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Abstrakt

Dédi¢né poruchy glykosylace (CDG) piedstavuji skupinu vice nez 100 typt
metabolickych onemocnéni, jejich pfi¢inou jsou poruchy vsyntéze a Upraveé
glykokonjugat. Dusledkem je rozsahlé spektrum klinickych projevl, od poruch nervové
soustavy po obtize soustavy travici a vyluCovaci. Rozpoznat, o ktery konkrétni typ CDG se
jedna, by nebylo mozné bez celého spektra biochemickych a molekularné-genetickych
metod. Cilem této bakalarské prace bylo v teoretické Casti predstavit nejcastéji vyuzivané
metody k analyze oligosacharidového fetézce, ktery je soucasti glykosylovanych proteinti
nebo lipidi. Zikladem jsou tzv. ,screeningové” metody, jako je napi. isoelektricka
fokusace vybranych glykoproteinli krevniho séra transferinu a apolipoproteinu CIII.
V ramci riznych nadstavbovych metod se provadi dalsi analyzy, jako méfeni enzymové
aktivity, hmotnostni spektroskopie, analyza PDO (oligosacharidy vazané na protein)
a LLO (oligosacharidy vazané na lipid) a HPLC (vysokou¢innd kapalinova
chromatografie) a CZE (kapilarni zoénova elektroforéza). Pti ur€eni finalni diagnosy je
vzdy provadéna i molekuldrni diagnostika, ktera potvrzuje ptitomnost mutaci v konkrétnim
genu. Cilem praktické Casti bakalaiské prace bylo provést v ramci pilotniho experimentu
analyzu  exprese  genit  pro  OGA  (N-acetylglukosaminasy) a  OGT
(N-atylglukosaminyltransferasy), které se ucCastni syntézy resp. hydrolysy vazby
N-acetylglukosaminu (O-GIlcNac) a polypeptidického fetézce. Nerovnovéaha téchto dvou
reakci mize byt odrazem riznych patologickych stavl. Biologickym materidlem byly
izolované lymfocyty z periferni krve. Izolace RNA byla provedena pomoci TriReagentu
a analyza genii byla studovadna pomoci qPCR (kvantitativni polymerasova ftetézova
reakce). Uvedené postupy budou vyuzity ke studiu miry glykosylace pomoci O-GlcNac,

napf. u pacientl s diabetes mellitus 2. typu

Kli¢ova slova: Dédi¢né poruchy glykosylace, isoelektricka fokusace, qPCR



Abstract

Congenital disorders of glycosylation represent (CDG) a group with more than 100
types of metabolic disorders, which are caused by defects in biosynthesis and modification
of glycoconjugates. CDG manifest by broad spectrum of clinical symptoms, from disorders
of nervous system to disorders of digestion and excretion. Identification of the specific
type of CDG is not possible without broad spectrum of biochemical and molecular-genetic
methods. The goal of this bachelor thesis was to describe the most often used methods for
analysis of glycans, which are components of glycoproteins or glycolipids, in the theoretic
part. Isoelectric focusing of selected blood serum glycoproteins, (e.g. transferrin
and apolipoprotein C-III) serve as screening methods. Measurement of enzymatic activity,
mass spectroscopy, PDO and LLO analysis (protein derived oligosaccharide,lipid-links
oligosaccharide) HPLC and CZE (capillary zone electrophoresis and high performance
liquid chromagraphy) are performed in second level. Molecular-genetic methods are used
to confirm the final diagnosis by identification of causal mutations in specific gene. The
aim of practical part of this bachelor thesis was to analyse the expression of genes OGA
(N-acetylglukosaminase) and OGT (N-acetylglukosaminyltransferase). This enzymes take
part in the synthesis and hydrolysis of bound N-acetylglucoseamine (O-GlcNac)
and polypeptidic chain. Disbalance of these two reactions could reflect to various
pathological state. Pilot study RNA was isolated by TriReagent from isolated lymphocytes
of peripheral blood and gene expression analysis was realised by qPCR (qantitative
polymerase chain reaction). This pilot study will be used for study of glycosylation level

(O-GlcNac), e.g. in patient who suffer from diabetes mellitus type 2.
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ZKkratky

ApoC-III apolipoprotein C-I1I

Asn asparagin

BSA hovézi sérovy albumin, z angl. ,,bovine serine albumin®

CDG dédi¢né poruchy glykosylace, z angl. ,,congenital disorders of glycosylation*
cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

CZE kapilarni zonova elektroforéza, z angl. ,,capillary zone electrophoresis‘
DMII diabetes mellitus 2. typu

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

Dol-P dolicholfosfat

Dol-P-P dolicholpyrofosfat

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER endoplazmaticke retikulum

ESI elektrosprejova ionizace, z angl. ,.elektrospray ionization*
FSB pufr pro reverzni transkripci, z angl. ,,frozen storage buffer*

GalNAc N-acetylgalaktosamin

GAPDH glyceraldehyd-3-P-dehydrogenasa
GDP guanindifosfat

Glc glukosa

GlcNAc N-acetylglukosamin

GPI glykosylfosfatidylinositolova kotva



HPLC

HPRT
IEF

LC
LLO
MGEAS
MALDI
Man
MPI
MS
NADP*
NADPH
OGA
O-GlcNac
OGT

P

PDO

pl
PBS

PMM2

vysokotlaka kapalinova chromatografie, z angl. ,,high performance
liquid chromatography*

hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasa

isoelektricka fokusace

kapalinova chromatografie, z angl. ,,liquid chromatography*
oligosacharidy vazané na lipid, z angl. ,,lipid linked oligosaccharide*
Gen pro OGA

matrici asistovana laserova desorpce, z angl. ,,matrix-assisted laser desorption/ionization*
mannosa

mannosafosfatisomerasa

hmotnostni spektroskopie, z angl. ,,mass spektroskopy*
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
N-acetylglukosaminasa

O-glykosylace pies N-acetylglukosamin
N-acetylglukosaminyltransferasa

anorganicky fosfat

oligosacharidy vdzané na protein, z angl. ,,protein derived oligosaccharide*
zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationti
isoelektricky bod

fosfatovy pufr, z anl. ,,phosphate buffered saline*

fosfomannomutasa 2



PNGAsa F
qPCR

RNA

SDS
SELDI
Ser

Sia
TBP
TF
Thr

TOF

N-glykosidasa F

polymerasova fetézova reakce, z angl. ,,qantitative polymerase chain reaction
ribonukleova kyselina

sulfat

dodecylsulfat sodny

z angl. ,,surface enhanced laser desorption/ionization‘
serin

kyselina sialové, kyselina N-acetylneuraminova

TATA vazebny protein, z angl. ,,TATA binding protein*
transferin

threonin

detektor Casu letu, z angl. ,,time of flight detector*
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1. Literarni uvod

1.1 Struktura a funkce glykani

Glykosylace je jednou z mnoha moznych posttranslacnich modifikaci proteinti
v savCich bunkach. Jednd se o kovalentni propojeni polypeptidického fetézce pftes
amidickou resp. hydroxylovou skupinu aminokyselin s oligosacharidem pomoci riznych
jednoduchych sacharidovych jednotek. Sacharidova cast glykokonjugati byva ozna¢ovana
jako glykan. Glykosylace probiha postupné v mnoha enzymatickych krocich
ve dvou bunéénych organelach, kterymi jsou endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat.
Krom¢ proteini muizou byt glykosylované 1 lipidy v podobé glykosfingolipidii
a glykosylfosfatidylinositolové kotvy, ktera je zapusténa v lipidové dvojvrstvé membrany a
vytvari struktury s polypeptidickymi  fetézci, které  zaroven  upeviuje
k membrané [1]. Glykokonjugaty se v pfirod¢ 1 lidském téle vyskytuji v hojném mnoZstvi,
proteiny tvofici se na cytosolarnich ribosomech glykosylaci nepodléhaji, obvykle touto
posttranslacni  modifikaci prochdzi proteiny pochazejici zribosomu drsného
endoplazmatického retikula [2]. Pfiblizn€ polovina sav¢ich proteinti podléhd glykosylaci
[3]. Az na albumin vSechny proteiny prochazejici siti endoplazmatické retikulum —
Golgiho aparat podléhaji N-glykosylaci [4].

Glykosylace ma pro lidsky organismus zdsadni vyznam, glykokonjugaty plni
celou fadu dilezitych funkci. MiZeme je rozdé€lit do ne€kolika skupin: ochrannou funkci
reprezentuji muciny, které jsou produkovény epitelidlnimi buikami ve formé mukozniho
sekretu na povrchu sliznice [5], strukturni funkci maji proteoglykany a kolagenova vlakna,
jez propujcuji pojivovym tkadnim pevnost a elasticitu [6], imunologickou funkeci vlastni
krevni antigeny, které se nachéazi na povrchu erytrocytt, podle krevni skupiny rozliSujeme
antigen A, B, které se 1i$i rozdilnou sacharidovou jednotkou [7]. Z biologického hlediska
glykany hraji dualezitou roli v mezibunéénych interakcich 1 v interakcich bunky
s extracelularnim matrix. V lidském téle glykoproteiny dale tvofi pocetnou skupinu
proteintt krevni plazmy, membranovych proteini, jsou soucdsti iontovych kanali
a receptorti na povrchu bunky, na které se specificky vazou lektiny, protilatky i rizné
toxické €i patologické struktury. Tyto proteiny funguji na principu molekul schopnych
rozpoznavat konkrétni sacharidy, tzv. molekul vazajicich sacharidy (z angl. glycan-binding
proteins) [8,9]. Glykanova slozka je také soucasti luteniza¢niho a folikuly stimulujiciho

hormonu, tchotenského lidského choriongonadotropinu, hormonu fidiciho produkci
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thyreotropinu, thyreotropniho hormonu a erythropoetrinu, ktery fidi produkci cervenych
krvinek v sav€ich buiikkach [7,10]. Zajimavosti je, ze po deglykosylaci napt. lidského
choriongonadotropinu vykazuje tento hormon stejnou afinitu ke svému receptoru, avsak
jeho schopnost aktivovat adenylatcyklasu rapidné klesa [8]. Z chemického hlediska je
glykanova slozka dulezita i pro samotné proteiny, prispiva k jejich stabilité, sbaleni, chrani
je pred proteolysou, ovlivituje fyzikalni vlastnosti molekuly jako celku, tedy tepelnou
stabilitu, rozpustnost, viskozitu, naboj a hmotnost [7,11]. Dale mohou prochazet riiznymi
sulfatace a fosforylace. U proteini rozeznavame podle druhu vazby dva hlavni typy, a to
N- a O-glykosylaci. (Viz tabulka I) Veskeré monosacharidy vyskytujici se v O-glykanech

jsou zobrazeny na obrazku €. 1 (str. 13).

1.2 Typy glykosylaci

Tabulka I: Prehled zakladnich glykokonjugatii v sav€ich buiikach [1,6].

Makromolekula Typ glykosylace Navazany glykan

N-glykosylace N-acetylglukosamin

Mannosa
Glykoproteiny N-acetylgalaktosamin
O-glykosylace N-acetylglukosamin
Fukosa

Proteoglykany Xylosa

Mannosa-1-P

Xylosa-1-P
P-glykosylace
Glykoproteiny Fukosa-1-P

N-acetylglukosamin-1-P

C-mannosylace Mannosa
GPI pro ukotveni proteinii glypiace Mannosa
. Glukosa
Glykosfingolipidy O-glykosylace
Galaktosa
Zkratky: N-dusik, O-kyslik, P-anorganicky fosfat, C-uhlik,

GPI-glykosylfosfatidylinositolova kotva
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O Galaktosa * Xylosa

[] N-acetylgalaktosamin ‘ Kyselina sialova

[N Galaktosamin <> Kyselina N-glykolylneuraminova
. Glukosa @ Kyselina 2-keto-3-deoxyonova
[l N-acetylglukosamin A Fukosa

N Glukosamin ) Q Kyselina glukuronova

@ Mannosa e Kyselina iduronova

[ N-acetylmannosamin q> Kyselina galakturonova

N Mannosamin <} Kyselina manurova

Obriazek €. 1: Obecné znaceni sacharidovych jednotek, které se nejcastéji vyskytujici
v glykokonjugatech, prevzato z [1]

Tvar znacky oznacuje vzdy stejny pocet uhlikd, napt. koleCkem se oznacuje hexa forma
sacharidu a jejich anomert, barvy pak odlisuji riizné anomerni struktury. Pozn.: ve vétSiné
dohledatelnych literarnich zdroji se galaktosa a N-acetylgalaktosamin oznacuje odstinem

svétle modré.

1.2.1 N-glykosylace

Castéjsi N-glykosylace nastava v polypeptidickém fetézci ve frekvenci
aminokyselin v pofadi Asn-X-Ser/Thr, kde X muze byt jakdkoliv aminokyselina
s vyjimkou prolinu. Na amidicky konec asparaginu se pres dusik kovalentné¢ navaze
N-glykanova struktura, a vytvoii tak glykosidickou vazbu [11]. Ve vzacnych piipadech se
oligasacharidovy fetézec miize vazat pres arginin [1]. Cely proces zacina
na cytoplazmatické strané¢ endoplazmatického retikula, kde vznikaji struktury sacharidii
vazané na nukleotidy. UDP-GIcNAc se pfeméni na GIcNAc-1-P a ten je posléze navazan
na lipidovy pienasec zvany dolichol-P. Vznika
dolicholpyrofosfat-N-acetylglukosamin (Dol-P-P-GIcNAc), na ktery se ddle enzymatickou
reakci pomoci specifickych glykosyltransferas navazuje dal$i N-acetylglukosamin a pét
jednotek mannosy, které opét musi byt aktivovany pies nukleotid jim vlastni, napf.
UDP-Glc, UDP-GIcNAc, GDP-Man a CDP-Sia. Vznikly MansGlcNAc,-P-P-Dol je
pfenesen enzymem zvanym flipasa pies dvojvrstvou membranu do lumen
endoplazmatického retikula, kde pokracuje pfidavani dalSich sacharidovych jednotek: ctyf
mannos a tii glukos pomoci Dol-P-Man, resp.Dol-P-Glc, které pochéazeji z GDP-Man, resp.
UDP-Glc. Vznikaji na cytosolarni stran¢ ER a také se dostdvaji do lumen ER, aby mohly
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MansGlcNAc,-P-P-Dol  poskytnout potiebny sacharid. Findlni podoba navazaného
oligosacharidového jadra obsahuje tfi molekuly glukosy, devét mannos a dvé molekuly
N-acetylglukosaminu, GlcsMangGlcNAc,. Poté je oligosacharid pienesen pomoci
dolicholpyrofosfatu ,,en bloc* k asparaginu polypeptidického fetézce, v jednom
enzymatickém kroku katalyzovaném komplexem oligosacharyltransferasou, ktery je slozen
zmnoha podjednotek. Tento komplex se navdze na oligosacharidDol-P-P ukotveny
v membrané, vystépi Dol-P-P a ptenaSi oligosacharid k nativnimu proteinu. Vznika
glykoprotein, ktery je dale upravovan do finalni podoby v Golgiho aparatu. Kroky, jakymi
jsou odstépovani a navazovani riznych sacharidovych jednotek (galaktosy, fukosy,
N-acetylglukosaminu a kyseliny sialové) katalyzované glykosidasami, zpisobuji
variabilitu a jedinecnost glykoproteintl, jak funkeci, tak strukturou, kterd muze byt dale
rizné vétvena. Nejcastéji se odstépuji tfi molekuly glukosy a Sest mannos, vznika tak
prekurzor Man3;GIcNAc,, ktery je zékladem vSech typt N-glykoproteini. N-glykoproteiny
rozdélujeme podle struktury oligasacharidového jadra na typ s vysokym obsahem

mannosy, komplexni a hybridni [11].

1.2.2 O-glykosylace

O-glykosylace se v sav¢ich builkach vyskytuje v mensi mife, je vSak mnohem
variabiln&j§i v oblasti struktury oligasacharidového fetézce. Na rozdil od N-glykosylace
nepotiebuje k tvorbé glykoproteinii zaddné glykosidasy ani lipidovy ptenaSe¢ (kromé
O-mannosylace). O-glykany se nejcastéji vazi ptes hydroxylovy zbytek aminokyselin
serinu €1 threoninu, pfileZitostné se mohou objevit u tyrosinu, hydroxylysinu
a hydroxyprolinu [1]. Posledni dvé jmenované vazby najdeme u né&kterych typl kolagenu
[5,6]. Nejcastéji se objevuje vazba s N-acetylgalaktosaminem, témto glykoproteinim se
souhrnné fika muciny, které jsou produkovany muko6znimi buiikami v dychacim, travicim
a pohlavné-vylucovacim traktu. Muciny maji funkci lubrikacni a ochrannou, jsou uzite¢né
v boji proti lidskym patogentim [5,12]. Polypeptidicky fetézec se miize kovalentn¢ vazat na
sacharidové jednotky, jako jsou: xylosa, fukosa, mannosa nebo glukosa. Vazba serinu
s xylosou dava vznik glykosaminoglykanim, které jsou hlavni sloZkou proteoglykanti
a vyskytuji se hlavné v pojivovych tkanich. Jsou jimi heparin, heparansulfat,
chondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat a kyselina hyalurunova. Chondroitinsulfét
a dermatansulfat jsou slozeny ze stiidajicich se jednotek kyseliny glukuronové

a N-acetylgalaktosaminu, v heparinu a heparansulfatu se na misto N-acetylgalaktosaminu
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vyskytuje N-acetylglukosamin, déale pak kyselina iduronova a jeji sulfatové estery [13].
Glykany zacinajici mannosou tvoii dilezitou slozku ve svalovych buikéch, kterd se
nazyva a-dystroglykan. Ten je soucasti dystrofin-glykoproteinového komplexu, ktery tvofi

ve svalovych bunkach propojeni mezi cytoskeletem a extracelularnim matrix [6].

1.2.3 DalSi typy glykosylace

Dalsim mén¢ Castym typem je C-mannosylace, nachéazejici se napiiklad v molekule
RNasy 2. Tato vazba ma charakter C-C vazby, prvni uhlik pochdzi z mannosy, ktera je
uvolnéna z dolichol-P-mannosy, a druhy je z indolového zbytku tryptofanu. Tato
modifikace nastdvd na prvnim tryptofanu pii frekvenci aminokyselin W-X-X-W [6].
U glykofosfatidylinositolového spojeni s proteinem nenajdeme vazbu mezi proteinem
a oligosacharidem, nybrz se mezi nimi nachazi fosfatidylethanolamin. Je to kovalentni
propojeni mezi fosfatidylinositolem a fosfatidylethanolaminem, ktery je amidicky propojen
s karboxylovou  skupinou polypeptidického fetézce. Mezi fosfatidylinositolem
a fosfatidylethanolaminem se vyskytuji minimalné tfi jednotky mannosy a jedna molekula
N-acetylglukosaminu, ktera se Casto vyskytuje v deacetylované podobé¢, na tyto cukry
mohou byt dale navazany dalSi. Tento typ vazby se nazyva glypiace. Protein je ukotven
v lipidové dvojvrstvé membrany a vycnivd do extracelularniho prostredi [14].
Glykosfingolipidy patii mezi skupinu glykolipida a tvofi pocetnou skupinu makromolekul
v plazmatické membrané. Jsou slozeny ze sfingosinu, na ktery je amidovou vazbou
navazana karboxylova kyselina, prvni uhlik sfingosinu je spojen O-glykosidickou vazbou
se sacharidy, nejcast&ji glukosou nebo galaktosou, pfipadné s del§im oligasacharidovym
mozkové kuaie a periferni nervové soustave. Maji zadporny naboj propdjceny jednou ¢i
dvéma jednotkami kyseliny sialové [15]. P-glykosidickou vazbu vytvaifi aminokyselina
serinu polypeptidického fetézce S fosforylovanymi sacharidy, jako
jsou: mannosa-1-P, xylosa-1-P, fukosa-1-P, N-acetylglukosamin-1-P [1]. Struktury

glykokonjugatl jsou zndzornény na obrazku €. 2 (str. 16).
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Obrazek ¢. 2: Prehled zakladnich glykosylovanych struktur v sav€ich buiikach.

Pievzato a upraveno z [4]

Glykosylované lipidy-glykosfingolipidy a glykosylfosfatidylinositolovd kotva a
glykosylované proteiny, proteoglykany a glykoproteiny vytvorené v endoplazmatickém
retikulu a Golgiho aparatu. Modfe jsou znazornény zakladni casti, tzv. jadra
oligosacharidovych struktur, ke kterym se dale vazi libovolné sacharidy.
C-mannosylace a P-glykosylace jakoZzto dalsi typy glykosylace zde nejsou znazornény.
Zkratky:  O-kyslik, = N-dusik, = S-sulfdt, = P-anorganicky  fosfat, = Ac-acetyl,

S/T-serin/threonin, Asn-asparagin.

1.3 Dédi¢né poruchy glykosylace

NaruSeni prubéhu glykosylace vede k rozsahlé skupin€é onemocnéni souhrnné
nazvan¢ CDG syndrom (Dé&di€né poruchy glykosylace, z anglického ,,Congenital
Disorders of Glycosylation®), ktery je vétSinou podminén autosomalné recesivni dédi¢nosti
[16]. Ve svém prvopocatku se tato skupina onemocnéni nazyvala v anglictiné
Carbohydrate-Deficient Glycoprotein Syndrome, ale pozdéji byla piejmenovana na CDG
syndrom, vjehoz nazvu jsou zahrnuty vSechny typy glykokonjugatd [12]. Tato
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onemocnéni byla historicky rozdélena do dvou skupin podle lokalizace dané¢ho kroku
glykosylace v bunéénych kompartmentech. CDG typu I zahrnuje poruchy biosyntézy
N-glykanti, jako jsou poruchy aktivace sacharidovych jednotek pomoci specifickych
nukleotidi, poruchy v syntéze dolicholpyrofostatu, poruchy ve fazi prodluzovani
oligosacharidového fetézce glykosyltransferasou a poruchy transportu endoplazmatickym
retikulem pies dvojvrstvou membranu [12]. (Viz obrazek €. 3, str. 18). Do skupiny CDG-II
patii poruchy upravy jiz vzniklého N-glykoproteinu v Golgiho aparatu. Dale zahrnuje
poruchy tvorby vazeb O-glykani  vdzanych pies O-mannosu, O-xylosu
a O-N-acetylgalaktosamin a poruchy tvorby glykosfingolipidi vazanych ptes glukosu
a GPI kotvy [16]. Konkrétni typ onemocnéni se v prvopocatcich vyzkumu oznacoval
malym pismenem, bylo mu pfifazeno takové pismeno podle abecedniho potadku (CDG-Ia,
CDGe-Ib), v jakém potadi bylo historicky objeveno. Vzhledem k velkému poctu postupné
se objevujicich typi CDG bylo zavedeno nové nézvoslovi, kdy je onemocnéni
pojmenované zkratkou pro mutovany gen a dale je ptidana koncovka CDG, napt. defektni
gen pro fosfomannomutasu 2 byl objeven jako prvni, onemocnéni je pojmenovano
PMM2-CDQG, v pivodnim nézvoslovi pak CDG-Ia [12]. V piipadech, kdy neni zndma
genetickd podstata onemocnéni, se pouziva oznaceni nezndmého syndromu CDG-x [17].
Se zménou nazvoslovi pfislo i rozsifeni dvou pivodnich skupin na Ctyii nové. Jsou jimi
poruchy v biosyntéze N-glykant; O-glykanti; GPI kotvy a obecné glykosylovanych lipid
a kombinované poruchy ovliviiyjici vice glykosylacnich procesti [18,19]. Pfikladem je
defekt ve sktruktufe dolichol-P-Man, ktery mé& za nasledek poruchy v N-glykosylaci,
O-mannosylaci a také v syntéze GPI kotvy [17].

CDG patii mezi onemocnéni, na jejichZ terapii zatim nebylo objeveno piili§ mnoho
ucinnych 1é¢iv. Ma 20% mortalitu béhem prvnich péti let Zivota, posléze toto procento
klesa [16]. Nad¢ji na vyléceni jsou dopliiky stravy v podobé sacharidd, jejichz vznik neni
v té€le mozny ptirozenou cestou. Avsak jen u ojediné€lych typii syndromu se 1écba sacharidy
ukazala jako uspésna. Ackoliv laboratorni testy na zvifatech vykazovaly jisté uspéchy, na
skutecné pacienty 1écba nezabirala. Ve spousté pifipadli nastava hromadéni meziproduktu,
ktery je u danych onemocnéni konec¢ny, jelikoz télo nenachazi zplsob, jak ho odbouravat.
Meziprodukt pak zplsobuje toxicitu organismu, spousti bo¢ni reakce pro organismus

Skodlivé nebo naopak blokuje rizné enzymy v piirozenych metabolickych procesech [12].
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Obrazek ¢. 3: Prehled defektii typu CDG-I lokalizované v endoplazmatickém
retikulu. Upraveno podle [12]

Poruchy enzymt v priibéhu biosyntézy N-glykoproteinti mohou nastat v cytosolarni Casti
a vIumen ER, i pfi pfesunu pies endoplazmatické retikulum pomoci enzymu flipasa.
Na pocatku syntézy figuruje fruktosa-6-P, dolicholfosfat a UDP-N-acetylglukosamin,
na ktery se postupné navaze dalS$i N-acetylglukosamin a pét molekul mannosy. Ta je
na vznikajici oligosacharid pfenesena ve formé mannosa-1-P a vznika bud
z fruktosa-6-P, nebo z mannosy, ktera muze byt fosforylovdna na mannosa-6-P
a isomerovana na mannosa-1-P. Sacharid je pfenesen vzdy pomoci specifickych
glykosyltransferas. Kazdy sacharid musi byt aktivovan specifickym nukleotidem. Poté se
oligosacharyldolicholpyrofostfat pfendsi ptes dvojvrstvou membranu ER do lumen pomoci
enzymu flipasa. Dal§im pfiddvanim vIlumen ER sacharidi vznika struktura
GlcsManygGlecNAc, navazand na dolicholpyrofosfat, kterd se pak N-glykosidickou vazbou
navaze na N-konec polypeptidu.

Zkratky: UDP-uridindifosfat, UMP-uridinmonofosfat, CTP-cytidyltrifosfat,
CDP—cytidyldifosfat, mRNA-mediatorova ribonukleova kyselina
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Pocatky vyzkumu tohoto onemocnéni sahaji do roku kolem 1980, kdy byl objeven
prvni pacient s CDG. Dosud bylo identifikovano néco ptes 100 typti onemocnéni CDG,
vice nez polovina z nich tvofi poruchy glykosylace N-glykoproteint [17,20]. Tento pocet
stale stoupa a je zfejmé, ze v budoucnu budou objeveny dalsi onemocnéni hlavné v oblasti
poruchy O-glykoproteinti a glykolipidl, jejichz syntéza je daleko variabilngjsi

a komplikovangjsi, nez je tomu v piipadé N-glykosylace.

1.3.3 Klinické projevy CDG

Glykoproteiny se hojné vyskytuji v lidském télo jakozto struktury s rozdilnymi
funkcemi. Jejich poskozeni na trovni biosyntézy vede k Sirokému spektru klinickych
ptfiznakd a ma vliv na celou fadu organti. Ptiznaky, které spolu zdanlivé nesouvisi, stézuji
identifikaci pti¢iny vzniku choroby. To je také jeden z diivodu, pro¢ oficialné trpi CDG
radovée tisice pacientli na celém svété. Ve skutecnosti jich mize byt daleko vice. Mezi
nejcastéjsi klinické projevy CDG patii rizné neurologické poruchy od psychomotorické
retardace po rizné intelektudlni problémy, poruchy srézlivosti krve, imunitniho systému,
poruchy vidéni, jaterni fibrozy, problémy s funkci endokrinni soustavy, kardiomyopatie,
chronické prijmy a ichtyéza [12,21]. Klinické projevy byvaji rizn¢ zavazné, mohou
pusobit jen lehké zmény, v n¢kterych piipadech maji fatalni disledky na cely organismus

[19].

1.3.4 PMM2-CDG

Tato choroba patii mezi nejcastéjsi z rodiny genetickych onemocnéni zapticinénych
nespravnou tvorbou N-glykant [22]. Pfi¢inou je mutace genu PMM?2, jednoho ze dvou
genlti kédujicich enzym zvany fosfomannomutasa. Ta katalyzuje reverzibilni pfeménu
mannosy-6-P na mannosu-1-P. Tato reakce je potifebna na pocatku biosyntézy
glykokonjugatli, kdy z mannosa-1-P vznikd GDP-mannosa a také dolichol-P-mannosa.
Ob¢ latky jsou substrdtem pro  mannosyltransferasu, kterd je  prenasi
k tetradekasacharidovému prekurzoru navazanému na dolicholpyrofosfatu
GlcsMangGleNAc,-PP-Dol, ten je dale pfenesen ,.en bloc* k polypeptidickému fetézci
v endoplazmatickém retikulu, kde dojde k vzniku glykosidické vazby. Nejcastéjsi mutaci
je mutace R141H, ktera ovliviiuje aktivni misto enzymu natolik, Ze mannosa-6-P se neni
schopna navazat do aktivniho mista enzymu. Dochazi tedy k hypoglykosylaci tady

N-glykosylovanych glykoproteinti. V pfipad¢, Ze u onemocnéni chybi kompletné aktivita
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fosfomannomutasy, dochazi k letdlnim nasledkiim. Nastdva hromadéni meziproduktu
mannosa-6-P, ktery zplsobi inhibici nékterych enzymii glykolyzy, zptisobuje depleci ATP
a aktivuje hexokinasu [12]. Primarné plisobi na nervovy systém, ¢asto je pfitomna mentalni
retardace a opozdény vyvoj [4]. V dal§i fadé onemocnéni zplsobuje neprospivani,
nefunkcnost jater, poruchy srazlivosti krve, snizeny krevni tlak, nespravnou funkci
endokrinni soustavy, tvarové abnormality organi jako invertaci prsnich bradavek
a atypického rozloZeni tuku, ale také dysmorfii obliceje a strabismus. (Viz obrazek ¢. 4).
U menSiny pacientll se objevuje také leh¢i forma onemocnéni tohoto typu, kdy mutaci neni

ovlivnéno ptimo aktivni misto enzymu [4], [12].

a) b)

\UU' a
SRAN iy
e

h
($ae "

Obrazek ¢. 4: Ukazka nékterych typickych klinickych pfiznaki u PMM2-CDG
a) invertace prsnich bradavek, b) atypické rozloZeni tuku v glutealni oblasti. Pfevzato
z [4].

1.3.5 MPI-CDG

Novéjsim nazvoslovim MPI-CDG, pivodné syndrom oznacovany jako CDG-Ib. Je
zpusoben sniZzenou aktivitou enzymu nazyvajicim se mannosafosfatisomerasa, kterou
koduje gen MPI. Tento enzym katalyzuje pfeménu fruktosy-6-fosfat na mannosu-6-fosfat.
Toto onemocnéni je jedno z mala, které se da vyrazné 1€Cit podanim mannosy. Mannosa je
v téle fosforylovana hexokinasou na mannosa-6-P, ta je dale pfeménéna na mannosa-1-P
fosfomannomutasou. V porovnani s CDG-Ia se u této nemoci neobjevuji zadné
neurologické abnormality, nybrz poruchy srazlivosti krve, snizena hladina glukosy,

poruchy traviciho traktu jako Casté zvraceni a prijmy, jaterni fibrozy [12].
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1.4 Diagnostika riiznych forem glykosylace

1.4.1 Zakladni metody

V soucasné dobé medicina nemd k dispozici zadnou komplexni biochemickou
metodu, kterd by jednoznacné a pfimo urcila konkrétni typ CDG. K tzv. ,,screeningu
vyuziva kombinaci vice metod, kterymi se postupné zuzuje Siroka paleta glykosylacnich
poruch, posléze dochazi k urceni konkrétniho typu syndromu CDG [19]. Obecny postup,
aplikovany pfi klinickych piiznacich vykazujicich podezieni na onemocnéni CDG, je
zobrazen na obrazku €. 5 (str. 23). Celé vySetfovani by se dalo rozdélit do nékolika skupin:
klasicka analyza biochemickych markerti, analyza glykanti; sledovéani aktivity enzymi
a metabolitii; které jsou vyuzivany, resp. vznikaji béhem glykosylace a genetickd analyza,

ktera se provadi ve vSech piipadech pro urceni finalni diagnosy [19].

Prvnim krokem je kvalitativni a kvantitativni analyza lidského sérového transferinu
pomoci isoelektrické fokusace. K této metod€ je zapotiebi pouze né€kolik mikrolitrii
prenaSeCem Zeleza v lidském téle [23]. Glykosylovanych proteinli krevni plazmy je
mnoho, ale transferin se ukdzal jako nejjednodussi a zaroven nejcitlivéjsi k této metode
[24]. Ve své struktuie nese dva rozvétvené oligosacharidové fetézce, pfipojené na protein
N-glykosidickou vazbou. Jejich rozvétvené konce jsou vzdy zakoncené kyselinou sialovou,
dohromady tedy ptipadaji Ctyfi jednotky kyseliny sialové na jeden transferin [12]. Kyselina
sialova se téz nazyva kyselina N-acetylneuraminova a udéluje molekule zaporny naboj
[25]. Nedostatek zapornych naboji po isoelektrické fokusaci naznacuje vaznou poruchu
N-glykosylace, oznamuje bud’to absenci celého oligosacharidového fetézce v sekvenci
Asn-X-Ser/Thr, nebo oligosacharidovy fetézec v pozménéné podobé.
Oligosacharyltransferasa, kterda ptenaSi oligosacharyldolicholpyrofosfat k nascentnimu
proteinu, dava piednost kompletnimu oligosacharidovému fetézci, vysledkem je
hypoglykosylace glykoproteinu [12]. CDG-I je tedy charakterizovan nekompletnim
glykanem, zatimco u skupiny CDG-II se obvykle glykany nachazeji v pozménéné podobe
[26]. Pokud se isoelektrickou fokusaci zjisti nepfitomnost kyseliny sialové, je divodné
podezieni na néktery ztypid CDG-I, nasleduje tak sledovani aktivity enzymut
fosfomannomutasy a mannosafosfatisomerasy, nejcastéjSitho typu, resp. druhého
nejcastéjSitho typu CDG-I [24]. Isoelektrickou fokusaci se zjisti zafazeni onemocnéni

vramci CDG-I a CDG-II. Déle je mozné transferin kvantitativné analyzovat pomoci
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iontové vyménné chromatografie, kapilarni zonalni elektroforézy ¢i metodou HPLC
(z angl. ,High pressure liquid chromatography*). CDG-I byla také diagnostikovana
pomoci proteinovych cipa [9,12,17]. Jako vhodny marker ke stanoveni poruch
O-glykosylace byl stanoven apolipoprotein C-III, jehoz oligoasacharidovy fetézec se fadi
mezi mucinové typy O-glykant. Isoelektrickd fokusace apolipoproteinu C-III je spolu
s IEF transferinu doporuceny postup pii stanoveni defekti O- a N-glykant [27].
Nejucinngjsi komplexni metodou je ESI-MS, hmotnostni spektroskopie s ionizaci
elektrosprejem, kterd dokaze rozliSit mezi kompletné chybéjicim oligasacharidovym
fetézcem a jednotlivymi chybé&jicimi sacharidy. Diagnosa konkrétnich typti mize byt také
potvrzena raznymi dodatkovymi testy, napf. u typi syndromu, u kterych se objevuje
porucha srazlivosti krve, se vyskytuji snizené koncentrace koagulac¢nich faktori, konkrétné
faktoru XI a antithrombinu III, ktery naopak plsobi proti koagulaci [28]. U pacientii
trpicich nékterym ze syndromiit CDG-I je mozné detekovat v krvi sniZzenou koncentraci
thyroxin véazajictho proteinu, haptoglobinu, apolipoproteinu B, a;-antitrypsinu,
B-galaktosidasy a proteinii C a S, které se uplatiuji jako antikoagulaéni faktory. Casto se
objevuji zvySené aktivity lysozomdlnich hydrolas [29]. Naopak u CDG-II se objevuje
snizena koncentrace faktort srdzlivosti ¢islo VIII a XII a dale enzymu B-glukuronidasy

[30].

Blizkd podobnost mezi lidskymi geny a kvasinkovymi geny dovoluje zkoumat
oligosacharidovy fetézec vazany na lipidovy pifenase¢ pomoci studii na kvasinkach.
Konzervovanost sledu biochemickych reakci N-glykosylace umoZznila objevit identitu

veétSiny typt CDG-I. [12]
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Obrazek €. 5: VySetfovaci schéma pri podezieni na CDG. Prevzato z [31]

PMM?2 — fosfomannomutasa 2, MPI — mannosafosfat isomerasa, IEF TRF — isoelektricka
fokusace transferinu, LLO — oligosacharid véazany na lipidovy pfenaSec,
COG - konzervovana oligomericka podjednotka Golgiho aparatu (z angl. ,,Conserved
oligomeric Golgi complex subunit®), MS — hmotnostni spektroskopie (z angl. ,,Mass
spektrometry*), WB — pfenos (z angl. ,,Western blott*), CDGIIx — nezndmy typ syndromu
CDG II

1.4.1.1 Sekundarni pri¢iny hypoglykosylace

Utinnost ,,screeningovych® metod pro CDG miize byt ruSena sekundarnimi
pfi¢inami hypoglykosylace, napf. u neléCené galaktosemie, fruktosové intolerance
a u pacienti s alkoholovou zavislosti. Obecné jaterni onemocnéni, rizné zanétlivé choroby
a nadorové procesy mohou vést k falesné pozitivnimu ur¢eni CDG diagnosy. U téchto
onemocnéni se hromadi meziprodukty, coz méa za nasledek snizenou aktivitu, pfipadné
1 inhibici glykosylac¢nich enzymi [16], [24]. Dalsi nemoci vykazujici nestandardni hladinu
glykosylace je onemocnéni zvané hemolyticko-uremicky syndrom, které zptlisobuji
bakterie. V pfipadé¢ napadeni organismu bakterii Streptococcus pneumoniae proteiny
podléhaji hypoglykosylaci, tyto bakterie produkuji neuraminidasu, enzym, ktery odstrafiuje
z glykoproteinii koncovou kyselinu sialovou [32,33]. Naopak u n¢kterych typt CDG-II,
které¢ 1 kdyZ maji pozménény glykan, IEF TF vykazuje normalni profil, dochazi tak
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k faleSné negativnim vysledkim. Metodou volby je analyza dalsiho glykoproteinu v krvi,

napt. o;-antitrypsinu [16].

1.4.1.2 Prenatalni diagnostika

Isoelektricka fokusace sérového transferinu bezprostfedné po narozeni nemusi vzdy
poskytovat spolehlivy nalez. Profil separovanych isoforem TF je stabilni
po dvou az trech tydnech po narozeni, kdy je mozné stanovit ptipadnou hypoglykosylaci
transferinu [34]. Prenatalni diagnostika se provadi jen v pfipad¢, Ze se onemocnéni nachazi
v roding, ¢i bylo zjisténo, ze jsou oba rodice recesivnimi prenaseci genu pro CDG.
Nejcastéji se provadi prenatalni diagnostika s podezfenim na PMM2-CDG a to s vyuZitim

molekularné-genetickych metod [19,35].

1.4.1.3 Isoelektricka fokusace

1.4.1.3.1 Isoelektricka fokusace transferinu

Transferin vykazuje vyznamnou heterogenitu, po jeho separaci podle
isoelektrického bodu dané isoformy, lze rozliSit aZz devét transferinovych isoforem,
pficemz mohou byt asialované az oktasialované [36]. Principem této metody je
elektroforetickd separace isoforem transferinu v polyakrylamidovém gelu, po které
nasleduje imunochemicka detekce (imunofixace) a barveni [23,24]. Variantou je vyuziti
agarosového gelu, ktery je doplnén imunochemickym pfenosem na membranu [37].
Separace probihé za konstantniho proudu [38].

Transferin, ktery je primarné syntetizovan v hepatocytech, obsahuje tfi strukturalni
domény. Polypeptidicky fetézec, s C- a N-terminalni doménou, kazda z nich vlastni vazbu
s vysokou afinitou pro Zelezit¢ ionty. C-termindlni poskytuje dvé mista pro
N-glykosidickou vazbu [36]. Oligosacharidové fetézce se mohou lisit ve své struktuie
vétvenim, mohou byt bi- tri- nebo tetraantendrni [23]. (Viz obrazek ¢. 6, str. 26).
Na hodnotu isoelektrického bodu (pI) maji vliv tfi faktory. Jednim z nich je mnozstvi
zaporn€ nabitych zbytkll kyseliny sialové, kazdd kyselina sialovad sniZuje hodnotu pl
transferinu asi o 0,1 jednotky pH [23,36]. Dalsim dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje
isoformy transferinu, je stupefl nasyceni Zelezitymi kationty. Kazd4a molekula transferinu
muze vazat maximaln¢ dva zelezité ionty [23]. V séru je mozné najit Ctyfi isoformy
s rozdilnym stupném nasyceni Zelezitymi kationty. S kazdym navdzanym kationtem Zeleza

klesa hodnota pl transferinu piiblizn¢ o 0,2 jednotky pH. DalSim faktorem je geneticky
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polymorfismus, ktery miize zpisobovat zménu molekulové hmotnosti proteinu a ktery
byva pomérn¢ vzacny [23,36].

U zdravych jedinci se vséru dominantné nachazi tetrasialotransferin
s isoelektrickym bodem o hodnoté¢ 5,4 [2]. Je to typicka isoforma popsand v ivodu
diagnostiky se dvéma rozvétvenymi N-glykany zakoncenymi vzdy jednim zbytkem
kyseliny sialové. V mensim mnozstvi je pak mozné detekovat pentasialotransferin
a hexasialotransferin [23,36]. Typickym profilem pacienti s CDG-I je snizeni standardniho
tetrasialotranferinu, naopak je zde dominantni zvySena disialoisoforma a c¢astecné
i asialoisoforma. Ostatni typické isoformy jako hexasialo- a pentaisoforma jsou zde
vyrazné potlacené [38]. Skupina pacientd s CDG-I ma obvykle podobny profil separace
isoforem transferinu, nelze z ni vSak urc¢it konkrétni typ CDG-I [2]. U profili vyskytujicich
se u pacientl s CDG-II je typicky nartist vSech isoforem kromé tetrasialotransferinu
v porovnani se zdravymi kontrolami. Nejvétsi zmeénu vykazuji trisialoisoformy a také
monosialoisoforma, ktera je u zdravych kontrol i u profilu skupiny CDG-I prakticky
nedetekovatelnd [38]. Neékteré typy CDG-II nevykazuji Zadné abnormalni profily
transferinu, a je tak nutné pfistoupit k jiné metodé€ detekce odliSnosti glykant [12]. Jednou
z moznych je isoelektrickd fokusace apolipoproteinu C-II1 [38,39].

IEF TRF slouzi 1 k monitorovani 1écby. Naptiklad pii uspesné 1é€be pomoci oralné
podavané mannosy u onemocnéni CDG-Ib se klinické pfiznaky zmirni ¢i zmizi velmi
rychle, zlepSeny profil isoforem transferinu je vSak detekovatelny az po nékolika mésicich
[2,40].

Pro stanoveni defektli N-glykosylace je nutné transferin nasytit zelezitymi ionty,
abychom m¢éli jistotu, Ze vSechny vzniklé isoformy budou saturované a nebudou tak
ovliviiovat hodnotu pl. Na vysledek by tak mélo mit vliv pouze mnozstvi zdporné nabitych
zbytki kyseliny sialové [36]. Saturace se v praxi provadi saturacni smési citranu Zelezitého
a hydrogenuhli¢itanu sodného v poméru 2:1, ktera je ptidana ke vzorku a reakce probiha
pii alespon 30 minutové inkubaci [41]. Vliv genetického polymorfismu na transferin je pii
abnormdlnim profilu dodatecné zkoumdn po inkubaci saturovaného transferinu Zelezem
s neuraminidasou, kterd odstrani pifipadné zbytky kyseliny sialové, opét pomoci
1soelektrické fokusace [38]. Rozdilnost jiné genetické varianty proteinu je dana zménou
isoelektrického bodu. Nejcastéji se vyskytuje genetickd varianta C, méné béZna je pak
anodickd varianta B a katodickd varianta D. V piipad¢, ze jedinec disponuje variantou C

nebo D, muze profil separace IEF TF vést k nespravnému ureni diagnosy. Proto je
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za predpokladu podezielého profilu vhodné provést IEF TF znovu za inkubace vzorku
s neuraminidasou, po které¢ by vysledny profil mél detekovat pouze asialoisoformy TF.
V piipadé jiné genetické varianty nez je varianta C, se budou objevovat i jiné isoformy
[42,43]. Imunochemicka detekce po ukonceni elektroforetické separace se v praxi provadi
nanesenim protilatky proti lidskému sérovému transferinu, napi. polyklonalni kralici
protilatky, rovnomérnym nanesenim piimo na gel. Nasleduje hodinova inkubace
s protilaitkou a poté promyvani NaCl za ucelem vymyti neprecipitovanych proteint.
Poslednim krokem je barveni gelu roztokem Coomassie brilliant blue. Vysledek separace
je mozné odecist kvalitativné¢ pouhym okem [41]. Kvantitativni zastoupeni jednotlivych
sialoforem TF se provadi pomoci denzitometrie [24]. Existuji vzacné typy CDG, u kterych
je stupenn sialylace transferinu v potadku, jejich profil se tak jevi nezataditelny do Zadné
ze skupin CDG. V tomto ptipadé se provadi analyza transferinu kapildrni zoénovou

elektroforézou a HPLC, kter¢ uméji rozpoznat pozménény oligosacharidovy fetézec
[19,44-46)].

Kontrola CDG-I CDG-II
- 6
i — 5
. - - 4 Tetrasialotransferin
- ———
3
~— =)
1
| —— — 0
Fe
= | Asna32 Asn 630
A sn

B
Obrazek €. 6 A: Profily separovanych isoforem transferinu po isoelektrické fokusaci

zdravé kontroly a pacienti s CDG upraveno podle [38]; B: struktura glykanu
tetrasialotransferinu, upraveno podle [36,47]

Prvni drdha u obr. A vyjadiuje profil zdravych jedinct vyuzitych pro kontrolu, druha
obsahuje profil pacienta trpiciho typem syndromu CDG-I a tfeti profil pacienta s CDG-II.

Cisla vpravo znadi isoformy podle poétu sialovych zbytki.
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1.4.1.3.2 Isoelektricka fokusace apolipoproteinu C-I11

Apolipoprotein C-III patii mezi stabilni glykoproteiny krevni plazmy. Disponuje
O-glykosidickou vazbou, ve které je vazba threoninu na N-acetylgalaktosamin, pokracujici
oligasacharidovym fetézcem, jehoz zékladem je jedno tzv. mucinové jadro [33,38]. (Viz
obrazek ¢. 7, str. 28). IEF ApoCIIl se pouziva pii podezieni na poruchu v syntéze
O-glykoproteinii mucinového typu [27]. Kyselina sialova zde taktéz tvoii termindlni
monosacharid. Podle poctl jejich zbytki u ApoCIIl Ize rozpoznat az tfi isoformy, z nichz
jedna je asialovana, ApoCllly, dalsi mohou byt mono- ¢i disialované, ApoCIIl;, ApoCIIl,
[38]. Princip metody je, stejné jako u IEF TF, zaloZzen na separaci isoforem
apolipoproteinu C-III krevni plazmy za konstantniho proudu. Po elektroforetické separaci
nasleduje imunochemicky pfenos — ,,Western blott za pomoci primarni protilatky proti
lidskému ApoClIII a sekundarni protilatky, kterd je konjugovana s peroxidasou. Nasleduje
detekce riznymi osvétlovacimi technikami, napf. fluorescencné nebo luminiscenéné
pomoci luminolu. Nasleduje vyhodnocovani intenzity jednotlivych prouzki, tzv. bandd,
které znac¢i konkrétni isoformy pomoci pocitacovych programii [33,48]. V piipadé
hypoglykosylace se vysledny profil charakterizuje posunem smérem k zéporné katodé
[49]. Naopak pii hyperglykosylaci je profil posunut ke kladné anod¢ [27].

Zastoupeni jednotlivych isoforem apolipoproteinu C-III se méni v zavislosti
na veéku jedince [27,33]. Podle hladin ApoC-III 1ze populaci rozdélit na tfi skupiny.
Do prvniho roku Zivota je hladina asialované formy ApoC-III velmi nizka, pohybuje se
lehce nad nulovou hodnotou, v priibéhu Zivota postupné narista na piiblizn€ na 8%. Kazda
hladina konkrétni isoformy je vSak velmi individudlni, pohybuje se kolem 20%,
u asialoisoformy je niz§i. Koncentrace monosialoisoformy ApoC-III také béhem zivota
témeét konstantné narlistd, primérnd hodnota se pohybuje kolem 50%. Nejdynamicté)si
pohled je na vyvoj disialované formy, kterd béhem prvniho roku Zivota roste, okolo 50%,
poté se zastavi a hladina konstantné¢ klesd. Do 18. roku zivota se koncentrace
disialoapolipoproteinu C-III pohybuje kolem 42%, nésledujici roky dale klesd ptiblizné
na 36% [33].

I vpfipadé¢ apoliproteinu C-III existuje moznost vyskytu genetického
polymorfismu. Pfi jeho podezieni je vzorek opét nutné analyzovat pomoci neuraminidasy,
ktera odstrani vSechny zbytky kyseliny sialové. Po inkubaci a néasledné separaci by méla

byt detekovana pouze asialoisoforma ApoC-III, v pfipadé genetické polymorfismu by vSak
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1 po inkubaci vzorku s neuraminidasou byl profil IEF ApoC-III nestandardni a profil by

vykazoval i jiné isoformy [33].

Kontrola CDG-IIe CDG-IIf

NewAco?,
$GaNAc - Thr

NeuAca2—73 Gal 1
NewAco2—3 Galpl—3GailNAe - Thr

Galpl—3GalNAe - Thr

B)

A)
Obrazek ¢ 7: A) Profily separovanych isoforem apolipoproteinu C-III

po isoelektrické fokusaci zdravé kontroly a dvou pacienti s poruchou
O-glykosylace, upraveno podle [27,50]; B) struktura trisialovaného glykanu
u aplipoproteinu C-111, prevzato z [27].

V prvni draze obr. A) se vyskytuje profil zdravé kontroly. Druha drdha patii profilu
pacienta stypem CDG-Ile, kde lze pozorovat rapidni vzrist asialoisoformy
1 monosialoisoformy Apo C-III. Naopak disialoisoforma Apo C-III znaci hyposialilaci.
Ve tfeti draze je profil pacienta stypem CDG-IIf, ktery ma zvySenou koncentraci
monosialoisoformy a snizenou disialoisoformy Apo C-III. Cisla vlevo zna&i konkrétni
1soformu podle poctu zbytkli kyseliny sialové. Zkratky: NeuAc — kyselina neuraminova,

Gal — galaktosa, GalNac — N-acetylgalaktosamin, Thr — threonin

1.4.1.4 Méreni aktivity enzymi

Nejcastéji se provadi enzymova analyza fosfomannomutasy (onemocnéni
PMM2-CDG). M¢éteni se provadi na izolovanych lymfocytech nebo na kultivovanych
koznich fibroblastech. Jako substrat se pouzivd mannosa-1-fosfat a meéteni probiha

spektrofotometricky jako preména koenzymi NADP' na NADPH. Pokud aktivita
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fosfomannomutasy vykazuje standardni hodnoty, dal§im krokem vedoucim ke zjisténi
hledaného onemocnéni je sledovani enzymové aktivity mannosafosfatisomerasy
(onemocnéni PMI-CDG) podobnym zpusobem jako u PMM?2, substraitem je zde
mannosa-6-fosfat. Pii pouzivani koznich fibroblasti byly zjiStény vyssi hodnoty aktivity
fosfomannomutasy 2 nez pii méteni pomoci lymfocytti [22]. Proto je doporuceno provadet
tuto metodu na izolovanych lymfocytech. Pokud klinické ptiznaky naznacuji pfitomny
defekt u enzymu MPI, je mozné stanovovat jeho aktivitu jako prvni v poradi [24].
Pro méfeni aktivity enzymi ostatnich typi CDG je nutno vypéstovat kultivované kozni
fibroblasty [2]. Dale se metoda meéfeni aktivity enzymt vyuzivd u nékterych typt

O-glykosylace [19].

1.4.1.5 Molekularni diagnostika

Geneticka analyza je zkoumana vzdy za ucelem potvrzeni predpokladané mutace,
¢1 v ptipad¢, Ze zadna z biochemickych a analytickych metod neurcila konkrétni typ CDG.
Doposud bylo popsano vice nez 100 genii, jejichZ mutace mohou zplsobovat defekty
v procesu biosyntézy glykoproteini. Analyzu je mozné provést sekvenovanim DNA,
polymerasovou fetézovou reakci v realném case (PCR Real-Time nebo také qPCR),
analyzou polymorfismu konformace jednovldknové DNA nebo metodou, ktera studuje
polymorfismus délky Stépnych fragment. V poslednich letech k identifikaci podstaty

onemocnéni prispiva vyuZiti celoexomového sekvenovani [19].

1.4.1.5.1 qPCR

qPCR je kvantifikani variantou klasického PCR, kdy je sledovano mnoZzstvi
mnozici se DNA pomoci fluorescencni latky, napt. v podobé fluorescencni sondy. Ta se
pfidava do polymeracni smési a po navdzani se na DNA vyzafuje fluorescenci, kterd je
kontinudlné¢ zaznamendvana v pribéhu celé PCR. Dnes se vice vyuzivd pojmenovani
gPCR (z angl. ,,quantification®), jelikoz zkratka RT (z angl. ,,Real-Time*) by mohla byt
zameéneéna napf. s reverzni transkripci. Vyuziva se pti analyze chromosomovych aberaci,
analyze genové exprese, pro detekci patogeni a pii detekci polymorfismu
u nukleotida [51].

V pribehu celé qPCR se neustale opakuje faze ,,denaturace - d&j, kdy je nejprve
Sroubovice DNA rozpletena, nasleduje faze nasedani primeri na ob¢ rozpletena vlakna.

V tomto mechanismu se pravdépodobné polymerasa navaZze na primer a tento komplex je
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poté navdzan na jednovldknovou DNA a v dalSi fazi jiz probihd syntéza nové
dvousroubovice. Tyto faze jsou regulovany teplotami pro dil¢i déj PCR, pii denaturaci je
potieba vysoka teplota, kolem 95°C, pro nasedani primert je teplota snizena na piiblizné
50°C a pro polymeraci je opét navySena na teplotu 72°C, ktera je specificka pro danou
polymerasu. Z jednoho templétu vznikaji tedy dvé nové DNA, pii kontinudlnim opakovani
tohoto dé&je roste poéet novych DNA rychlosti 2". V idedlnim ptipadé, tj. pfi 100%
efektivité, by pocet vytvorenych geni byl kvantifikovan podle vzorce E™, kde n znaci
pocet cykli a za veli¢inu E se v tomto ptipad¢ dosazuje hodnota 2, jelikoz pocet procent
déleny 100 se vzdy pfi¢ita k hodnoté 1. Za predpokladu 90% ucinnosti reakce vznikne
mensi mnozstvi genll a vypocet je stanovovan jako 1,97[51,52].

Pti vyhodnocovani se u kazdého vzorku pracuje shodnotou Ct, ktera znaci
tzv. prahovou hodnotu cyklu (z angl. ,,cycle of treshold”), kdy mnozstvi fluorescence
dosédhne hodnoty nad préh pozadi a od té doby roste linearné az do vycerpani nékterého
z komponentl reakce, nejcastéji oligonukleotidii, ¢imz je PCR ukonéeno a nedochazi jiz
k Zddnému mnozeni DNA. (Viz obrédzek ¢. 8, str. 31). Hodnota Ct by méla byt idealné
stanovena do 30. cyklu, v pfipad¢, Ze je tato hodnota pfili§ vysoka, je to disledek malého
mnozstvi templatové DNA. Dalsi dulezitou veli¢inou je efektivita reakce, kterd se poté
zohledniuje pii vypoctu celkové exprese. K vypoftu exprese konkrétniho genu
u daného vzorku se poté vyuziva vzorce €. 1 (str. 31), ktery zahrnuje hodnotu Ct, efektivitu
reakce a je zaroven odecten od hodnot referen¢nich genti [51,52].

Do reakcni smési se pridava templatova DNA, smés oligonukleotidd, flourescenéni
substrat a dale jeden ze dvou druht gend, které plni funkci primerd. Prvnimi jsou ty,
jejichz exprese mé byt analyzovana, druhym typem genid jsou geny srovnavaci, jejichz
vytvofeny pocet kopii by mél byt stejny u vSech testovanych vzorkii. Srovnavaci geny
slouzi k odecteni pozadi reakce a zaroven jsou vyuzivany jako kontrola, ze reakce prob¢hla

spravné a ve smési nebyly pfitomny Zadné inhibitory [48].
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Ct Poéet cykll

Obrazek €. 8: Krivka naristu DNA béhem qPCR, prevzato z [51,52].

Béhem exponencidlni faze nejprve dochazi k nartstu DNA, ne vSak takovému, aby
hodnota fluorescence, ktera reflektuje mnozstvi DNA, piesdhla hodnotu pozadi.
S rostoucim mnozZstvim DNA je piekrocena prahovéa hodnota, tento bod je charakterizovan
veli¢inou Ct, a exponencialni faze se postupné méni na linearni, kdy je mnozstvi DNA tak
velké, ze fluorescence roste linearné. S ubyvanim reak¢nich komponentl, nejcastéji
oligonukleotidl, nastava tzv. plateau faze, kdy se postupné¢ zmensuje mnozstvi rostouci
DNA, az se vSechny oligonukleotidy vycerpaji, ¢imz je celé qPCR ukonceno.

Zkratky: Ct-prahova hodnota cyklu

Vzorec €. 1: Vypocet exprese genu pro vzorek templatu, prevzato z [51,52].

[NO]A — Ctg—Cty
oy — (L HE) ) (1)

kde N, vyjadiuje mnozstvi ptivodni RNA, E znaci efektivitu dané reakce, A oznacuje
sledovany gen a B gen referen¢ni, Ct pak vyjadiuje pocet cyklu, kdy hodnota fluorescence

pfesahne hodnotu pozadi.

1.4.2 Vyzkumné metody

1.4.2.1 Hmotnostni spektroskopie

Hmotnostni spektroskopie je zfejmé nejkomplexnéjsi metodou pro diagnostiku
CDG [3]. Poskytuje informace o detailnich strukturnich zménéach glykoproteinti [26].
Pracuje se sérovym glykoproteinem, ktery mize byt v nativnim stavu nebo izolovan

pomoci imunoafinitni chromatografie [24]. Podobné¢ jako IEF i hmotnostni spektroskopie
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nejcastéji vyuziva k analyze sérovy transferin. Dulezitou charakteristikou je jeho hmotnost,
kterd €ini u proteinové ¢asti 75 181 Da, kazdy dal$i navazany oligosacharidovy fetézec,
ktery je dale rozvétveny na dvé vétve, je charakterizovan molekulovou hmotnosti
2206 Da. Standardni transferin u zdravych kontrol se dvéma rozvétvenymi
oligosacharidovymi fetézci by mél mit hmotnost 79 593 Da [3]. Pro analyzu velkych
molekul, jakymi glykoproteiny bezesporu jsou, se vyuzivaji tfi typy hmotnostni
spektroskopie. Hmotnostni spektrometrie zaloZzen4d na ionizaci elektrosprejem, ESI-MS
(z angl. ,elektrospray ionization - mass spektrometry*), kdy je vzorek vystaven silnému
uvoliiovani nabitych iontl analytu smérem k detektoru. Dal§im druhem je MALDI-MS
(zangl. ,matrix-assisted laser desorption/ionization - mass spectrometry®)
charakterizovéana ionizaci analytu laserem za pouZiti matrice. Tou jsou krystaly absorbujici
v ultrafialové oblasti. Matrice spolu s analytem jsou vystaveny vysokoenergetickému
laseru, ktery zptisobi ionizaci a néasledné uvoliiovani nabitych ionti analytu. V poslednich
letech se zaCala vyuZzivat k analyze glykoproteinii také SELDI-MS (zangl. ,.surface
enhanced laser desorption/ionization - mass spektrometry”). Tato metoda je zaloZzena
na imobilizaci glykoproteinu oznaceného protilatkou na reaktivnim povrchu proteinové
¢ipové sondy. Zatimco analyzu glykoproteini pomoci ESI-MS a MALDI-MS je mozné
aplikovat pfi podezieni na ob& zdkladni skupiny CDG, SELDI-MS je pouZitelné pouze
k diagnostice CDG-I [24,53,54]. K detekci konkrétnich isoforem se vyuziva bud’ iontova
past nebo tzv. kvadrupdlovy analyzator, které byvaji spojovany s ESI-MS, MALDI-MS
a SELDI-MS obvykle vyuziva detektor métici dobu letu, TOF, (z angl. ,time of flight
detector®) [24,54].

1.4.2.1.1 ESI-MS

ESI-MS se standardné vyuZziva pfi podezieni na syndrom CDG-I [55]. Vzorek je
nejprve rozpustén v nadmérném mnozstvi rozpoustédla, tato smés je poté vedena kovovou
kapilarou, kterd je vystavena vysokému napéti. Napéti zplsobuje rozprasovani kapaliny
ve formé nabitého aerosolu. Rozpoustédlo se postupné odpatuje a zvySuje se tak hustota
naboje, coz vede k vybuchu a rozpadu na malé Castice. V fedéné plynné fazi postupné
vznikaji samostatné ionty bez molekul rozpoustédla za soucasného ptidavani plynu, ktery
pomaha ionizovanym ¢asticim pii odpafovani rozpoustédla. Takto se vytvari svazek iontl

vhodny k hmotnostni analyze [56]. Vysledkem této metody je hmotnostni spektrum
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s mnoha vrcholy, které charakterizuji konkrétni isoformy transferinu. Identifikace
ionizovanych glykoprotein je zaloZzena na poméru m/z, tedy poméru mezi hmotnosti
a nabojem. Hmotnost isoforem je pak porovnavana s hmotnosti zdravych kontrol, ktera ma
vzdy vétsi hmotnost v porovnéani s pacientem CDG-I, ktery postrada jeden nebo vice
oligosacharidovych fetézci [55]. Jelikoz jsou hodnoty poméru m/z u dvoufetézcového,
jednotetézcového i chybéjiciho oligasacharidu velmi podobné, je praktictéjsi pozorovat
zmeény hmotnosti pfepoctené pomoci algoritmu na relativni molarni hmotnost [3].
V piipadé nejcastéjSiho typu PMM2-CDG byva transferin ve velkém mnozstvi detekovan
s jednim fetézcem, ktery byva disialovany, tedy rozvétveny, nebo oligosacharidovy fetézec
kompletné chybi a transferin je tedy asialovany [54]. Touto spektrometrii jsou generovany
vicendsobné nabité ionty, které jsou pro zjednoduSeni dekonvoluci ptevedeny
na jednonasobné nabité nebo neutrdlni ionty [57]. Pomér m/z je poté piepocitavan
na vyslednou relativni molarni hmotnost. Jelikoz kazdy druh spektroskopie generuje jiné
druhy ionti, hodnoty poméri m/z jsou ztohoto diivodu velmi odlisné. Vyhodou této
chromatografie je, Ze neni potieba sytit transferin Zelezitymi kationty. Rozmezi m/z,
kterého dosahuje analyzovany transferin je 2000 az 3000, minimalni namétitelna hmotnost
je 74 000 Da (hmotnost proteinu), maximalni je pak 81 000 Da (standardni hmotnost
transferinu) [54]. Vyhodou ESI-MS je potfeba malého mnoZstvi vzorku (pfiblizné 10 pl),
kratkd doba analyzy (9 minut) a schopnost rozlisit strukturdlni zmény v glykoproteinu,
jakozto 1 rozliSeni CDG v rdmci dvou zékladnich skupin. Nevyhodou je cena pfistroje,
ktera je neporovnatelna s naklady na IEF. Dalsi nevyhodou je nerozpoznani malych rozdilt
v hmotnosti, které¢ mohou hrat roli v genetickém polymorfismu [24]. Chromatogramy dvou

nejcastejSich typtt CDG jsou zndzornény na obrazku €. 9 (str. 34).
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Obrazek €. 9: Chromatogramy sérového transferinu dvou nejéastéjs{cn typi CDG
po LC-MS, prevzato z [54].

Chromatogram A charakterizuje analyzu pacienta PMM2-CDG, chromatogram B
MPI-CDG. Osa y vyjadiuje intenzitu signdlu, osa x pak relativni molarni hmotnost.
Na chromatogramu jsou pozorovatelné tfi rozliSitelné vrcholy. Vrchol s nejvyssi hodnotou
relativni moldrni hmotnosti oznacuje tetrasialotransferin se dvéma rozvétvenymi
oligasacharidovymi fetézci, hmotnost 77 353 Da znaci ztratu jednoho oligosacharidového

fetézce a hmotnost 75 145 Da poukazuje na chybéjici glykan.

1.4.2.1.2 MALDI-MS

Pro analyzu molekul ptesahujicich hmotnosti 10 kDa je vyuZivan TOF analyzator,
ktery méfi dobu letu vygenerovaného jednonasobné nabité¢ho iontu. Matrice je spolu se
vzorkem v pevném skupenstvi umisténa v elektrickém poli na vhodném nosici,
napf. nerezové desti€ce, po excitaci laserového pulzu matrici se matrice rozloZi
a tim ionizuje dany vzorek. Matrice je béhem tohoto procesu potiebna proto, aby nedoslo
k rozstépeni vzorku za Gcinku laseru. Cesta ionttli je urychlend elektrickym polem, které je
vhéani pfes uzemnénou miizku do trubice s vakuem. Doba letu céastice je zavisla na jeji
velikosti a hmotnosti, po zjisténi doby priletu vakuovou trubici se Cas prepocitava
na rychlost, ze které je mozné vypocitat pomér hmotnosti a néboje, m/z [3,58]. Touto
metodou lze analyzovat vzorky sérového transferinu za ucelem diagnostiky CDG-I
1 CDG-II. MALDI-MS piedchdzi imunoafinitni chromatografie. Hmotnostni analyza
transferinu vSak kvlli obrovské hmotnosti molekuly nerozeznd defekty na trovni jedné
sacharidové jednotky. Ty lze identifikovat analyzou glykani uvolnénych z transferinu

nebo jinych glykoproteini pomoci MALDI-MS. Nejprve je tieba enzymatického uvolnéni
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glykanu, které je doplnéné hydrofilni afinitni chromatografii. Touto analyzou transferinu
bylo zjisténo, ze defekty ve struktufe oligosacharidovych fetézci zévisi 1 na poloze
aminokyseliny v polypeptidickém fetézci, se kterou vytvaii N-glykosidickou vazbu [3],

[59]. Tyto zmény ve struktuie transferinu jsou znazornény na obrazku ¢. 10.
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Obrazek ¢. 10: Hmotnostni spektrum glykani sérového transferinu metodou
MALDI-TOF, pievzato z [3]

Chromatogram (A) oznacuje kontrolu, chromatogram (B) pacienta s nezndmym typem
CDG-Ix. * je oznacena fukosylace, ** vétveni oligasacharidového fetézce na tii dalsi. Gpl
charakterizuje oligosacharidovy fetézec v poloze Asn-432, gp2 pak fetézec v poloze
Asn-630. V poloze aminokyseliny Asn-630 byla prokdzéna zvySena fukosylace a také
Cast¢j8i rozvétveni fetézce na tii dalsi oligosacharidové fetézce. V poloze Asn-432, kde se
objevuje snizeny vyskyt fukosylace, obecnym znakem skupiny CDG-I je pravé zvySena

fukosylace a snizené vétveni [3], [59].

1.4.2.6 DalSi moZnosti analyzy

V dalsich krocich vedoucich k urc¢eni diagnosy konkrétniho typu CDG se vyuziva
analyza ¢asti glykoproteinii jako LLO (z angl. ,lipid-linked oligosacharides®)
a PDO (z angl. ,,protein-derived oligosacharides®), které by bylo mozné interpretovat jako
oligosacharidy vazané na lipidovy dolicholfosfat, resp. oligosacharidy vdzané na protein.
Tato analyza se provadi izolaci z kultivovanych fibroblasti, které se nejdiive inkubuji

s “H-mannosou po dobu 30 minut, nasledné je provedena extrakce chloroformem
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a methanolem v poméru 2:1. Béhem tohoto procesu se uvolni dolichol-P-mannosa
do supernatantu, ptidanim vody se pak dale uvolnuji volné oligosacharidy, mannosa-P
a sacharidové nukleotidy. Usazenad peleta je poté znovu extrahovana chloroformem,
methanolem a vodou, dochézi tak k uvolnéni cileného LLO a analyze na HPLC. Tento
postup se vyuziva pti podezieni na onemocnéni CDG-I, kdy analyza sérového transferinu
vykazovala profil separovanych isoforem zarazujici tohoto pacienta do této skupiny, a dale
byly stanoveny aktivity enzymi PMM2 a MPI jako standardni. Ve druhém pfipade,
pii podezieni na CDG-II se analyzuje struktura PDO. Pfidanim specifickych
endoglykosidas, v pfipadé transferinu endoglykosidasy PNGAsy F, celym nazvem
N-glykosidasa F, ktera hydrolyzuje vazbu mezi N-acetylglukosaminem a asparaginem,
vznikd deaminizovany polypetipidicky fetézec a uvolnény oligosacharidovy fetézec
v supernatantu (PDO). V ptipadé O-glykoproteint, i kvili velké variabilité¢ vazeb mezi
glykany, nebyla zatim objevena zadna specifickd endoglykosidasa. V praxi je mozné
uvolnénych oligosacharidii se provadi vysokotlakou metodou HPLC nebo v piipadé

CDG-II Ize glykany analyzovat pomoci MALDI-TOF [2,4,19,24,60-62].

1.4.2.7 HPLC a CZE

Variantou ke ,screeningu“, jeZz je zalozeny na IEF transferinu, jsou
chromatografické metody HPLC (vysokoucinna kapalinovd chromatografie) a CZE
(kapilarni zonova elektroforéza). V porovndni s IEF jsou tyto chromatografické metody
méng citlivé k analyze glykoproteinti, zaroven ale dokaZou pfesnéji kvantifikovat isoformy
daného vzorku [24]. Jsou vhodné hlavné k diagnostice mirné€jSich forem CDG, které jsou
pro IEF TF sice viditelné, ale velmi tézko kvantifikovatelné. Dalsi vyhodou je nepotiebné
znacCeni protilatkami a také to, ze jsou tyto metody alesponl ¢asteCné automatické [24,44].
Naopak nevyhodou je cena kolon, jejich potfeba regenerovat a také potieba velkého
mnozstvi vzorku v fadu stovek mikrolitrli, v porovnani s IEF. Proto je dobré vyuZzivat tuto
metodu pifi analyze velkého mnozstvi vzorkl [19,24]. Pfi CZE se nejprve vzorek
se sérovym transferinem nasyti Zelezem, poté je aplikovdn do kiemenné kapilary
se silanolovou skupinou, ke které je pfipojeno detekéni zafizeni méfici absorbanci.
V tomto ptipadé se mé&fi v UV oblasti kolem 200 nm. Celym systémem protékd roztok
elektrolytu, pufru. Na elektrody je vkladano konstantni napéti, které zpiisobuje pohyb

smérem ke katod¢ a néaslednou separaci isoforem podle jejich ndboje [44,45]. Pro ptipravu
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HPLC je potieba vzorek sérového transferinu opét kompletné nasytit zelezem, oddélit
precipitaci od lipoproteinii a nasledné prefiltrovat. Poté je vzorek vstiiknut do systému
HPLC, ktery je slozeny z chromatografu se ¢tyinasobnou pumpou, jednotky k odplynéni,
iontové vyménné chromatografické kolony, detektoru méficiho absorbanci,
termostatovaného davkovace vzorkii a vyhodnocovaciho softwaru. Plné saturovany
transferin ma absorpéni maximum ve vinové délce piiblizné 470 nm. Uvolnéni se provadi
pomoci gradientové eluce [63]. Kvantifikace je u obou metod pfisluSnymi softwary
odeCtena z vysledného chromatogramu jako plocha pod kiivkou a isoformy jsou tak
procentudlné kvantifikovany v Case. Dle dostupnych studii jsou obecné vysledky
kvantifikace pomoci HPLC a CZE velmi podobné, v pfipad¢ disialotransferinu je jeho
mnozstvi mirné vyssi metodou HPLC, procentudlni rozdily jsou zde statisticky vyznamné

[44]. Ukazkové chromatogramy obou metod jsou znazornény na obrazku ¢. 11
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Obrazek ¢. 11: Chromatogramy sérového transferinu — vystupy z analyzy HPLC
a CZE, prevzato z [44]

Analyza vzorku pacienta s mirnou formou PMM2-CDG. a) je analyza isoforem pomoci
HPLC, b) pomoci CZE. U tohoto mirného typu CDG je charakteristicky pouze nartst

disialotransferinu.

1.4.2.8 Regulace pomoci glykosylace

Zmeény glykosylacnich procesti neovlivituji pouze CDG syndrom, ale i jind daleko
méné vzacna onemocnéni. Zmény ve struktufe O-glykanil spojenych s polypeptidickym
fetézcem pres N-acetylglukosamin mohou byt spojeny s chronickymi onemocnénimi, jako

je neurodegenerativni Alzheimerova choroba, rtizné chronickd onemocnéni jako rakovina
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a zanéty, ale 1 diabetes mellitus 2. typu. U tohoto typu diabetu se ve vétSin¢ piipadu
projevuje vyrazné zvyseny stupen této O-glykosylace proteinid, jehoz mira by mohla
slouzit jako uzite¢ny marker k diagnostice uvedenych onemocnéni. PfiCinou zvySeni
tohoto typu glykosylace je zvySend koncentrace UDP-N-acetylglukosaminu, ktery
je vysledkem syntézy hexosamini. Stim je spojend narGstajici exprese enzymu
N-acetylglukosaminasy (OGA), kterd je ziejmé kompenzacni odpovédi na zvySenou
syntézu tohoto typu glykoproteinu. OGA reprezentuje enzymatickou skupinu hydrolas,
zpusobuje enzymaticky rozklad O-glykani navazanych pies N-acetylglukosamin
(O-GlcNac). Enzymem sopacnou funkci, ktery katalyzuje vznik vazby, je
N-acetylglukosaminyltransferasa (OGT). Jednoduché schéma funkci téchto enzymi je
ukézdno na obrazku €. 12. Regulace této syntézy resp. jeji degradace je ddna zménami
béhem bunécéného cyklu, extracelularnimi podnéty, ale i1 stravou a stresovymi situacemi.
Jako standardni marker ke stanoveni diabetes mellitus 2. typu slouzi glykovany
hemoglobin, dale glukosovy toleran¢ni test a také sledovani hladiny glukosy v plazmé.
Zvysena exprese enzymi OGA a OGT by tak mohla byt uZite¢nd jako spolehlivy marker

ke stanoveni této nemoci jiz v pocatecni fazi [50,64].

N-acetylglukosamin oH
o
HO
HO o_
AcHN Ser/Thr

glykoprotein |

OGT

OGA

Obrazek ¢. 12: : Jednoduché schéma funkce enzymi OGT a OGA. Prevzato
a upraveno podle [65]

Zkratky: OGT - N-acetylglukosaminyltransferasa, OGA - N-acetylglukosaminasa,
AcHN - N-acetylamin, Ser/The — serin/ threonin, OH - hydroxylova skupina

DMII se projevuje hyperglykemii, kdy se hormon insulin neni schopny navazat
na insulinové receptory na povrchu svalovych a tukovych bunék. Tak glukosa putuje
do bunky, a pokud ji tento transport neni umoznén a hromadi se v krvi. Hypotéza
prezentovana v mnoha studiich je zalozena pravé na souvislosti zvysené O-glykosylace

pies N-acetylglukosamin a inhibici insulinu navazat se na své receptory [66].
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2. Cile predkladané bakalarské prace jsou:

1. V teoretické casti popsat soucasné dostupné metody pii studiu a diagnostice CDG.
2. 'V praktické Casti provést pilotni experiment analyzy exprese genli pro OGA

a OGT v lymfocytech izolovanych z periferni krve.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Pristroje

Centrifugy:

Hettich Rotanta 460R - Hettich Zentrifugen (Némecko), Hettich Mikro 200 - Hettich
Zentrifugen (Némecko), Heraecus Multifuge X1R Centrifuge — Thermo Scientific (USA),
Heraeus BIOFUGE STRATOS Centrifuge - Thermo Scientific (USA), Centrifuge CM-
GMT — Unimed (CR), Centrifuga Univerzal 320R — Schoeller (Némecko), Centrifuga
Mikro 200 — Schoeller (Némecko), Stolni centrifuga E - Centrifuge — Wealtec (USA)
,Vortex“ — P-Lab (CR)

Spektrofotometr NanoDrop — 2000 Spectrophotometer — Thermo Scientific (USA)
Bioanalyzer Agilent 2100 RNA 6000 Nano Kit - Agilent Technologies (USA)
Termoblok LABNet D1200 — LABNet International (USA)

PCR desticka Micro Amp Optical 96 — Well Reaction — Applied biosystems (USA)
Film na pokryti PCR desti¢ky Optical Adhesive Film — Applied biosystems (USA)
Pipety:

Automatické: Nichipet Ex - Nichiryo (USA), Gilson (Francie)

Digitéalni: Finnpipette — Thermo electron corporation (USA)

7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA)

Spektrofotometr UV-VIS Recording Spectrophotometer — Schimadzu (Japonsko)
RNA box DNA/RNA UV-cleaner UVC/IT-AR — Biosan (Litva)

PCR box PCR Box HV Mini — Holten ()

Minitfepacka Vortex 1 — IKA (Némecko)

PCR cycler DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler — Bio-Rad (USA)

3.1.2 Chemikalie

Chlorid sodny — Penta (CR)

Chlorid draselny - Penta (CR)
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Hydrogenfosforeénan sodny heptahydrat - Penta (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny - Penta (CR)

Histopaque — Sigma (USA)

TriReagent RNA/DNA Protein Isolation Reagent — Applied Biosystems (USA)
Chloroform - Penta (CR)

Izopropylalkohol - Penta (CR)

ethanol - Penta (CR)

Superdestilovand voda Milli-Q voda - Millipore (USA)

guanidin hydrochlorid — CN Biomedicals (Némecko)

ethanol - Penta (CR)

glycerol - Penta (CR)

ethanol - Penta (CR)

glycerol - Penta (CR)

SDS — Sigma (USA)

BSA — Sigma (USA)

Comaissie brilliant blue G250 — Sigma (USA)

DNasa —Turbo DNase free — Ambion (USA)

Pufr pro DNasu 10X DNase Buffer — Ambion (USA)

Inativator DNasy DNase Inactivation reagent — Ambion (USA)

PCR voda - Top-Bio (CR)

Primery pro reverzni transkripci Oligo dT20 primer — Promega (Velka Britanie)
Deoxynukleotidy ANTP Mix — Sigma (USA)

puft pro reverzni transkripci Fast System Buffer (FSB) - Invitrogen (USA)
DTT - Invitrogen (USA)

RNAsin — Promega (Velka Britanie)

Reverzni transkriptasa Super Script - Invitrogen (USA)
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Primery pro qPCR Master Mix: HPRT HS02800695 M1, GAPDH HS99999905 M1,
OGT HS002692228 M1, MGEAS HS00201970 M1 - vSe Thermofisher Scientific (USA)
DNA polymerasa TagMan Gene Expression Master Mix — (Applied Biosystems) (USA)

3.1.3 Biologicky material

K analyze byly pouzity vzorky 7 ml periferni krve v EDTA od 2 pacientii s DMII a od 2
zdravych kontrol

Vzorek ¢. 1: Zdrava kontrola 1, Zena ve véku 50 let
Vzorek €. 2: Pacient 1 s diabetes mellitus 2. typu, Zena ve véku 17 let
Vzorek €. 3: Pacient 2 s diabetes mellitus 2. typu, muz ve véku 16 let
Vzorek ¢. 4: Zdrava kontrola 2, Zzena ve véku 30 let

Biologicky material byl odebran po informovaném souhlasu. Studie byla schvélena etickou
komisi VFN v Praze.

3.2 Metody

3.2.1 Izolace lymfocyti

Lymfocyty byly izolovany ze 7 ml krve s EDTA pomoci diferen¢ni centrifugace

na gradientu ficollu. V ramci ptipravy byly vSechny roztoky zahtaty na pokojovou teplotu.

Do zkumavek bylo nejdiive napipetovano 3 ml histopaque, ktery byl pfevrstven
6 ml promichané krve. Poté byly vzorky centrifugovany se zrychlenim 700 g, pii teploté
22°C po dobu 30 minut (Hettich Rotanta 460R - Hettich Zentrifugen, O brzda). Horni ¢ast
plazmy byla opatrné odstranéna a do nové zkumavky byl Spi¢kou prenesen bily prstenec
s lymfocyty s malym mnozstvim histopaque. Lymfocyty byly promyty 10 ml PBS
(137mM, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO, - 12 H,0,1,5mM KH,PO4, pH=7,4) a nésledné
centrifugovany 700 g, pti teploté 22°C po dobu 20 minut (Hettich Rotanta 460R - Hettich
Zentrifugen, s brzdou 3). Supernatant byl odstranén a pelety lymfocytd byly nejdiive
rozsuspendovany v 1 ml PBS a nasledné¢ promyty 10 PBS a centrifugovany
za stejnych podminek. Posléze byly pelety rozsuspendovany v 0,5 ml 1x PBS, pfeneseny
do malé Eppendorf zkumavky a zcentrifugovany pfti laboratorni teploté po dobu 3 minut,
9000g (Hettich Mikro 200 - Hettich Zentrifugen). Vysledné pelety pacienti byly

rozsuspendovany v TriReagentu a skladovany pii -80°C do doby pouziti.
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3.2.2 Izolace RNA z lymfocyti

Veskeré experimenty byly provadény v UV boxu a vzorky byly neustale ponechany
na ledu pii teploté 4°C. Vzorky vyizolovanych lymfocytti byly homogenizovany pomoci
1 ml TriReagentu, které byly nasledné¢ diukladné promichdny ve ,,vortexu® a poté byly
nékolikrat protdhnuty Spickou. Ke dvéma vzorkiim pacientii byl TriReagent pridan jeste
pfed zmrazenim. Vzorky byly inkubovany pfiblizn¢ 5 minut pifi laboratorni teploté,
a probihala tak disociace nukleoproteinovych komplexii. Déle byl pfidan chloroform
0 objemu 0,2 ml, zkumavky byly po dobu pfiblizn¢ 15 sekund michany obracenim a opé&t
inkubovany po dobu 3 minuty pfi laboratorni teploté. Poté byly vzorky centrifugovany
na 4°C pii 12 000 g 15 minut (Heraeus Multifuge X1R Centrifuge — Thermo Scientific,
s brzou 0). Ve zkumavce tak vznikly 3 faze: spodni fenol-chloroformova, ve které byla
rozpusténa frakce proteind, interfaze s DNA a horni vodna faze s rozpusténou RNA.
Pro precipitaci RNA byla vodna faze ptfesunuta do nové zkumavky, ptfidano 0,5 ml
ledového izopropylalkoholu, vSe bylo jemné promichéno, inkubovano pii laboratorni
teplot¢ 10 minut a centrifugovano 4°C pii 12 000 g 10 minut (Heracus Multifuge X1R
Centrifuge — Thermo Scientific, s brzdou 9). Poté RNA vytvofila na dné¢ zkumavky maly
pelet. Pfi promyvani byl vZdy odstranén supernatant, piidan 75% ethanol, smés byla
promichéna na vortexu a centrifugovana na 4°C pii 10 000 g, 10 minut (Heraeus Multifuge
X1R Centrifuge — Thermo Scientific, s brzdou 9). Poté byl opét odstranén supernatant
a vzorky centrifugovany na 4°C pii 5 000 g po dobu 1 minuty (Centrifuga Mikro 200 —
Schoeller). Po dokonalém odstranéni supernatantu byly vzorky vysouSeny v oteviené
zkumavce po dobu cca 5 minut. RNA byla dale rozpusténa v 30 ul Cerstvé Millipore vody

a dikladné promichana.

3.2.3 Méreni koncentrace RNA

Poté byla zmétena koncentrace RNA vSech vzorkli na Nanodropu pii vinové délce
260 nm (NanoDrop — 2000 Spectrophotometer — Thermo Scientific). JelikoZ prace
nepokraCovala ten samy den, vzorky byly zmrazeny na teplotu -80°C. Zmétené

koncentrace jsou zaznamenany v tabulce VI (str. 48).

3.2.4 1zolace proteinové frakce z lymfocytu

Vedle izolace RNA byl pouzit postup, kde pii izolaci RNA bylo mozno vyizolovat

1 proteinovou frakci, ktera bude vyuzita pro WB analyzy. Konkrétné: po pienosu 0,25 ml
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fenol-ethanolového supernatantu do nové zkumavky nésledovalo smichéni s tfikrat vétSim
mnozstvim acetonu k objemu fenol-ethanolové faze, tedy s 0,75 ml. Po dikladném
promichani probihala inkubace pfi laboratorni teplot¢ 10 minut, dale centrifugace
na vychlazené centrifuze na teplotu 4°C pii 12000 g po dobu 10 minut (Heraeus
BIOFUGE STRATOS Centrifuge - Thermo Scientific). Pfi promyvani proteini byl vzdy
odstranén supernatant, posléze byla peleta resuspendovana v 0,5 ml promyvaci smési
(0,3M guanidin hydrochlorid, 95% ethanol (v/V), 2,5% glycerol (v/V)). Smés byla
promichdna na ,,vortexu®“ a opét bylo piidano 0,5 ml promyvaci smési. Nasledovala
10 minutova inkubace a centrifugace pii 8 000 g, 5 minut, pii 4°C (Heraeus BIOFUGE
STRATOS Centrifuge - Thermo Scientific). Poté byl opét odstranén supernatant
a promyvani bylo provadéno jest¢ dvakrit. Pii promyvani bylo dilezité smés vzdy
dikladné¢ promichat, aby se odstranil zbyly fenol. DalSi promyvani bylo provedeno,
tentokrat s 1 ml smési 75% ethanolu s 2,5% glycerolem, po kterém nasledovala opét
10 minutové inkubace a centrifugace za podminek stejnych jako v pfedchozim promyvani.
Dale byl diikladné odstranén supernatant a zkumavky byly ponechdny oto¢ené na buniciné
po dobu cca 10 minut, aby peleta proteinti vyschla. Po promyvani nasledovala solubilizace,
kdy byly pelety s proteiny rozpoustény v 30 pl 1% SDS (w/V). Po diikkladném promichani
byly roztoky ponechany ptiblizn€¢ 20 minut pii laboratorni teploté, poté byly vzorky
zahifivany 3 minuty pii vysoké teploté nad 90°C a dale staCeny na centrifuze pii 10 000 g,
5 minut pfi laboratorni teploté (Heraeus Multifuge X1R Centrifuge — Thermo Scientific).
Supernatanty byly pfeneseny do Cistych zkumavek a byly pfipraveny pro pouZiti

na ,,Western blott.*

3.2.5 Méreni koncentrace proteinu dle Bradfordové

U vysledného supernatantu byla zméfena absorbance, ze které byla vypocitana
koncentrace jednotlivych vzorkid. Absorbance byla méfena v duplikdtu u vSech vzorkl
proti BSA standardu. Kalibra¢ni pfimka byla sestavena z 6 bodi (viz tabulka II, str. 45).
Z kazdého vzorku byl odebran 1 pl, ktery byl vzdy doplnén 799 ul destilované vody.
Ke kazdému z méfenych vzorkd bylo pfiddno Comaissie brilliant blue G250 o objemu
200 pl. Vysledny objem vSech métenych vzorka byl 1 ml. Absorbance byly métfeny pii
595 nm (Spektrofotometr UV-VIS Recording Spectrophotometer — Schimadzu). Vysledné
koncentrace  duplikati  byly vzdy  zprimérovany a  jsou  zaznamenané

v tabulce VII (str. 49).

44



Tabulka II: Pfiprava kalibra¢ni primky pro stanoveni koncentrace proteinii

Kahbracénl vzorek Objem d H,O [ul] Objem BSA [ul] Mnoz[spg]l BSA
1 800 0 0
2 775 25 1
3 750 50 2
4 725 75 3
5 700 100 4
6 675 125 5

Zasobni koncentrace BSA = 2 mg/ml

3.2.6 Osetireni DNAsou

Podle naméfenych koncentraci RNA u jednotlivych vzorkii bylo zvoleno slozeni
reak¢éni smési. Doporucuje se pouzit 1 pul DNAsy do koncentrace RNA 200 ng/ul,
pro koncentrace v rozsahu 200-500 ng/ul se doporucuje pouzit 2-3 ul. Podle zméfenych
koncentraci zaznamenanych v tabulce VI (str. 48) bylo pipetovano u kontrolnich vzorki
1 ul pufru, 1 pl DNAsy a 7 ul RNA ze vzorku. Pro vzorky pacientli bylo pipetovano
do novych zkumavek 1 pl pufru, 2 pl DNAsy a 6 pl RNA ze vzorku. Poté vzorky byly
ponechany inkubovat pii 37°C po dobu 30 minut (Termoblok LABNet
D1200 — LABNet International). Dale bylo ke vSem vzorkim pfidano 2 pl inaktiva¢niho
¢inidla DNAsy. Nasledovala inkubace po dobu 2 minut za obcasného michani
a centrifugace na 25°C pii 10 000 g, 1,5 minuty (Centrifuga Univerzal 320R — Schoeller).
Poté byl supernatant s ¢istou RNA pfenesen do nové zkumavky se snahou nekontaminovat
zbytky peletky. DS8le byla znovu pireméfena koncentrace RNA stejnym zptisobem jako

v kapitole 3.2.3. Vysledné namé&fené koncentrace jsou uvedeny v tabulce VIII (str. 49).

3.2.7 Reverzni transkripce

DalSim krokem byl piepis reverzni transkripci z RNA do cDNA. Podle zméfenych
koncentraci RNA bylo odebrano mnozstvi ptisluSného vzorku a ten byl doplnén vodou
pro PCR na vysledny objem 8 pl. Na jednu esej tak bylo potieba 500 ng RNA. Vzorky
byly pipetovany podle tabulky III (str. 46). Dale byla pfipravena kontrola RT-. Poté byl
napipetovan mix 1, ktery obsahoval 5,5 pul 50 uM Oligo dT20 primeru a 5,5 pl 10 mM
dNTP Mixu. Ke kazdému vzorku byly pfidany 2 pl mixu. Vysledny objem tedy cinil
u vSech péti zkumavek 10 pl. Tyto smési byly inkubovany po dobu
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5 minut pii teplot¢ 65 °C (PCR cycler DNA Engine Dyad Peltier Thermal
Cycler — Bio -Rad). Po uplynuté dobé byla smés ochlazena na teplotu pftiblizn¢ 45°C
a déale ponechana na ledu. Do smési bylo dale pipetovano mnozstvi mixu 2 podle
tabulky IV. SuperScript III obsahoval RNA dependentni DNA polymerasu. Po promichani
byly smési inkubovany tentokrat pti 50°C 50 minut, ndsledovala inaktivace po dobu
15 minut pii teploté 70°C (PCR cycler DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler — Bio-
Rad). Reverzni transkripce byla zakoncena ochlazenim na 4 °C. Poté byl kazdy vzorek

rozpipetovan na dva aliquoty po 10 pl.

Tabulka III: Objemy pipetované podle namérenych koncentraci RNA

Vzorek Koncentrace RNA Objem RNA | Objem PCR H,O | Celkovy objem
¢ [ng/pl] (] [p1] [p1]
1 68,8 7.3 0,7 8
2 150,8 3.3 4,7 8
3 256,1 2,0 6,0 8
4 162,2 3.1 49 8

Tabulka I'V: Priprava mixu 2

Slozka Zasobni koncentrace Objemy [pl] Kontf:::]a RT-
Vzorky 1-4 + mix
1 - 10
PCR H,0O - 3 3
FSB 5x 4 4
DTT 0,1M 1 1
RNAsin 40U/l 1 1
SuperScript 111 200U/ul 1 1 H,0
Celkovy objem ] 20 0
[ul]
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Jelikoz testovanymi enzymy byly OGA a OGT, byl analyzovan gen pro OGT se
stejnym nazvem, gen pro OGA s nazvem MGEAS, jako referencni geny byly vybrany
HPRT a GAPDH geny, kter¢ byly doporucovany vyrobcem TagMan sondy.

3.2.8 qPCR

Pro qPCR bylo pouzito dohromady sedm vzorkl, 4 analyzované vzorky, RT-
kontrola z reverzni transkripce, blank a tzv. pool, ktery obsahoval mix Ctyf pivodnich

vzorkd. Piiprava reakénich smési probihala podle tabulky V.

Tabulka V: Rozpis pro pripravu reak¢énich smési qPCR

| Objemy [pl]
Templat Vzé(.)rlek Vzé(.)gek Vzé(.);ek Vzé(-n‘“ek RT- blank pool
MGEAS
Magter OGT 5s
mix HPRT
GAPDH
TagMan sonda 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
H,O 20,5 20,5 20,5 20,5 20,5 20,5 20,5
Templét 2 2 2 2 2 21,0 énf;‘f:;
Celkovy objem 50 50 50 50 50 50 50

Pro jeden vzorek byl pipetovan vzdy jeden z primerti MasterMixu a ostatni komponenty

uvedené v tabulce.

Z kazdého vzorku bylo pipetovano 2x25 pl do jamek na desti¢ce pro PCR. Jamky
byly peclivé uzavieny folii a kratce zcentrifugovany Centrifuge CM-GMT — Unimed (CR).
Déle byla desticka se vzorky ponechana v ptistroji pro PCR, za teplotnich podminek 50°C
2 minuty, 95°C 10 minut a za cyklickych podminek 95°C 15 sekund
a 60°C 1 minutu (7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem), ktery v pribehu
celého procesu zaznamenaval prubéh reakce. Celé PCR trvalo pfiblizné¢ 100 minut

a probehlo 40 cykla.
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4. Vysledky

Ze Ctyt vzorkd se 7 ml krve byly izolovany lymfocyty, ke kterym bylo ptidano
¢inidlo TriReagent, byl pouzit postup, pii kterém je mozno izolovat RNA, DNA
1 proteiny ze vzorku soucasné. Po vyizolovani RNA a proteinli byla zmétena absorbance,
RNA se podafilo vyizolovat v koncentraci 110,2-433,3 ng/ul s Cistotou
od 1,86 do 1,93, po oSetfeni DNasou pak v koncentraci 68,8-256,1 ng/ul s Cistotou
od 1,62 do 1,82. Koncentrace RNA u postupu s pfiddnim TriReagentu ihned po izolaci
lymfocyt (vzorky €. 2 a 3) byly vyssi nez ty, ke kterym byl TriReagent pfidan az pfi
izolaci RNA (vzorky ¢. 1 a 4). U vzorku ¢. 3 byla koncentrace nejvyssi — 256,1 ng/ul,
vzorek €. 2 mél koncentraci podobnou jako vzorek ¢. 4, 150,8 ng/ul resp. 162,2 ng/ul.
Nejnizsi koncentrace byla zaznamenana u vzorku ¢. 1 - 68,8 ng/ul. Koncentrace proteini
byla od 2,23 do 5,51 mg/ml. Ukazalo se, Ze toto mnozstvi 1 kvalita je pro WB pouZitelna
a dostate¢na. Nasledovala reverzni transkripce z RNA do cDNA pro potfebu qPCR. Data
z qPCR byla vyexportovana pomoci automatického Tresholdu, poté z hodnot Ct duplikatt
byl vypoéten primér a ten byl vyhodnocen softwarem Genex (Multid, Svédsko),
do kterého byla zadana Ucinnost reakce 90%, kterou zarucuje vyrobce TagMan sondy.
Vzhledem k malému poctu vzorkli nebyla provedena kalibra¢ni kiivka, ze které by byla
odectena piesnd ucinnost reakce. Relativni hodnota exprese dvou sledovanych genti byla
normalizovana na geometricky prumér dvou referencnich genti a pro vétsi prehlednost byly
hodnoty ptepocitany na hodnotu poolu, ktery byl uréen jako 100%. Vysledky jsou

zaznamenany v tabulce IX (str. 49).

Tabulka VI: koncentrace RNA a poméry absorbanci zméienych pristrojem

Nanodrop
Vzorek ¢. Koncentrace RNA [ng/pl] A260/280 | A 260/230
1 110,2 1,86 1,15
2 111,4 1,90 1,44
3 4333 1,92 0,69
4 210,9 1,93 1,66
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Tabulka VII: Naméfené koncentrace proteini

Vzorek ¢. Koncentrace proteinii [mg/ml]
1 2,23
2 4,44
3 4,51
4 5,51

Tabulka VIII: Namérené koncentrace RNA po oSetireni DNasou

Vzorek | woncentrace RNA [ng/ul] | A 260/280 A 260/230
1 68,8 1,72 0,97
2 150,8 1,62 0,56
3 256,1 1,82 0,64
4 162,2 1,71 0,89

Tabulka IX: Souhrnna tabulka s hodnotami Ct a relativhimi hodnotami exprese

sledovanych genii pro vSechny vzorky

Ct relativni hodnota exprese
Vzorek | MGEAS oGT HPRT GAPDH | MGEAS5 oGT
1 28,78 27,60 32,37 27,45 149 156
2 28,94 28,21 30,43 23,72 22 17
3 27,90 26,74 30,49 23,61 42 43
4 29,46 27,93 32,89 27,74 126 163
pool 28,47 27,35 32,31 25,63 100 100
5. Diskuse

V pilotnim experimentu byly naméfeny rozdilné koncentrace RNA mezi vzorky
pacienti a kontrol. Velky vliv na prezentované vysledky mohl mit rozdilny pfistup
pfi praci s kontrolami a se vzorky, kdy se s izolovanymi lymfocyty pacientl zachazelo jako
se suspenzi, tj. k peleté lymfocytl bylo ptfidédno ¢inidlo TriReagentu ihned po izolaci a poté
byla suspenze zmrazena, naopak pelety izolovanych lymfocyti kontrol byly zmraZeny
a TriReagent k nim byl pfiddn az pfi izolaci RNA. RNA je nestabilni a v peleté¢ kontrol
mohla podléhat vétsimu rozkladu, zatimco ve vzorcich pacientli v roztoku TriReagentu
byla RNA relativné stabilni. Tento krok mohl mit bezesporu vliv na vysledek. Jeho u¢inek
byl pozorovan i béhem izolace RNA, kdy préace se suspenzi byla vyrazné jednodussi nez
s Cistou peletou lymfocyti (peleta se hife rozpoustéla, disociace nukleoproteinovych

komplexti probihala vyrazné¢ méné¢ a déle). Namétena absorbance RNA pied oSetienim
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DNasou byla primérné 1,90, po oSetfeni DNasou pak 1,72. Cistd rozpu§ténda RNA ma
pomér absorbanci pii 260 a 280 nm v rozmezi 1,6-1,8, primérné¢ 1,8. Pfi prvnim méfeni
mohla RNA obsahovat stopy DNA, které po reakci s DNasou byly eleminovany. Tato
pramérna hodnota je relativné nizkd a naznacuje moznou kontaminaci fenolem
z TriReagentu. U vzorku ¢. 2 koncentrace RNA stoupla, jeji Cistota pak rapidné klesla,
u tohoto vzorku je sjistotou mozné fici, Ze byl kontaminovan budto fenolem nebo
zbytkovymi proteiny. Niz§i vytézky RNA je také mozné v budoucnu navysit
intenzivnéjSim promichavanim Spickou pii izolaci RNA.

Relativni hodnoty exprese genti pro enzymy OGA a OGT u pacientd, tedy vzorka
¢. 2 a 3, dosahuji velmi malych hodnot, zcela opaénych v porovnani se zdravymi
kontrolami. Podle pfedchoziho vyzkumu [47], kdy byla u izolovanych leukocytli metodou
pritokové cytometrie studovdna exprese téchto dvou gent pro enzymy, které maji hlavni
roli v syntéze resp. degradaci O-glykanii vadzanych ptes N-acetylglukosamin, byly
oc¢ekavany zvysené relativni hodnoty exprese téchto dvou genti u pacientti trpicich diabetes
mellitus typu 2 ve srovnani se zdravymi jedinci. Pii pohledu na tabulku IX (str. 49) je
ziejmeé, Ze ziskané hodnoty jsou pfesné€ opacné. Dlvodi mize byt nékolik.

Prvni moznosti opatného efektu v expresi studovanych genll je rozdilny vék
testovanych kontrolami a pacientii. V budoucnu je tieba se tohoto rozdilu vyvarovat.

Dal8i moznosti mohou byt nepiili§ vhodné zvolené referen¢ni geny. Hodnota Ct
znali tzv. prahovou hodnotu cyklu, mnoZstvi fluorescence dosdhne hodnoty nad prah
pozadi a od té doby roste linearn¢ az do vycerpani nékterého z komponentl reakce, ¢imz je
PCR ukon¢eno. Jejich hodnoty Ct by mély byt pro vSechny vzorky stejné, ve skuteCnosti
vSak pro kazdy vzorek byly velmi rozdilné. Dosahovaly hodnot od 30. cyklu po 33. cyklus
pro HPRT a pro GAPDH od 23. po 28. cyklus. Hodnoty Ct genu HPRT jsou obecné
relativné vysoké, mély by dosahovat maximalné 35. cyklu, idealné do 30. cyklu, poté uz
vysledky nejsou prukazné a v dalsim pokusu by se mélo pracovat s vy$§im mnozstvim
templatu. Je zfejmé, ze relativni exprese sledovanych geni  pfepoctena
na oba referencni geny, je jejich nepiesnymi hodnotami velmi ovlivnéna. Pro pfisti
experiment, ktery by mél byt proveden s vétSim mnoZstvim vzorkt, je mozné pouzit jako
referencni geny napt. geny pro B-aktin a TBP geny.

Samotny proces qPCR probihal spravné, bylo odebrano veSkeré mnozstvi
inaktivatoru. Tim bylo mléko, které vyvazovalo divalentni ionty, které jsou potieba pro

enzymatické §tépeni nukleovych kyselin i syntézu v pozdéjsich krocich. Zaroven plsobi
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jako inhibitor pro nasledné reakce. Vzorky obsahujici blank bez templatu a RT- bez
polymerasy byly pfipraveny spravné, podle PCR grafu v nich neprobihala zadna
polymeracni reakce, koncentrace fluorescencniho cCinidla byla po celou dobu konstantni.
Vsechny vzorky z duplikati vykazovaly velmi podobné kiivky a rozdily Ct jednoho
duplikdtu  byly minimalni. Teoretické celkové vytézky zcelkového mnozstvi
7 ml periferni krve u vzorku €. 1 3,3 ng RNA a 267 pg proteinti, u vzorku €. 2 3,3 ug RNA
a 532 ug proteind, u vzorku ¢. 3 13,0 pg RNA a 541 ug proteind, u vzorku ¢. 4 6,3 pg
RNA a 661 pg proteint. Tyto vytézky se v pilotnim experimentu ukazaly jako dostacujici
pro analyzu metodou Western blott i pro budouci analyzu pacientl s obezitou ¢i s diabetem

mellitus 2. typu pomoci qPCR.
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6. Souhrn

Byly popsany v soucasnosti dostupné ,,screeningové i vyzkumné metody
pro analyzu glykant v pfipadé podezieni na dédicné poruchy glykosylace, vcetné
1soelektrické fokusace, HPLC a zonové kapilarni elektroforézy, hmotnostni spektroskopie,
méfeni enzymové aktivity, analyzy PDO a LLO a molekularni diagnostiky.

Byla zminéna tloha glykosylace v regulaci i reakci na chronické i akutni
procesy v burice.

V experimentalni ¢asti byla provedena pilotni studie zaméfend na expresi
klicovych enzymu v regulaci glykosylace pomoci O-GlcNAc, ktera zahrnovala izolaci
lymfocytt z periferni krve od pacienti s DMII a kontrol, naslednou izolaci RNA pro qPCR
a izolaci proteinové frakce pro WB, provedeni qPCR u geni pro OGA a OGT a dvou
referen¢nich genlt HPRT a GAPDH.

Uvedeny postup bude slouZit jako podklad pro dalsi analyzu exprese genli

pro OGA a OGT v $irsim souboru pacientli s obezitou a DMII.
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