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Kongenitalne poruchy glykozylacie (CDG) su rychlo rastucou skupinou dedi¢nych metabolickych ochoreni s ré6znorodymi klinickymi
priznakmi. Rozsiahla skala symptomatiky ich tak zaraduje medzi obtazne diagnostikovatelné ochorenia. Na Oddeleni laboratdrnej
mediciny DFNsP Bratislava, v Centre dedi¢nych metabolickych portch je od roku 2012 v rdmci selektivneho skriningu na vrodené meta-
bolické ochorenia vySetrovany aj skriningovy parameter pre CDG, a to na baze izoelektrickej fokusacie sérového transferinu. Pri zachyte
pozitivneho vysledku skriningového vysetrenia pre poruchy glykozylacie v ramci dalsej diagnostiky $pecifického CDG-subtypu vznikla
spolupraca medzi klinikmi a vedeckymi pracovnikmi z Centra excelentnosti pre glykomiku, Chemicky ustav SAV, ktora otvara nové moz-
nosti v personalizovanej medicine. Struktdrna analyza N-viazanych glykanov uvolnenych zo sérového proteému, respektive uvolnenych
$pecificky zo zvolenych N- a O-glykobiomarkerov pomocou hmotnostnej spektrometrie a celoexémové sekvenovanie vybranych panelov
génov metédami sekvenovania novej generacie sa tak stavaju dostupnymi diagnostickymi technikami, ktoré medziodborovo spajaju
lekarov a vedcov. Véasna a presna diagnostika tak moéze napomact zachytu tejto skupiny dedi¢nych metabolickych portch a pochopeniu
molekularnej podstaty tejto stale sa rozsirujucej skupiny metabolickych ochoreni.
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Congenital disorders of glycosylation and their diagnostics in Slovakia

Congenital disorders of glycosylation (CDG) is rapidly expanding group of inherited metabolic disorders with various clinical symptoms.
A wide range of symptomatology classifies these diseases as difficult to diagnose. Since 2012, a selective screening for CDG, based on
isoelectric focusing of serum transferrin, is performed at Department of laboratory medicine DFNsP Bratislava, in the Center of Inherited
Metabolic Disorders. After a positive result of CDG-screening, for further diagnosis of the specific CDG-subtype the close collaboration
between clinicians and research scientists from the Center of Excellence for Glycomics (Institute of Chemistry, SAV) was initiated, which
opens new possibilities for personalized medicine. Structural analysis of N-linked glycans released from serum proteome or released
specifically from isolated N- and O-glycobiomarkers by mass spectrometry and whole-exome sequencing of the gene panels by the
next generation sequencing thus became available diagnostic techniques that connect clinicians and scientists into intradisciplinary
collaboration. Early and accurate diagnosis may help to detect the affected individuals of this group of extremely expanding inherited
metabolic disorders and to understand its molecular bases.
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Uvod

Kongenitalne poruchy glykozylécie (CDG) su rychlo rozsirujucou sa
skupinou zriedkavych dedi¢nych metabolickych ochoreni, zapricinenych
poruchou v jednej z najddlezitejsich posttranslacnych modifikacif proteinov
—glykozylacii. V ludskom tele sa viac nez polovica vsetkych proteinov a vac-
d$ina membranovych a sekre¢nych proteinov (1) nachadza v glykozylovanej
forme. Glykany sa kovalentne viazu na proteiny: cez atom kyslika na serinové
alebo threoninové zvysky (O-viazané oligosacharidy) alebo cez atom dusika
na asparaginové zvysky proteinov (N-viazané oligosacharidy) (2).

V poslednych rokoch sa postupne zacal zistovat vztah medzi abe-
rantnou glykozylaciou a mnohymi ochoreniami. Zmeny v glykozylatnom
profile boli zistené u pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou (3)

a vo viacerych biomarkeroch u pacientov trpiacich réznymi typmi nado-
rovych ochoreni bolo potvrdené, Ze onkogenéza je ¢asto v korelatnom
vztahu so zmenami v oligosacharidovej Strukture (4). Glykozyla¢ny pro-
ces je komplexny a zahfna stovky Specifickych enzymov, transportérov.
ZUcastnuje sa ho 250 — 500 génov, ¢o reprezentuje 1 % z celého ludského
gendmu (5). V roku 1997 boli zndme tri defekty génov zicastnujicich sa
N-glykozyla¢ného procesu, v roku 2011 bolo vdaka neustadlemu rozvoju
modernych analytickych metéd zndmych priblizne 50 subtypov tychto
ochoreni (6). Pocet zndmych subtypov neustale narasta (7) a predpoklada
sa, Ze mnoho pacientov stéle zostava nediagnostikovanych (obrazok 1).
U priblizne 40 % CDG pacientov konkrétny enzymaticky defekt, a teda aj
molekularna podstata tychto ochorenf zostava stéle neobjasnena.
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Obrdzok 1. Kumulativny pocet zndmych poruch v glykozylacii v zavislosti
od roku (7) (V priebehu roku 2013 bola nova, geneticky potvrdena poru-
cha v glykozyldcii v priemere reportovand kazdych 17 dni. V stc¢asnosti je
znamych viac ako 100 réznych poruch glykozylacie.)
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Klinické priznaky

Porucha v jedinom géne zucastnujicom sa glykozyla¢ného procesu
vedie k Sirokej Skéle symptédmov, ktoré potencidlne zasiahnu viaceré organy
a klinické priznaky su velmi neSpecifické. CDG méze postihnut akykolvek
orgén ludského tela, avsak vacsinou tieto ochorenia byvaju multisysté-
mové a postihuju jeden alebo viaceré organy. Mézu byt zivot ohrozujlce,
ale aj s miernym priebehom. CDG patria do skupiny tazko diagnostiko-
vatelnych ochoreni pre ich ¢astokrat nespecificku klinicki manifestaciu
ochorenia. Mnohé CDG su charakteristické poruchami v centrdlnom
nervovom systéme (hypotdnia, zachvaty, oneskoreny vyvoj, kognitivne
poruchy a cerebeldrna hypoplézia veduca k problémom s rovnovédhou
a koordinciou). Dal$fmi symptémami s hepatopatia, kardiomyopatia, ab-
normalna distribucia tuku, koagulacné poruchy, gastrointestinalne tazkosti,
strabizmus, tvarovy dysmorfizmus, poruchy prehitania a poruchy rastu.

Moznosti diagnostiky

V sUicasnosti je alarmujuci neustdle rastuci tlak na skrining a diagnosti-
ku tejto skupiny dedi¢nych metabolickych poruch v nasej krajine. Napriek
tomu, Ze CDG su vrodenymi metabolickymi poruchami, nie su suicastou
novorodeneckého skriningového programu. Pacienti s kongenitalnymi po-
ruchami N- a O-glykozylécie st zachytdvani cestou selektivneho skriningu
na zaklade Specifickych klinickych symptémov a laboratérnych nalezov.
S neustalym rozvojom robustnych analytickych metéd vo svete stipa
aj zndma prevalencia, zatial ¢o molekuldrna podstata ostava v mnohych
pripadoch stale neobjasnena.

Izoelektricka fokusacia

V roku 2012 bola v Centre dedi¢nych metabolickych portch (COMP)
DFNSsP Bratislava zavedend metdda selektivneho skriningu CDG zalozend
na izoelektrickej fokusacii (IEF) sérového transferinu. Tato metdda v sticas-
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Obrdzok 2. 1zoelektricka fokusacia sérového transferinu
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Viysvetlivky: pozicie 1, 2, 7, 8 — zdravi jedinci bez CDG, pozicia 3 — pacient s dokdza-
nou CDGla, pozicia 4 — pacient s nezndmym CDGlII subtypom, pozicia 5 — pacient
s kombinovanou poruchou N- a O-glykozyldcie, pozicia 6 — komercne dostupny
transferin (Sigma Aldrich, USA)

nosti predstavuje zlaty standard uplatiujuci sa vsade vo svete na zachyt
pacientov s poruchami glykozylacie. CDMP je v sucasnosti jediné praco-
visko na Slovensku, ktoré sa zaoberd skriningom CDG. Tento test rozdeluje
glykoizoformy na zaklade ndboja, ¢im umoznuje odlisit zdravych jednot-
livcov od suspektnych pacientov s poruchou N-glykozylacie podtypu
l'alebo Il. U CDG | pacienta je v IEF profile pritomny asialo- a vo velkom
mnozstve disialotransferin, kym tetrasialotransferin sa v sére nachadza
v nizsej koncentracii v porovnani s kontrolnou vzorkou séra od zdravého
jedinca (pozri obrazok 2) (8). Ziskany patologicky profil glykoizoforiem viak
nevypoveda o konkrétnom enzymatickom deficite. Okrem primarnych
poruch N-glykozyldcie I. a Il. podtypu zachytdva CDMP aj sekundérmne
patologicky profil v obraze IEF transferinu u pacientov s hereditdrnou
intoleranciou fruktézy, galaktozémiou, zavislostou od alkoholu, ale aj pri
polymorfizme transferinu, tazkych ochoreniach pecene a u pacientov
s hemolyticko-uremickym syndrémom. IEF sérového transferinu teda
umoznuje detegovat glykozylacné defekty veduce k zniZzenej sialyzacii,
avsak neposkytuje dostatocné rozlisenie potrebné na objasnenie Speci-
fickych enzymatickych defektov, a teda neumozriuje diagnostiku kon-
krétneho subtypu.

Struktdrna analyza N-viazanych glykanov

Na dalsiu diagnostiku Specifického subtypu a konkrétneho enzyma-
tického deficitu vznikla spoluprdca medzi klinikmi a vedcami z Centra
excelentnosti pre glykomiku (CEG), Chemicky Ustav SAV, ktoré otvéra nové
moznosti v personalizovanej medicine. Vzorky od pacientov s pozitiv-
nym vysledkom skriningu sa spracuju pristupom analyzy N-glykoprofilu
celkového séra alebo analyzy N-glykoprofilu zvoleného biomarkera (na-
priklad sérového transferinu) izolovaného imunoafinitnou preparativnou
chromatografiou. N-glykany su uvolnené prostrednictvom enzymatic-
kej deglykozylacie, frakcionované a fluorescencne znacené za Ucelom
stanovenia ich Struktir pomocou LGMS (tzv. ,offline” prepojenie HIAX
HPLC chromatografie a MALDI TOF/TOF hmotnostnej spektrometrie).



Obrdzok 3. Reprezentativna LG-MS analyza uvolnenych N-glykanov

z referencného séra (Jednotlivé N-glykdnové struktiry je mozné kvantifiko-
vat na zéklade nameranych intenzit fluorescen¢ného signalu. Kvalitativnu
zlozku analyzy predstavuje hmotnostna spektrometria, ktord priradf jednot-
livym chromatografickym signélom prislusnd N-glykdnovu struktaru.)
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Reprezentativna analyza sialylovanej frakcie celkového N-glykoprofilu
[udského séra je zobrazend na obrazku 3. Pripadné zmeny v $pecifickom
kroku syntézy N-glykanovych struktur su tak detegovatelné na kvanti-
tativnej i kvalitativnej Urovni, vdaka comu mézu byt predpokladom pre
vybrany konkrétny enzymaticky defekt. Tym sa mnohonésobne zuzuje
okruh potencidlnych kandidatnych glykogénov ztcastiujucich sa gly-
kozyla¢ného procesu.

Struktrna analyza O-viazanych glykanov apolipoproteinu ClII

V CEG Chemického Ustavu SAV bola na sledovanie pripadnych poruch
v O-glykozylacii v roku 2015 zavedend metdda stanovenia O-glykoprofilu
apolipoproteinu ClII (9). Sérové lipoproteinové komplexy si mechanicky
rozbité a nasledne je vzorka odsolend pomocou chromatografie na re-
verznej faze.V MALDI TOF hmotnostnom spektre takto pripravenej vzorky
je mozné pozorovat jednotlivé signély prisltichajlce asialo-, monosialo-
a disialo-O-glykoizoformam, ktorych relativny pomer a jeho zmeny mézu
vypovedat o poruchach v procesoch O-glykozylacie.

Sekvenovanie novej generacie

Daldie moznosti otvara analyza na trovni DNA, pri ktorej sa na zaklade
strukturneho profilu glykdnov vymedzi sibor potencidlne postihnutych
glykogénov. Takto vytipované gény su dalej podrobené genomickej
analyze na zistenie mutacil potencidlne zodpovednych za vznik tohto
typu ochoreni. Testovanie na Urovni jedného génu nema vyznam, pretoze
presna pricina vzniku ochorenia nie je zndma. V pripade symptomatiky
CDG ochoreni ide o multisystémové zlyhanie, a to utvéra predpoklad, Ze
sa sledovand mutdcia moéze vyskytovat v ktoromkolvek z génov (jednom
Civiacerych) zdcasthujucich sa biosyntetickej dréhy glykdnov. Na analyzu
glykogénov bude preto pouZité sekvenovanie novej generdacie ako velmi
robustnd metdda, pri ktorej je mozné sucasne analyzovat viacerych pa-
cientov a velké mnozstvo génov v jednom sekvena¢nom behu. Neustéle
znizovanie ceny, ziednodusovanie pripravy vzoriek a ¢oraz vacsie mnoz-
stvo dat ziskanych z jediného sekvenacného behu radf tdto metddu
medzi progresivne sa rozvijajuce metody v diagnostike aj v zékladnom

Tabulka 1. Analyzy realizovatelné v Centre excelentnosti pre glykomiku,
Chemicky Ustav SAV

strukturna analyza

N-glykanov v sére celkovy N-glykoprofil

potrebnych 1,5 ml séra

strukturna analyza
N-glykanov viazanych
na sérovom transferine

N-glykoprofil vybraného

glykobiomarkera potrebnych 1 ml séra

Struktdrna analyza
O-glykanov viazanych
na apolipoproteine ClII

O-glykoprofil vybraného

glykobiomarkera potrebnych 5 pl séra

panel vybranych génov
zUcastnujucich sa na
syntéze N- a O-glykdnov

sekvenovanie novej
generacie

potrebnych 200 ul celej
krvi s pridavkom EDTA

vyskume. Na analyzu vytipovanych génov sa pouzivaju prednastavené
panely génov dodavané vyrobcom. Analyzuju sa celé exdny vopred
vytipovanych génov postihnutych jedincov, ako aj parentalnej generacie
na zistenie genetického pozadia CDG ochorenf (10).

Sekvenovanim exénovych ¢asti kandidatnych génov sa nemusia za-
chytit vietky mutécie spdsobujlce ochorenie. Existuje totiz predpoklad,
Ze priblizne 15 % pacientov ma mutaciu v nekddujucich oblastiach sle-
dovanych génov. Z tohto dévodu je nevyhnutné podrobit sekvenénej
analyze nielen oblasti, v ktorych dochadza k zostrihu, ale aj hlboké intré-
nové oblasti sledovanych génov (11).

Perspektiva CDG

Objav vhodnych terapeutickych pristupov v lie¢be CDG stale ostava
vyznamnou vyzvou, nakolko sa celkové prevalencia tychto ochorenf
v USA odhaduje az na 1: 10 000 (7). V priebehu roku 2013 bol vo svete
novy zndmy CDG subtyp reportovany kazdych 17 dnf, a to prave vdaka
vyvoju stéle citlivejsich analytickych metdd, ktoré st dnes dostupné aj na
pdde Slovenskej republiky. Napriek obrovskému rozvoju diagnostickych
moznosti sa viak stale predpoklada, Zze vacsina CDG pacientov ostava
poddiagnostikovanych. Od roku 2012 je v nasej krajine dostupna efektivna
skriningovéd metdda, ktord umoznuje zachyt pacientov s CDG. Na lepsie
poznanie CDG a pricin ich vzniku bude preto v budicnosti nevyhnutna
uzsia spoluprdca medzi vyskumnymi pracoviskami a diagnostickymi
laboratériami. Len aplikdciou molekuldrno-biologickych dét v spolupraci
s poznatkami o glykozylacii proteinov sa umozni rozsirovanie panelu
kandidatnych génov potencidlne zodpovednych za tento typ ochorenf
(5). Na diagnostiku poruch suvisiacich s metabolizmom glykokonjugatov
je preto limitujuce zavedenie rychlych, presnych a spolahlivych metdd.

Zaver

Poruchy glykozylacie su v nasej krajine poddiagnostikované z réznych
dévodov: neuspokojivé lekarske povedomie, vysoka mortalita v prvom
roku Zivota, ako aj nedostupnost v minulosti standardného skriningo-
vého laboratérneho testu. KedZe ide o zriedkavé ochorenia, Uspesnost
zachytu i dokladnd diagnostika, az na Urovni struktdrnej analyzy glyka-
nov ¢i mutacnej analyzy celych panelov glykogénov, zavisi aj od dobrej
spoluprace klinickych pracovisk s pracoviskami vyskumného, respektive
akademického charakteru. Iba v¢asna a presna diagnostika dokdze na-
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pomoct stanoveniu spravnej diagndzy u pacienta, pripadne prenatalnej
diagnostiky pri dalSej gravidite matky, pochopeniu molekulérnej podstaty
tychto ochoreni, ako aj zabrdneniu pripadného ireverzibilného poskodenia
organizmu.

Podakovanie: Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore v rdmci operacného
programu Vyskum a vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti pre glykomiku,
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neho rozvoja. Osobitné podakovanie patri aj celému Centru dedicnych meta-
bolickych portich v Bratislave za vysoko odbornu spoluprdcu tohto klinického
pracoviska s Chemickym Ustavom SAV.
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