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 proteint
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 zonova 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 geni  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 stavii. Biologickym materidlem byly
izolované lymfocyty z periferni krve. Izolace RNA byla provedena pomoci TriReagentu
a analyza genii byla studovédna pomoci qPCR (kvantitativni polymerasova fetézova
reakce). Uvedené postupy budou vyuzity ke studiu miry glykosylace pomoci O-GlcNac,

napf. u pacientl s diabetes mellitus 2. typu
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