Oproti tomu CDG IIx ma vyrazné snizenou glykolyzu, glykolytickou

kapacitu i glykolytickou rezervu.

U vSech ostatnich typi CDG Ize obecné fict, Ze maji sniZzenou glykolyzu, glykolytickou

kapacitu i glykolytickou rezervu oproti kontrolam.

-60 -



Glykolyticka funkce
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Obr. 4.16: Glykolyticka funkce bunék analyzovand na piistroji Seahorse XFe24,(Agilent): Graf zavislosti miry extracelularni acidifikace prostredi vytvorené bunkami
na ¢ase. ECAR — mira extracelularni acidifikace prostredi vytvorena buitkami, NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou
al-3 glukosyltransferase(typ 1), PGM1-CDG — pacient s poruchou ve fosfoglukomutase (typ I/Il), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase(typ 1),
ManlBI1-CDG — pacient s poruchou v al-2 mannosidase 1 (typ 1I), RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IlIx — pacient
s CDG typu II, ATP6AP1-CDG - pacient s poruchou v podjednotce vakuolarni ATPasy. Uvedené hodnoty jsou primérem ze 4 méreni.
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5 Diskuze

Cilem predkladana prace bylo zavést novou diagnostickou metodu vzéacnych
dédicnych poruch glykosylace do laboratorni praxe. Dulezitym parametrem
pro diagnostiku ur¢itého typu CDG byl zvolen pomér obsahu D18/D19 v mo¢i, a jak
se nasledn¢ ukazalo, taktéz i v tkédnich. Tuto metodu jsme se dale snazili zpiesnit riznymi

parametry a vysetfovanim zavislosti tohoto poméru u kontrol na véku ¢i pohlavi.

Pomér S/N (signadl/Sum zangl. ,signal/moise”) pro referenci D18 byl u vSech
vyhodnocenych vzorkd vyssi nez 10. Kontrola kvantitativnosti ziskanych dat uvadi
hodnotu S/N nad 10 a pro kvalitativni analyzu uvadi, ze pomér S/N musi byt
nad hodnotu 3 ¥.  Tato hodnota poméru S/N proDI8 nad 10 byla podminkou

pro pouzitelnost zmétenych dat k vyhodnoceni.

Pti analyze grafu na Obr. 4.3 na strané 46 si miizeme povSimnout mirn¢ho poklesu poméru
v zavislosti na prodluzujici se dobé mezi odbérem a zamraZzenim vzorku moci. AvSak
po odborném statistickém zpracovani bylo z dat jasné, ze pomér D18/D19 v analyzovaném
souboru neni vyznamné zavisly na dob¢ zamrazeni. Dale je nutné podotknout, zZe vyrazny
vliv na méfeni této zavislosti méla intenzita signdlu. Ta se s nardstajici dobou zamrazeni
postupné zvySovala. NejspiSe je to dlsledek toho, Ze ponechani vzorku moci
pti laboratorni teplot¢ delsi dobu ma pozitivni vliv na néslednou extrakci lipida
a tim i dolicholii. Pro zptesnéni by bylo vSak vhodné rozsitit soubor analyzovanych vzorka
s rozdilnou dobou zamraZeni a taktéz se vice zaméfit na ovlivnéni poméru D18/D19

v zé&vislosti na intenzité ziskaného signalu.

Nebyla zjiSténa vyznamna zavislost poméru DI18/D19 na pohlavi (Obr. 4.4
a Obr. 4.5 na str. 47). Tento vysledek nam zjednoduSuje praci do budoucna, nebot’ nebude

muset byt bran ztetel na pohlavi pfi diagnostickém vySetieni potencionalnich pacientt.

Po statistickém zpracovani dat pomoci linearni rovnice popsané v kapitole: 3.2.1.5

na stran€ 31 byla prokdzana vyznamna zavislost poméru D18/D19 na veku.

Me¢éieni u dvou pacientli s podezienim na CDG vykazalo vétsi odchylku od vékové
odpovidajicich hodnot. Jednd se v prvnim piipadé o divku s autismem, poruchou feci,

poruchou psychomotorického vyvoje, mikrocefalii, epilepsii a atrofii optického nervu.
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V druhém piipad¢ jde o rocni divku s kardiomyopatii a s pozitivni rodinnou anamnézou.

Tito pacienti byli navrzeni pro dalsi studii a vySetieni.

SRD5A3-CDG a DPATGI-CDG vzorky bohuzel neprokédzaly dostate¢nou odlisnost
od kontrol a proto nelze spoléhat na moznost diagnostiky téchto poruch v genech
dalezitych jak pro biosyntézu dolicholu (SRD5A43) tak i1 jeho metabolismus (DPAGTI)
pomoci predkladané analyzy dolicholu na tandemovém hmotnostnim spektrometru. Bude
nutné rozsifit soubor pozitivnich kontrol ve spoluprdci se zahrani¢nimi vyzkumnymi

laboratofemi.

U NUSI-CDG je vidét vyznamny rozdil hodnoty poméru D18/D19 oproti kontrolam

1 pti zapocteni zavislosti tohoto poméru na veku.

Pro zjednoduSeni této diagnostick¢é metody a nasledného vyhodnocovani byly ziskané
hodnoty poméru D18/D19 rozdéleny do veékovych kategorii, a to do kategorie ve véku
<1 roku, 1-6 let, 6-18 let a nad 18 let. Ziskana rozmezi tak mohou poslouzit pro budouci
diagnostické potieby, ale taktéz mohou slouzit pro vyzkum a hledani dal§ich moznych

gent, jejichZ poruchy by se mohly projevit pozménénim poméru oproti kontrolam.

Graf zobrazeny na Obr. 4.8 na strané 50 byl vytvofen hlavné pro zndzornéni vyznamného
rozdilu poméru D18/D19 u NUS1-CDG pacienta a vSech ostatnich naméfenych vzorkl
a jeho hodnota je témét desetkrat vyssi. Je vSak nutné podotknout, Ze zde neni bran ohled
na zavislost poméru D18/D19 na véku a poméru dalSich skupin, mohou tak byt mirné
zkreslené. Napiiklad je zde mirn€ zvySen pomér D18/D19 u zdravého heterozygotniho
pfenase¢e mutace v NUSI genu, ktery nemé Zadné klinické pfiznaky a je sourozencem
dvou homozygotnich pacientii se stejnou mutaci v NUSI genu. Dale se mlze zdat mirn¢
zvySeny pomér u SRD5A3-CDG pacienta. AvSak podivame-li se na graf na Obr. 4.6
na stran¢ 48, kde je uvedena i zavislost na veéku, je dobré zminit, Ze hodnoty pro tyto
poruchy spadaji do rozmezi kontrolnich hodnot a tito pacienti tedy touto metodou nejsou
zachytitelni. Stejné tak i zanikne odlisnost hodnoty poméru u heterozygotniho prenaSece

mutace v NUSI genu.

Podivame-li se na Obr. 4.10 na stran€ 53, miZeme potvrdit hypotézu, Ze poméry D18/D19
jsou u NUS1-CDG pacientil 1 v riznych tkanich odlisné oproti kontrolam podobné, jak je
tomu 1 u vzorkli moc¢i. Ve tkanich jsou vSak mezi témito poméry rozdily. Piekvapujicim

zjisténim je, Ze nejvetsi rozdil téchto pomért mezi NUS1-CDG a kontrolami je pravé

-63 -



v srdci, nebot’ podivame-li se na klinické pfiznaky pacientl, neni zde zaznamenano zadné
postizeni srdce *’. Je tedy otizkou do budoucna, jak dilezitou roli hraje dolichol v srde&ni

tkani.

U mozkové kiry naopak vime, ze dolichol a celkové lipidy jsou zastoupeny ve velkém
mnoZstvi a hraji zde velice dilezitou roli '°. Je vidét ve srovnani se srdcem mensi rozdil
mezi NUS1-CDG a kontrolami, avsSak stale je velmi vyznamny. To, ze dolichol hraje
v mozkové¢ kiife dilezitou roli, je i dokazatelné z klinickych ptiznakii, kde porucha jeho
biosyntézy vede k mikrocefalii a mentélni retardaci >’. U nasich 2 pacienti s NUS1-CDG
se rozvinula mikrocefalie arezistentni epilepsie. Histologické nalezy v mozkové tkani

pacienta potvrdily nespecifickou ztratu neuronti v mozkové kiife a mozecku .

U kosterniho svalu byl rozdil poméri druhy nejvétsi v nami testovanych tkanich
a z klinickych piiznakii NUS1-CDG pacientd, mezi které patii svalova hypotonie

muzeme soudit, ze i ve svalech hraje dolichol vyznamnou roli a je nezastupitelny.

V jatrech byl rozdil poméri D18/D19 u kontrol a NUS1-CDG pacientd nejmensi, avsak
stale vyrazny. Role dolicholu v jatrech je jisté také velice dilezitd a to hlavné z divodu
potieby glykosylace. Ve fibroblastech od NUSI1-CDG pacientii byla zjiSténa (kromé

snizené hladiny dolicholu) i zvy$ena akumulace volného cholesterolu °’.

Tato prace dokazuje, ze pfedkladana metoda miiZze slouzit dale jako metoda diagnosticka,
avsak presna diagnostika se da s jistotou ukazat jen u pacientdi NUS1-CDG. Dalsi literatura
ukazuje, Ze je tato metoda pouzitelnd 1 pro diagnostiku pacientd s poruchou

dehydrodolicholdifosfatsynthasy DHDDS-CDG *>*°.

Bohuzel vSak se tato metoda ukézala jako nespecifickd pro diagnostiku pacientd trpicich
poruchou SRD5A3-CDG a DPAGTI1-CDG. Oba enzymy, jejichZ poruchy zpiisobuji toto
onemocnéni, jsou sice zapojeny v metabolismu ¢i biosyntéze dolicholu, ale ani jeden
znich neni zapojen pfimo do kroku prodluzovani fetézce dolicholu navazovanim IPP

na FPP.

U SRDS5A3-CDG bylo pivodné piedpokladano, ze jeho dysfunkce bude mit vliv
na celkovou enzymovou kinetiku, coZ nejspiSe m4, ale my tyto zmény nejsme schopni

zachytit metodou pouZitou v této praci.
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Z vysledki plyne, ze pacienti s onemocnénim NUS1-CDG maji vétsi mnozstvi D18, velmi
snizené mnozstvi D19 a téméf zddné mnozstvi D20 v porovnani s kontrolami. Je tedy
otazkou, co mize zpusobit tak velkou zménu ve funkcnosti celkového dolicholu, kdy je
pozménén pomér rizné dlouhych fetézci. Zatim nejpravdépodobnéjsi hypotézou je navrh,
ze D18 je méné stabilni v membrané a neplni tak dobtfe funkci oligosacharidového

pienasece.

Velkou vyhodou této metody je neinvazivnost, nebot potiebnym materidlem
pro diagnostiku pacienta je mo¢. Dale nam tato metoda umoznuje pomérné snadno a rychle
zm¢fit relativni obsah dolicholu. Nevyhodou je vSak finan¢ni naroCnost na piistrojové

vybaveni.

Analyza respirace na oxygrafu je zaloZzena na méfeni spotieby kysliku v suspenzi
bun¢k a zménach spotteby kysliku po pfidavani riznych substratii ¢i inhibitord. Vystupem
jsou kfivky, ze kterych jsou odecCteny respiracni parametry. Ktivky u linii bunék pacienti

jsou porovnavany s kontrolnimi kiivkami.

U pacientt NUS1-CDG je mozné fict, ze maji funkci respirace koznich fibroblasti
srovnatelnou s kontrolnimi liniemi. Jediny faktor odlisny od kontrol je mirn€ zvySeny
protonovy Unik, ktery pak snizuje poméry hodnot zavislych na ném. MlZe nam tedy podat
zpravu o tom, ze efektivita vyuzivani protond a protonového potencialu témito bunkami je

mirné sniZzena, avSak celkova respirace a tedy oxidacni fosforylace je normalni.

Pivodnim pldnem bylo zméfit respiraci linii fibroblast u dalSich pacienti CDG
pro porovnani pacienti NUSI-CDG jak s kontrolami, tak s ostatnimi druhy CDG.
Z vysledki je vSak patrné, Ze kazdy typ CDG ma uplné jiny profil samostatné rozsahle
diskutovatelny. Neni tedy v ,,moZnostech® a ani neni cilem této prace popsat respiraci linii
fibroblastii vSech zbylych CDG typi. Pro ptiklad vSak mtize byt poukdzano na nékolik
vyznamnych zmén oproti kontroldm a tedy i oproti NUS1-CDG.

Naptiklad u ATP6A1-CDG je nutné poznamenat, ze prubéh kiivky byl velice odlisny
oproti kontrolnim liniim, a to vétSinou s hodnotami mnohem niz§imi. Jak jiz bylo zminéno,
nejvice je viditelny nedostatek komplexu IV pfi pfidani rozpfahovace FCCP, kdy buiiky

nebyly schopné zvysit respiraci a tedy 1 spotiebu kysliku tak dobte, jako vétSina ostatnich
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linii. Déle je zde vyrazné sniZena aktivita elektronového transportniho fetézce. Aktivita
cytochrom ¢ oxidazy (komplexu IV) je pravdépodobné snizena bez ohledu na membranovy
potencial na vnitini mitochondridlni membran¢ nebo ATP6AP1-CDG fibroblasty maji
snizené mnozstvi mitochondridlni masy vztazené na celkovy protein. Je tedy mozné,
ze mitochondridlni metabolismus neni patologicky, ale organel je v buiice méné.

Pro potvrzeni této hypotézy vsak bude potieba udé¢lat dalsi analyzu.

Dale Man1B1-CDG je velice zajimavym piikladem. Z namétenych hodnot vyplyva, Ze ma
snizenou stimulaci respirace po piidani ADP, coz mlze poukazovat na defekt
ATP-synthasy. Taktéz vétSina dalSich hodnot je velmi snizend oproti kontrolam, ale také
i oproti vét§iné CDG pacientti. Naptiklad hodnoty zavislé na komplexu I a komplexu II
jsou snizené. Z téchto dat souhrnné vyplyva, ze Man1B1-CDG ma celkové velmi snizenou
oxidacni fosforylaci v builkkdch s nedostatecnou funkei elektronového transportniho
fetézce. Ukazuje nam to vSak, Ze komplexy I a II a elektronovy transportni fetézec jsou

v zavislosti na celkové oxidacni fosforylaci poméroveé srovnatelné.

Analyza na pfistroji Seahorse XFe24 ndm poslouzila dvojim zplGsobem. Pomoci
mefeni oxidacni fosforylace bunck bylo mozné porovndvat vysledné kiivky z oxygrafu
s vysledky namétenymi analyzatorem Seahorse XFe24. TaktéZz bylo mozné zaznamenat
pfipadny rozdil respirace u intaktnich bunék a u bunék s permeabilizovanou
cytoplazmatickou membrénou po piidavku digitoninu (oxygraf). Pomoci analyzatoru
Seahorse XFe24 byla nepifimo ziskéna i informace o schopnosti bun€k pfijimat substraty
z vnéjSiho prostredi. Dale byla moZnost zjistit glykolytickou funkci u pacienti s CDG,

coZ nam davé novy pohled na tato onemocnéni.

Z Obr. 4.15 na stran¢ 59 vyplyva, ze vSechny métené hodnoty u linii fibroblastd NUSI-
CDG pacientl jsou oproti kontrolam snizené, kromé mirné zvySené¢ho protonového tniku
(neni tak vyrazné jako je tomu u méfeni na oxygrafu). Maximalni respirace je snizena
nepatrné, coz pak 1 snizuje rezervni respiracni kapacitu, kterd je, podivame-li
se na procentualni zastoupeni, srovnatelna s rezervni respirac¢ni kapacitou kontrolnich linii.
Muizeme fici, ze bazalni respirace bunck linie fibroblasti od NUS1-CDG pacienti je
snizena a taktéz 1 produkce ATP neni srovnatelnd s kontrolami. Z toho vyplyva,

Ze respirace vztazend na celkovy protein je niz§i. Rezervni respiracni kapacita ziistava
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u NUSI1-CDG fibroblastti zachovana, coz miize poukazovat na normalni mitochondridlni
metabolismus, ale na snizenou mitochondridlni masu v bunce, kterd tak zajisti mensi

produkci ATP na buriku.

Na Obr. 4.16 na strané¢ 61 je graf, zobrazujici glykolytickou funkci bun¢k za riiznych
podminek. NUS1-CDG pacienti maji mirn€¢ snizenou glykolyzu. Jejich celkova
glykolyticka kapacita je taktéz snizena oproti kontrolnim builkkdm a to samé lze fici
o glykolytické rezerve. Neglykolyticka acidifikace je naopak mirné zvysena, jejiz pfi¢inou
muze byt zvySend glykogenolyza, ktera pfispivda kacidifikaci média (vyjma
glykolyzy) °"+*2. Schopnost fibroblastii z NUS1-CDG pacientii provadét glykolyzu je tedy

znateln€ nizsi oproti kontrolnim liniim.

Podivame-li se na ostatni pacienty CDG, mlZeme fici, Ze pacienti CDG I maji podobny
profil hodnot. Glykolyza, glykolyticka kapacita i glykolyticka rezerva jsou vyrazné snizené
oproti kontrolnim vzorkiim i NUS1-CDG pacientim. Schopnost glykolyzy a reakce
na rizné stresové situace jsou tedy u fibroblasti CDG pacientli omezené oproti kontrolnim

liniim.

CDG IIx ma profil nejvice snizené glykolyzy, glykolytické kapacity a tedy 1 glykolytické
rezervy. Jeho schopnost glykolyzy by se dala popsat jiz jako kritickd a rozhodné

nedostacujici.

Déle pak ATP6AP1-CDG ma velice zajimavy a naprosto odliSny profil oproti vSem
ostatnim CDG-pacientim. Miizeme si povSimnout zvysené glykolyzy i oproti kontrolam
a velké glykolytické kapacité, ze které vyplyva i vyrazna glykolytickd rezerva bunék.
TaktéZ maji zvySenou neglykolytickou acidifikaci, ktera je dana glykogenolyzou
,»Vyzadanou* buitkami pro ziskani glukosy pro glykolyzu. Tento profil pacienta je velice
zajimavy a neobvykly. Pro ptesnéjsi objasnéni, pro€ je jeho profil tak odlisny od ostatnich

pacientt bude potfeba provést jesté n€kolik analyz.

Vysledky analyzy energetického metabolismu na oxygrafu a na analyzatoru Seahorse
XFe24 nebyly u vSech pacientl podobné. Je to déno hlavné rozdilnymi podminkami,
za kterych byla respirace bun€k v obou pfistrojich métena. Napiiklad u NUS1-CDG nebyl
pfi méfeni na oxygrafu se saturujicim mnozstvim substrdtu zaznamenan jakykoliv pokles
¢i vyrazny rozdil respirace oproti kontrolam, ale u méteni na pfistroji Seahorse XFe24 byla

respirace intaktnich bun¢k v médiu snizend. NejspiSe je to dano celkovou sniZenou
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schopnosti bungk linii fibroblastl ziskavat potiebné substraty z vnéjSiho prostiedi. Taktéz
je nutné podotknout, ze v piipadé méfeni na oxygrafu doSlo k permeabilizaci
cytoplazmatické membrany pomoci digitoninu. Pro analyzu na pfistroji Seahorse XFe24
se pouzivaji nativni intaktni buiiky a tedy v mitochondriich pravdépodobné nebyly

substraty dostupné v saturujici koncentraci.

Zjisténi snizené respirace je v souladu s dalS$imi patologickymi nalezy v liniich obou
pacientd s NUS1-CDG. Ve fibroblastech pacientd s NUS1-CDG byly detekovan zvyseny
vyskyt tzv. ,,mega-mitochondrii* (z angl. ,,giant mitochondria”) ve srovnani s kontrolou

a dezintegrovana mitochondrilni sit’ .

Byly prokazany zmény v expresi proteintl, které se ti€astni transportu vapniku, participuji
v kaskadé€ apoptosy a autofagie. Spravna koncentrace véapniku je nezbytna pro spravnou
funkci fady mitochondridlnich enzymii a navic, jeji koncentrace muze ovliviiovat
ultrastrukturu  mitochondrii v souvislosti se zménami ve funkci mitochondridlniho
permeabilniho péru prechodné propustnosti **. Otazkou zistava, zda nalezené zmény jsou
zpusobeny sekunddrné snizenou glykosylaci nebo piimo nedostupnosti pfislusnych

dolicholu.

Nutné je také upozornit na fakt, ze ve fibroblastech se nemusi onemocnéni vzdy
projevit. Jejich vysledné hodnoty se mohou lisit od hodnot respirace a glykolyzy bunck
jinych tkani. Nicméné, fibroblasty jsou velmi snadno dostupné buniky a vzhledem k jejich
snaze adherovat na povrch 1 dobfe méfitelné na analyzatoru Seahorse XFe24. Vyhodou je
1 moznost ziskat dostatecny pocet bunck ke vSem analyzam. Proto jsou stile nejCastejSim

pouzivanym zdrojem bunék pii diagnostice.
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6 Souhrn a zavér

V této diplomové praci byla testovana a zavedena do laboratofe nova diagnosticka
metoda pro pacienty s podezienim na dédi¢né poruchy glykosylace, které jsou zptisobeny
poruchou biosyntézy dolicholu. Analyza byla provddéna pomoci LC-MS/MS. Jedna
se o0 neinvazivni pfistup, nebot’ zkoumanym materialem je snadno dostupna mo¢. Hlavnim

parametrem hodnoceni byl pomér dolicholti D18/D19.

V kontrolnim souboru 76 zdravych kontrol byla v moc¢i zjiSténa vyznamna zavislost
poméru DI18/D19 na véku a byly definovany kontrolni rozmezi pro rtizné vékové

kategorie: <1 let: 0,76+0,17, 1-6 let: 0,76+16, 6-18 let: 0,62+0,16, nad 18 let: 0,56+0,12.
Zavislost D18/D19 na pohlavi zjisténa nebyla.

U pacienti s NUS1-CDG byl vmoc¢i pomér DI18/D19 8-10ti ndsobné zvysen
ve srovnani s kontrolami. ZvySend hodnota poméru DI18/D19 byla u pacientt
s NUS1-CDG zjisténa i v srdci, kosternim svalu, mozkové kiie a jatrech. Hodnoty téchto

poméru se lisily v zévislosti na typu tkané.

V predkladané praci byl v kultivovanych koznich fibroblastech zkouman dopad
narusené biosyntézy dolicholu na energeticky metabolismus pomoci funk&nich metod.
Analyza spotfeby kysliku pomoci vysoce citlivé polarografie neprokédzala zadné vyznamné

zmény ve srovnani s kontrolami a i1 dalSimi typy CDG.

Analyza spotieby kysliku v redlném Case na pfistroji Seahorse XFe24 prokézala
snizenou celkovou respiraci a glykolytickou funkci bun¢k s NUS1-DG ve srovnani

s kontrolami a taktéz u vétSiny ostatnich métenych typtt CDG (kromé ATP6AP1-CDG).

Tato prace ukazuje na novou moznost diagnostiky pacienti se vzacnymi CDG. Déava
unikatni moznost zkoumat zatim ne pfili§ znamé funkce dolicholu. Pfindsi novy pohled
na patobiochemické souvislosti poruch glykosylace a energetického metabolismu

u pacientii s CDG a to pomoci analyzy na ptistrojich Seahorse XFe24 a oxygrafu.
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8 Piilohy

8.1 Namérené hodnoty dolicholi pomoci metody LC-

MS/MS

Tab. 8. 1: Ziskané hodnoty ploch vrcholit jednotlivych isoforem dolicholu u kontrolnich vzorkit Zen
v bezrozmérnych jednotkdch.

oznaceni  pohlavi  vék (roky) D17 D18 D19 D20 D18/D19

K1 F 9 913 5236 11357 4856 0,46

K2 F 57 3852 27761 59318 30409 0,47
K3A F 29 13918 86450 208070 93535 0,42
K3B F 29 1665 8670 12881 3331 0,67
K3C F 29 1745 8577 11866 3119 0,72
K4A F 3 2190 17611 21693 2034 0,81
K4B F 3 2327 10767 12206 2147 0,88

K5 F 45 125 943 1321 335 0,71

K6 F 31 12958 82796 197530 85878 0,42
K7A F 52 2281 13534 22497 5771 0,60
K7B F 52 3711 22075 38786 11420 0,57
K8A F 18 921 4408 9102 3729 0,48
K8B F 18 2652 13030 27854 10173 0,47
K9A F 14 3741 23054 39660 12999 0,58
K9B F 14 7743 43929 72091 24998 0,61
K10A F 19 1248 6597 9121 2307 0,72
K10B F 19 832 4666 5879 1463 0,79
KI11A F 2 250 756 1050 380 0,72
K11B F 2 198 578 861 194 0,67
KI12A F 16 1151 4808 5547 1366 0,87
K12B F 16 1305 5144 7131 1968 0,72
K13 F 30 162 471 976 507 0,48
K14 F 28 2703 17429 42839 19695 0,41
KI5A F 1 232 869 1402 549 0,62
K15B F 1 180 592 574 214 1,03
K16 F 51 10545 67872 175690 83349 0,39
K17A F 18 347 1406 3135 1487 0,45
K17B F 18 4375 25260 57375 24259 0,44
K18 F 9 1755 11535 27042 12145 0,43
K19 F 2 1966 12178 27125 10989 0,45
K20A F 48 5597 32309 65262 25251 0,50
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oznaceni  pohlavi  vék (roky) D17 Di8 D19 D20 D18/D19

K20B F 48 5753 34319 60449 22802 0,57
K21A F 43 1287 5383 7640 2406 0,70
K21B F 43 1523 7135 11078 3091 0,64
K22A F 7 3196 16669 23166 5656 0,72
K22B F 7 2895 15203 20202 5067 0,75

K23 F 22 3176 16544 42403 22487 0,39

K24 F 8 1115 5991 13018 5854 0,46
K25A F 43 3264 21673 36057 10406 0,60
K25B F 43 8436 51295 98863 34138 0,52

K26 F 30 3307 24135 57544 26543 0,42
K27A F 43 3050 16346 29470 8686 0,55
K27B F 43 2794 14954 25270 8171 0,59
K27A F 43 3050 16346 29470 8686 0,55
K27B F 43 2794 14954 25270 8171 0,59
K28A F 48 2141 9733 14673 4370 0,66
K28B F 48 3050 16141 29023 8525 0,56

D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, F — Zeny.

Tab. 8. 2: Ziskané hodnoty ploch vrcholit jednotlivych isoforem dolicholu u kontrolnich vzorkit muZii

v bezrozmérnych jednotkdch.

oznaceni  pohlavi vék (roky) D17 Di8 D19 D20 DI18/DI19

KI1A M 4 7579 40301 64903 20568 0,62
K1B M 4 6286 32922 54443 16829 0,60
K2A M 15 3131 16638 24874 12546 0,67
K2B M 15 2911 16332 22771 5984 0,72
K3A M 32 4690 23701 48248 17586 0,49
K3B M 32 3044 11009 17818 6178 0,62
K4A M 81 2182 10993 18848 6844 0,58
K4B M 81 2885 13628 22999 8598 0,59
K5 M 10 4917 31255 69040 29007 0,45
K6A M Imés 1883 8105 11389 3735 0,71
K6B M Imés 2287 10744 14518 4081 0,74
K7A M 13 1172 6416 10708 3791 0,60
K7B M 13 737 4501 7054 2723 0,64
K8A M 7 més 722 2747 2517 713 1,09
K8B M 7mes 844 2804 2679 614 1,05
K9A M 13 4184 22928 29947 8327 0,77
K9B M 13 5052 23187 31442 8064 0,74
K10A M 6 5654 31344 49108 14934 0,64
K10B M 6 5995 34520 53248 16494 0,65
KI11A M 34 7486 36515 70636 21172 0,52
K11B M 34 9260 49303 95212 37227 0,52
K12A M 8 1580 10063 20071 8488 0,50
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oznaceni  pohlavi vék (roky) D17 Di8 D19 D20 DI18DI19

K12B M 8 5971 26640 29543 5446 0,90
KI13A M 33 671 3386 4162 1139 0,81
KI13B M 33 899 3640 5188 1002 0,70
K14A M 15 7022 34291 64829 26391 0,53
K14B M 15 7325 36745 65551 25460 0,56

K15 M 14 5688 30721 68899 28963 0,45
KI16A M 21 402 1947 4137 1657 0,47
K16B M 21 351 2287 4586 2208 0,50
K17A M 8 485 1988 2436 584 0,82
K17B M 8 408 1507 1911 444 0,79
KI18A M 7 1428 6148 7357 2143 0,84
K18B M 7 2523 15915 22988 6133 0,69
KI19A M 41 4691 17619 27669 8755 0,64
K19B M 41 4576 18224 29090 8927 0,63
K20A M 10 3317 21476 46382 20205 0,46
K20B M 10 3830 24210 53983 23337 0,45
K21A M 2mésice 1362 5757 6799 1691 0,85
K21B M 2mésice 1204 5838 7026 1915 0,83

K22 M 40 53800 339790 848430 502270 0,40
K23A M 58 1006 4889 10323 4064 0,47
K23B M 58 1628 9321 21142 6969 0,44
K24A M 19 2650 13697 22678 7373 0,60
K24B M 19 2755 12066 18191 5319 0,66
K25A M Tmésict 129 574 709 263 0,81
K25B M Tmésici 1038 6487 10086 3757 0,64
K26A M 20 1798 7382 12852 4567 0,57
K26B M 20 2731 14238 28252 10683 0,50
K27A M 10 16110 78191 122990 34018 0,64
K27B M 10 16037 81290 121900 36695 0,67
K28A M 7 7780 47660 101810 40709 0,47
K28B M 11 5371 28960 48922 12682 0,59
K29A M 11 2481 12440 19742 5315 0,63
K29B M 11 3863 18370 27846 9506 0,66
K29C M 11 2634 12250 21271 6828 0,58
K30A M 25 1014 4646 5503 1366 0,84
K30B M 25 1438 5664 7830 1895 0,72
K31A M 6 314 885 1046 206 0,85
K31B M 6 162 689 646 61 1,07
K32A M 4 3442 14974 19219 4925 0,78
K32B M 4 2660 12254 16618 4315 0,74
K33A M 2 7559 41097 55898 16199 0,74
K33B M 2 6638 37503 54867 14432 0,68

K34 M 17 489 2103 5044 2545 0,42
K35A M 3 2571 8719 9116 1911 0,96
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oznaceni  pohlavi vék (roky) D17 Di8 D19 D20 DI18DI19

K35B M 3 2141 6925 6174 1414 1,12
K35C M 3 3341 16610 23576 7864 0,70
K35D M 3 2802 13970 21978 6523 0,64
K36A M 2 mésice 800 5028 8683 3648 0,58
K36B M 2 mésice 776 4438 8193 2753 0,54
K37A M 1 4141 19380 22689 4141 0,85
K37B M 1 4361 19039 23049 4170 0,83
K37C M 1 4010 21728 32054 8747 0,68
K37D M 1 4145 25105 40275 12546 0,62
K38A M 22 5830 32078 54307 17919 0,59
K38B M 22 6572 34201 64743 20319 0,53
K39A M 3 3786 16128 16771 3002 0,96
K39B M 3 2056 9591 10153 1523 0,94
K40A M 1 564 2537 2608 594 0,97
K40B M 1 749 3378 3737 719 0,90
K41A M 1 1584 9217 13725 2453 0,67
K41B M 1 1812 8782 14222 4020 0,62
K42A M 47 83 529 1216 691 0,44
K42B M 47 2426 15083 34228 17045 0,44
K43A M 74 2032 10549 23180 9302 0,46
K43B M 74 2961 17549 34081 13014 0,51

K44 M 2 850 3394 6642 3089 0,51

K45 M 39 1256 5858 14339 7458 0,41
K46A M 2 3143 13809 18310 4761 0,75
K46B M 2 4352 19521 26678 8126 0,73

K47 M 22 4323 24706 50226 24394 0,49

D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, M - muzi.

Tab. 8.3: Ziskané hodnoty ploch vrcholii jednotlivych isoforem dolicholii u vzorkii pro analyzu stability
moci v bezrozmérnych jednotkdach.

oznacleni pohlavi  vék (roky) D17 D18 D19 D20 D18/D19
KI11A F 23 400 2588 2687 622 0,96
K11B F 23 412 1810 2679 659 0,68
K21A F 23 1028 5733 7478 2089 0,77
K21B F 23 1475 8626 10728 2598 0,80
KI15A F 23 1056 4842 8309 2986 0,58
K15B F 23 990 4994 8189 2347 0,61
K25A F 23 751 4665 6133 1246 0,76
K25B F 23 978 5842 11122 2374 0,53
K124A F 23 1479 7988 14704 4347 0,54
K124B F 23 1903 11654 22204 7050 0,52
K224A F 23 5086 36109 64287 17959 0,56
K24B F 23 3149 20997 33379 9689 0,63
K31A F 23 629 5462 1456 545 3,75
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oznaleni pohlavi  vék (roky) D17 DI18 D19 D20 DI18/D19

K31B F 23 663 4917 5709 2266 0,86
K35A F 23 1022 5739 4125 1521 1,39
K35B F 23 11325 83053 158640 59538 0,52
K324A F 23 11208 72159 140180 50064 0,51
K324B F 23 675 4630 4633 1693 1,00
K41A M 23 2695 12379 19004 6092 0,65
K41B M 23 2794 13900 18149 5547 0,77
K45A M 23 2497 13026 17550 4927 0,74
K45B M 23 2671 15772 23584 7058 0,67
K424A M 23 2418 12630 19606 5737 0,64
K424B M 23 2262 11829 17849 4899 0,66
KS51A F 28 2503 13268 20390 5764 0,65
K51B F 28 1923 8517 11074 3586 0,77
KS55A F 28 2331 11898 17847 5440 0,67
K55B F 28 2293 10809 15200 4137 0,71
K524A F 28 2186 10545 16307 4226 0,65
K524B F 28 2069 9599 13018 3624 0,74

D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, F — Zeny, M — muzi.

Tab. 8.4: Ziskané hodnoty ploch vrcholii jednotlivych isoforem dolicholii u vzorkii moci pacientit
s podezienim na dédicné poruchy glykosylace v bezrozmérnych jednotkdach.

oznaceni pohlavi vék (roky) D17 D18 D19 D20 D18/D19
1A M 6 mésict 1192 4147 4836 1127 0,86
1B M 6 mésicu 691 2226 2287 507 0,97
2A M 16 4270 21773 29232 4400 0,74
2B M 16 3979 11026 12666 3307 0,87
3A M 2 1576 8362 16653 7264 0,50
3B M 2 1190 6672 13276 5119 0,50
4A M 9 1653 54140 126170 6838 0,43
4B M 9 1729 42396 99826 7733 0,42
5A M 13 9541 65610 131345 56334 0,50
5B M 13 6131 35339 70366 30052 0,50
6A M 5 11938 71600 162770 74808 0,44
6B M 5 8739 54846 124100 56641 0,44
7A M 7 222 1224 1426 444 0,86
7B M 7 351 1321 2024 533 0,65
8A F 1 8210 60657 120210 51188 0,50
8B F 1 5781 48761 100730 41296 0,48
9A M 15 865 3693 4606 1228 0,80
9B M 15 725 2582 2964 711 0,87
10A F 4 3552 28491 55993 22064 0,51
10B F 4 4651 28557 59498 24804 0,48
10C F 4 4610 31349 65910 28899 0,48
10D F 4 2978 18387 40154 16590 0,46
11A F 19 2759 8178 15122 5190 0,54
11B F 19 323 958 1737 554 0,55
12A M 13 4032 18661 31937 10076 0,58
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oznacleni pohlavi vék (roky) D17 DI8 D19 D20 D18/D19
12B M 13 5991 28863 48363 16141 0,60
13A M 18 4000 17511 24337 6911 0,72
13B M 18 4117 18425 27395 8186 0,67
14A M 2 8234 53240 104680 43104 0,51
14B M 2 7963 47845 95323 38833 0,50
15A M 17 935 5753 12869 5576 0,45
15B M 17 1103 4921 10659 4622 0,46
16A F 6 mésicu 2784 17081 33715 13878 0,51
16B F 6 mésicu 11708 71014 150860 65845 0,47
17A F 12 289 1273 2963 911 0,43
17B F 12 489 2897 4758 1673 0,61
18A F 22 10080 63799 154070 71851 0,41
18B F 22 10019 64635 159810 73107 0,40
19A F 1 4873 31601 63567 28937 0,50
19B F 1 5017 31671 63561 28785 0,50
20A F 3 158 4125 9127 3491 0,45
20B F 3 1103 4008 7993 3103 0,50
21A F 9 679 3828 7733 3535 0,49
21B F 9 695 4242 8657 4351 0,49
22A M 5 1653 8711 17639 6838 0,49
22B M 5 1729 10112 19172 7733 0,53
43A M 10 1766 8157 17237 6606 0,47
43B M 10 5438 35916 77878 32595 0,46
23A M 16 2735 14774 32260 16691 0,46
23B M 16 1948 11215 26186 12803 0,43
23C M 16 2256 15510 32421 16024 0,48
23D M 16 178 14123 33639 16609 0,42
24A F 14 3438 7668 17692 16981 0,43
24B F 14 3442 7674 19042 18226 0,40
24C F 16 2659 14673 25233 7652 0,58
24D F 16 836 4674 7741 2529 0,60
25A F 7 6058 44947 94835 41142 0,47
25B F 7 8931 64614 134730 60138 0,48
25C F 7 11839 71467 153230 70548 0,47
26A F 6 226 2751 4164 1277 0,66
26B F 6 582 2333 2668 933 0,87
26C F 7 327 784 919 234 0,85
26D F 7 291 889 986 335 0,90
27A M 5 15383 80380 121320 3 0,66
27B M 5 14855 75276 112340 29516 0,67
28A F 3 mésice 259 1513 2610 1109 0,58
28B F 3 mésice 166 471 533 218 0,88
29A F 2 mésice 440 1410 1054 135 1,34
29B F 2 mésice 459 1081 1727 194 0,63
30A F 18 2081 11716 19482 6618 0,60
30B F 18 1046 5252 8064 2444 0,65
31A M 4 3673 20314 40865 18594 0,50
31B M 4 3555 19637 42537 18081 0,46
31C M 4 1220 7725 16766 7434 0,46
31D M 4 1628 9664 20779 9478 0,47
32A M 5 6058 5963 11390 41142 0,52
32B M 5 8931 6418 12074 60138 0,53
33A F 21 121 517 432 51 1,20
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oznacleni pohlavi vék (roky) D17 DI8 D19 D20 D18/D19
33B F 21 1113 5777 8638 2371 0,67
34A F 4 16203 102980 185860 67277 0,55
34B F 7 12723 81937 171280 67284 0,48
35A M 9 3438 19916 40584 16981 0,49
35B M 9 3442 20689 43240 18266 0,48
36A M 9 978 40462 93351 3491 0,43
36B M 9 1103 42681 94388 3103 0,45
37A M 3 1656 15805 32060 9090 0,49
37B M 3 1434 9322 20105 6339 0,46
38A M 8 3874 27100 46699 16087 0,58
38B M 8 5254 37234 64864 22180 0,57
39A M 32 8759 48756 78020 22081 0,62
39B M 32 8480 49898 78246 24365 0,64
40A M 12 1576 114160 265690 7264 0,43
40B M 12 1190 112340 266890 5119 0,42
40C M 12 9891 71492 151470 63200 0,47
40D M 12 10207 73272 160350 67663 0,46
41A M 3 meésice 287 1075 1214 182 0,89
41A M 3 mésice 267 683 760 141 0,90
42A M 19 2442 11782 26297 11583 0,45
42B M 19 2768 13938 30514 15342 0,46

D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, F — Zeny, M - muZi.

Tab. 8.5: Ziskané hodnoty ploch vrcholit jednotlivych isoforem dolicholii
s vybranymi typy CDG v bezrozmérnych jednotkdch.

u vzorkit modi pacientit

oznaceni pohlavi  vé&k (roky) D17 D18 D19 D20 D18/D19
NUS1-CDG 1 M 5 20213 51971 13130 780 3,96
NUS1-CDG 2 M 5 8727 22313 6131 598 3,64
SRD5SA3-CDG 1 F 12 1695 7224 8751 1693 0,83
SRD5A3-CDG 2 F 12 4513 22071 31993 8016 0,69
SRD5A3-CDG 3 F 12 5177 27986 43685 11375 0,64
PMM2-CDG 1A F 6 1656 9211 20469 9090 0,45
PMM2-CDG 1B F 6 1434 7180 14314 6339 0,50
PMM2-CDG 2A F 7 12549 79104 153090 60858 0,52
PMM2-CDG 2B F 7 13321 89080 175500 69723 0,51
PGMI1-CDG 1 M 12 4232 23562 52695 22170 0,45
PGM1-CDG 2 M 12 3878 24936 53342 23420 0,47
PGM1-CDG 3 M 12 8680 51215 113240 52573 0,45
PGM1-CDG 4 M 12 7668 43980 100195 45158 0,44
PGM1-CDG 5 M 12 5636 39060 78138 29481 0,50
PGM1-CDG 6 M 12 2824 18368 32239 13040 0,57
DPAGT1-CDG 1 F 1 8343 57725 112760 44570 0,51
DPAGT1-CDG 2 F 1 8010 51318 99943 38514 0,51
D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami, NUSI-CDG - pacient s poruchou

v NogoB-receptoru, DPAGTI-CDG - pacient s poruchou v genu pro enzym podilejici se na metabolismu
dolicholu, SRD5A3-CDG - pacient s poruchou v genu pro enzym podilejici se na biosyntéze dolicholu,
s poruchou fosfomannomutasy 2, PGMI-CDG
ve fosfoglukomutase 1 F — Zeny, M — muzi.

PMM2-CDG — pacient
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Tab. 8.6: Ziskané hodnoty ploch vrcholii jednotlivych isoforem dolicholii u vzorkii tkani NUS1-CDG pacientii a kontrol uvedené v bezrozmérnych jednotkdch.

oznaceni vék tkan D17 D18 D19 D20 D18/D19

LKI1A 5 jatra 17195 109870 246040 141890 0,45
LKI1B 5 jatra 83931 466510 860410 546530 0,54

LK2 <1 jatra 11276 63931 119620 76279 0,53
LP1A 3 jatra 1087 4168 3095 509 1,35
LPIB 3 jatra 2523 10335 7943 1261 1,30
LP2A 6 jatra 54372 233900 152350 20335 1,54
LP2B 6 jatra 48243 207000 137360 18334 1,51
HKI1A <1 srdce 671 3951 4644 889 0,85
HKI1B <1 srdce 5793 41318 55580 12186 0,74
HK?2 5 srdce 404 2360 2485 448 0,95
HPIA 3 srdce 23307 50456 9923 659 5,08
HP1B 3 srdce 19958 43284 8668 962 4,99
HP2A 6 srdce 25710 61586 15164 117 4,06
HP2B 6 srdce 6998 13041 2279 404 5,72

NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami.
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Tab. 8.6: Ziskané hodnoty ploch vrcholii jednotlivych isoforem dolicholii u vzorkii tkani NUS1-CDG pacientii a kontrol uvedené v bezrozmérnych jednotkdch.

oznaceni vek tkan D17 D18 D19 D20 D18/D19

FK1A 3 mozkova kiira 93 141 230 170 0,61
FKBI1 3 mozkova kura 271 867 1103 404 0,79

FK3 <1 mozkova kiira 554 3850 10489 9458 0,37
FK2A 5 mozkova kiira 1487 9739 17441 7959 0,56
FK2B 5 mozkova kura 5454 33073 55730 25334 0,59
HP1A 3 mozkova klira 234 505 263 75 1,92
HP1B 3 mozkova kura 378 760 349 178 2,17
MK2 5 kosterni sval 3628 24200 24391 4004 0,99
MK1 <1 kosterni sval 2083 16277 23159 5551 0,70
MPIA 3 kosterni sval 2509 7547 1982 162 3,81
MP1B 3 kosterni sval 2586 5260 3774 697 1,39
MP2A 6 kosterni sval 2065 6258 2949 283 2,12
MP2B 6 kosterni sval 376 816 345 44 2,36

NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, D17-D20 - dolicholy se 17-20 isoprenovymi jednotkami.
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8.2 Hodnoty ziskané z analyzy na oxygrafu

Tab. 8. 7: Parametry respirace linie koZnich fibroblastii vybranych typit CDG a kontrol po piidani urcitého substrdtu i inhibitoru.

oznaceni jednotka PGM PGMD Su rot omy Fc Ama aTF zZ

K1 pmol O,.s".mg” 34,5 89,7 123,3 111,6 53,2 129,9 4.4 610,2 130,5

K2 pmol O,.s".mg” 44,8 104,9 142,8 131,0 67,3 156,3 1,4 710,5 104,1
K3 pmol O,.5".mg” 22,7 50,0 74,7 59,9 22,7 52,6 4,5 4248 2138
PGM1-CDG pmol O,.s".mg’ 31,3 66,0 98,2 92,1 29,9 87,4 7,4 705,2 251,6
ATP6A1-CDG pmol O,.s".mg’” 22,7 35,9 13,8 10,8 11,8 18,2 2,7 491,6 202,9
CDG IIx pmol O,.s".mg’ 30,8 59,6 95,2 80,2 37,7 104,7 2,3 9282 340,3
ALGS8-CDG pmol O,.s".mg 32,4 64,4 105,3 93,4 30,9 89,9 3,6 533,8 167,0
PMM2-CDG pmol O,.s".mg’ 24,8 62,3 97,5 87,4 25,3 90,5 53 709,0 281,1
RFT1-CDG pmol O,.s".mg" 19,4 52,7 81,8 68,8 243 52,0 32 284,2 128,5

Man1B1-CDG pmol O,.s".mg” 11,6 42.4 57,8 36,8 11,1 18,3 4,9 122,9 78,1
NUS1-CDG 1 pmol O,.s".mg" 16,0 454 65,8 51,6 13,8 48,0 7.1 251,1 128,6
NUS1-CDG 2 pmol O,.s".mg” 253 62,7 104,2 89,0 22.4 95,2 5,0 395,4 166,2

PGM - hodnoty respirace po pridani pyruvatu, glutamatu a malatu, PGMD - hodnoty respirace po pridani pyruvdtu, glutamatu a maldatu a ADP, Su — hodnoty po
ndsledném pridani sukcinatu, rot — hodnoty po nasledném pridani rotenonu, omy — hodnoty po ndsledném pridani oligomycinu, Fc¢ — hodnoty po nasledném pridani
FCCP, Ama — hodnoty po ndsledném pridani antimycinu A, aTF — hodnoty po naslednim pridani askorbatu a TMPD, Z — hodnoty po ndslednim pridani azidu, NUS1-
CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou ol-3 glukosyltransferase (typ 1), PGMI1-CDG — pacient s poruchou ve fosfoglukomutase
(typ I/II), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase( typ 1), ManlB1-CDG — pacient s poruchou v al-2 mannosidase 1 (typ 1), RFT1-CDG — pacient
s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu I, ATP6A1-CDG- pacient s poruchou v podjednotce vakuolarni ATPasy.
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Tab. 8. 8: Spotieba kysliku po jednotlivych substrdtech ve fibroblastech pacientit s CDG a kontrolnimi liniemi. Naméieno na pr¥istroji Oxygraph-2k (Oroboros).

oznaceni Jjednotka PGM-Ama ADP stim. Su-rot rot-Ama Omy-Ama  Su-Ama aTF-Z Fc-Ama

K1 pmol O,.s".mg”! 33,7 102,3 459 167,6 44,7 213,5 781,6 166,9

K2 pmol O,.s".mg’' 43,6 23,1 6,8 79,9 42.4 86,6 368,0 177,7

K3 pmol O,.s".mg”! 30,0 52,3 23,5 94,8 35,2 118,3 254,0 103,3
PGM1-CDG pmol O,.s".mg™! 27,5 28,0 17,7 81,2 28,8 98,9 192,0 84,7
ATP6A1-CDG pmol O,.s".mg’ 18,2 27,3 14,9 55,3 18,1 70,2 211,0 48,1
CDG IIx pmol O,.s".mg” 24,0 34,7 6,1 84,7 22,6 90,9 453.6 80,0
ALGS8-CDG pmol O,.s".mg” 10,1 0,9 10,9 43,5 14,2 54,4 98,2 53,1
PMM2-CDG pmol O,.s".mg’! 8.8 29,4 14,2 44,5 6,7 58,7 122,6 40,9
RFT1-CDG pmol O,.s".mg’! 20,3 37,4 15,3 84,0 17,4 99,2 2292 90,2
Man1B1-CDG pmol O,.s".mg’ 20,0 13,3 3,0 8,1 9,1 11,1 288,7 15,5
NUSI1-CDG 1 pmol 0,.s".mg™! 30,1 55,2 11,6 107,2 48,8 118,9 479,8 125,5
NUS1-CDG 2 pmol O,.s".mg" 434 60,1 11,8 129,6 65,9 141,4 606,4 154,9

PGM - hodnoty respirace po pridani pyruvatu, glutamdtu a malatu, PGMD - hodnoty respirace po pridani pyruvatu, glutamatu a malatu a ADP, Su — hodnoty
po nasledném pridani sukcindtu, ADP stim - zvySeni spotieby kysliku po dodani ADP, rot — hodnoty po nasledném pridani rotenonu, omy — hodnoty po naslednem pridanit
oligomycinu, Fc — hodnoty po ndsledném pridani FCCP, Ama — hodnoty po nasledném pridani antimycinu A, aTF — hodnoty po naslednim pridani askorbatu a TMPD, Z
— hodnoty po naslednim pridani azidu. NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou o.1-3 glukosyltransferase (typ 1), PGMI-
CDG — pacient s poruchou ve fosfoglukomutase (typ I/Il), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase(typ 1), ManlBI-CDG — pacient s poruchou v ol-2
mannosidase 1 (typ II), RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu II, ATP6AI-CDG- pacient

s poruchou v podjednotce vakuolarni ATPasy.
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8.3 Ziskané hodnoty analyzy na pristroji Seahorse

Tab. 8. 9: Hodnoty glykolytické funkce bunék ukdzané v jednotkdich vztasenych na protein: mpH.min" . ug™.

méieni C. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
K1 0,34 0,35 037 137 1,54 1,65 2,27 226 222 094 05 041 035 032 0,30

K2 0,45 0,46 047 1,50 1,65 1,66 3,68 3,78 380 3,82 382 382 045 031 0,31
ALGS8-CDG 0,28 0,28 030 0,82 09 098 202 200 201 081 05 031 024 020 0,19
PGM1-CDG 0,18 0,17 0,19 0,50 0,60 0,67 1,57 142 138 042 037 029 028 026 0,25

PMM2-CDG 0,30 0,30 029 1,00 1,09 1,15 1,79 182 1,84 0,53 035 025 0,21 0,20 0,19
ManlBI1-CDG 0,64 0,59 0,57 1,33 1,42 1,42 2,08 2,13 222 0,8 0,59 046 044 044 0,44

RFT1-CDG 0,31 0,29 033 0,79 09 098 187 165 1,65 1,10 087 0,68 0,60 053 047
CDG IIx 0,35 0,35 035 051 055 068 1,21 1,17 1,19 1,29 0,74 0,50 039 033 0,29
ATP6A1-CDG 0,84 0,87 0,89 266 260 261 450 438 434 231 1,17 0,78 0,62 0,54 0,54
NUSI1-CDG 0,63 0,63 063 1,75 1,75 1,75 296 296 296 296 296 296 044 044 0,44
NUS1-CDG 0,40 045 051 1,20 1,30 142 2,00 210 2,10 2,15 220 226 035 030 0,30

K1-K3 — kontrolni vzorky, NUS1-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou al-3 glukosyltransferase(typ 1), PGMI1-CDG — pacient
s poruchou ve fosfoglukomutase (typ I/ll), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase (typ 1), ManlBI-CDG — pacient s poruchou v al-2 mannosidase 1
(typ 1l), RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu I, ATP6AI-CDG- pacient s poruchou
v podjednotce vakuolarni ATPasy. Uvedené hodnoty jsou priumérem ze 4 merent.
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Tab. 8. 10: Hodnoty miry spotieby kysliku mitochondriemi bunék linii fibroblastii zobrazené v jednotkdch vitaienych na koncentraci proteinu: pmol O, .min”" ug™.

méieni C. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
K1 5,50 5,44 5,40 1,04 1,14 1,06 545 6,19 6,51 7,78 8,51 896 0,64 0,76 0,72
K2 0,40 0,41 0,45 ,s6 1,62 1,64 320 330 340 3,58 3,64 3,68 031 0,31 0,31
K3 337 344 3,45 1,02 1,09 1,11 3,04 328 3,61 4,07 436 444 091 093 0,81

ALGS8-CDG 0,29 0,26 0,27 0,24 025 021 038 037 0,33 0,23 0,28 0,29 031 0,29 0,29
PGM1-CDG 1,84 1,95 1,97 0,79 0,83 085 1,25 1,42 1,60 1,68 1,89 2,01 0,66 0,70 0,62
PMM2-CDG 2,55 2,60 2,65 096 1,02 1,05 1,97 2,17 244 2,63 2098 3,16 0,85 0,87 0,83
Man1B1-CDG 2,30 2,40 2,47 0,86 093 09 1,58 1,75 1,92 2,11 231 243 0,70 0,74 0,71
RFT1-CDG 1,15 3,08 3,33 1,03 1,15 1,18 3,08 322 3,53 426 494 537 088 1,07 1,03
CDG IIx 5,66 5,62 5,64 2,03 198 2,02 6,08 695 764 920 10,55 11,40 1,88 2,05 1,92
ATP6A1-CDG 4,74 4,48 4,46 1,23 1,14 098 529 586 597 695 7,37 7,82 0,61 0,65 0,60
NUS1-CDG 3,08 2,0 2,90 0,89 086 086 4,09 4,18 459 496 534 541 0,69 0,73 0,70

NUSI-CDG 3,73 3,56 3,51 1,13 1,18 1,16 556 549 5,83 6,40 6,93 7,01 0,84 093 0,88
K1-K3 — kontrolni vzorky, NUSI-CDG - pacient s poruchou v NogoB-receptoru, ALG8-CDG — pacient s poruchou al-3 glukosyltransferase (typ 1), PGMI1-CDG —
pacient s poruchou ve fosfoglukomutase (typ l/Il), PMM2-CDG — pacient s poruchou ve fosfomannomustase (typ 1), ManlBI-CDG — pacient s poruchou v ol-2
mannosidase 1 (typ 1I), RFTI-CDG — pacient s poruchou v proteinu translokujici oligosacharid (typ 1), CDG IIx — pacient s CDG typu II, ATP6A1-CDG- pacient
s poruchou v podjednotce vakuoldarni ATPasy. Uvedené hodnoty jsou priimérem ze 4 méreni.
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence
vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni

s adresou Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
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