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Kongenitalne poruchy glykozylacie (CDG) su zriedkavé dedi¢né ochorenia vznikajtice v désledku mutacii génov
kddujucich enzymy komplexnej drahy glykozylacie proteinov. Beznymi priznakmi su najma poruchy rastu, psy-
chomotoricka retarddcia, imunodeficiencia, hypotdnia, zachvaty ¢i muskuloskeletové abnormality. Heterogenita
klinickych priznakov robi z CDG tazko diagnostikovatelné ochorenia. Izoelektrickou fokusaciou (IEF) transferinu
s imunodetekciou mdzeme rozlisit dva zakladné typy portich N-glykozylacie (typ I a II). Na diagnostiku portch
O-glykozylacie sa vyuziva izoelektricka fokusacia apolipoproteinu C-lll, glykobiomarkera nesticeho jedno O-gly-
kozylacné miesto. Pre $pecifikaciu konkrétneho subtypu po pozitivnom alebo hrani¢nom vysledku IEF moze byt
glykoprofil pacienta analyzovany prostrednictvom MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie, ktora umozni zacielit
diagnosticky proces na kauzalny gén, najma v nejasnych pripadoch. V praci prezentujeme dvoch pacientov s od-
liSnymi typmi portch v N-glykozylacii. U pacienta | s mutaciou génu ALG72 kédujuceho a-manozyltransferazu 8
boli pozorované znizené hladiny jej produktov. V pripade pacienta Il spésobila mutacia génu SLC37A4 mislokali-
zaciu glukézo-6-fosfatového transportéra. Analyzou sérového glykoprofilu pacienta Il boli zaznamenané signifi-
kantne zvysSené hladiny tzv. hybridnych glykanov. Diagnostika CDG hmotnostnou spektrometriou umoznuje lep-
Siu personalizaciu liecby a napomaha objasneniu molekulovej podstaty tychto ochoreni.
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The application of mass spectrometry in diagnostics of glycosylation disorders

Congenital disorders of glycosylation (CDG) are rare hereditary diseases caused by mutations of genes coding
enzymes of complex glycosylation pathways. Common clinical manifestation includes growth and psychomo-
tor retardation, immunodeficiency, hypotonia, seizures, or musculoskeletal abnormalities. Because of the het-
erogeneity of the clinical spectrum, CDG is difficult to diagnose. Isoelectric focusing of transferrin (IEF) with
immunodetection enables distinguishing between two primary N-glycosylation disorders (type I and Il). In con-
trast, isoelectric focusing of apolipoprotein C-lll is used to diagnose O-glycosylation disorders, as this glycobi-
omarker bears one O-glycosylation site. For closer specification of subtype upon positive or borderline IEF re-
sult, MALDITOF mass spectrometry, which enables to focus the diagnostic process on the causal gene, mostly
in unclear cases, can be utilized. In this study, we present two patients diagnosed with different types of N-gly-
cosylation disorders. The patient | possessed a mutation in gene ALG72, coding amannosyltransferase 8. In this
patient’s serum, significantly decreased levels of its products were observed. In the case of the patient I, muta-
tion of the SLC37A4 gene caused the misallocation of the glucose-6-phosphate transporter. Analysis of this pa-
tient’s glycoprofile revealed increased levels of hybrid glycans. Diagnostics of CDG by MALDITOF mass spec-
trometry enables the personalization of treatment and helps clarify the molecular basis of these disorders.
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Uvod

Glykozylacia je esencialna modifikacia proteinov, ktora za-
sadne ovplyvnuje ich funkciu, stabilitu, aktivitu a mnohé iné
vlastnosti. Na rozdiel od transkripcie a translacie je to ne-
templatovy proces, katalyzovany stovkami réznych enzymov
a transportérov, prebiehajuci v endoplazmatickom retikule,
Golgiho aparate a cytozole. Dnes je zndme, Ze porucha ho-
meostazy organizmu méze negativne ovplyvnit sthru tychto
glykozylaénych metabolickych kaskad. Aberantna glykozyla-

cia bola pozorovana pri réznych onkologickych, neurodege-
nerativnych, autoimunitnych a inych ochoreniach? pravde-
podobne ako sekundarny jav; ale takisto pri kongenitalnych
poruchach glykozylacie (CDG), ktoré st primarne spésobené
mutaciou génov komplexnej glykozylacnej drahy.

Povodne sa skupina CDG delila na dva typy (typ | a Il) pod-
la profilu IEF transferinu (Tf), pricom do skupiny CDG | patrili
defekty spdsobené pri syntéze N-glykanov vzniknuté v cyto-
zole alebo v endoplazmatickom retikule a do CDG Il defekty
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vzniknuté v Golgiho aparate pri Uprave glykanov. Toto rozde-
lenie zahfialo len poruchy N-glykozylacie. Vzhladom na na-
rastajuci pocet ochoreni a neustdle odhalovanie novych po-
ruch v drahach glykozylacie bolo nutné po opisani viac ako 40
ochoreni v roku 2009 klasifikaciu aj nomenklatdru zmenit. Na
oznacenie ochorenia sa v sic¢asnosti pouziva ndzov mutova-
ného génu spolu so skratkou CDG. V stucasnosti je znamych
viac ako 160 réznych poruch glykozylacie. Nova klasifikacia
rozdeluje celd skupinu na: (a) poruchy N-glykozylacie protei-
nov, (b) poruchy O-glykozylacie proteinov, (c) poruchy synté-
zy glykozylfosfatidylinozitolovej kotvy a glykolipidov, (d) po-
ruchy viacerych drah glykozylacie a poruchy ostatnych drah.

Biochemickym skriningom N-glykozylaénych, O-glyko-
zylacnych a zmieSanych porich a porich syntézy dolicho-
lu je IEF Tf, apolipoproteinu C-lll zo séra a vySetrenie profilu
dolicholov v mogi.

Klinické priznaky CDG Casto zahfiiaji multiorganové po-
stihnutie. Medzi ¢astymi nalezmi su polystigmatizacia, poru-
chy rastu, psychomotoricka retardacia, poruchy imunity, hy-
potdnia, zachvaty a muskuloskeletové abnormality. Klinické
manifestacie takmer u vSetkych CDG pacientov sa objavu-
ju uz v dojcenskom veku®. Biochemické parametre zahrna-
ju koagulopatie a zvySené hladiny pecenovych transaminaz.
V pripade PMM2-CDG, subtypu s celosvetovo najvy$Sou
frekvenciou vyskytu heterogenita klinickych prejavov zahfna
skord neonatalnu mortalitu az po dosiahnutie normalnej do-
spelosti®. Korelacie medzi genotypom a fenotypom st u jed-
notlivych pacientov velmi variabilné, ¢o spolu s neSpecific-
kymi klinickymi priznakmi zaraduje tieto ochorenia medzi
tazko diagnostikovatelné.

Material a metdda

V roku 2012 bol v Centre dedi¢nych metabolickych porich
(CDMP) NUDCH zavedeny selektivny skrining CDG zaloze-
ny na metdde izoelektrickej fokusacie (IEF) sérového trans-
ferinu. Za obdobie rokov 2012 - 2020 bolo celkovo analyzo-
vanych 3 600 vzoriek pacientov so suspektnym podozrenim
na CDG odoslanych z metabolickych ambulancii a klinickych

pracovisk v ramci celého Slovenska. Princip IEF Tf spociva
v separacii izoforiem transferinu (biomarkera nestceho dve
N-glykozylacné miesta) na zaklade ich izoelektrického bodu
s naslednou imunodetekciou a denzitometrickou kvantifika-
ciou. Metdda umoznuje rozlisit poruchu glykozylacie v synté-
ze oligosacharidického prekurzora v endoplazmatickom re-
tikule (CDG typ 1) od poruchy v procesovani glykanov (CDG
typ Il), ktoré prebieha v Golgiho aparate. Tato metdda je vel-
mi spolahlivd, reprodukovatelna a predstavuje celosvetovo
tzv. zlaty Standard pre CDG diagnostiku, nedokaze vSak ur-
¢it konkrétne miesto prerusenia glykozylaénej metabolickej
drahy. Odhaduje sa, Ze az 40 % zachytenych CDG pacientov
stale nema potvrdenu presnd molekularnu podstatu®. Diag-
nostika tychto zriedkavych ochoreni vyZzaduje personalizova-
ny pristup, kde nachadza svoje uplatnenie spolupraca klinic-
kych diagnostikov s vedeckymi laboratériami.

Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied sa vd'aka boha-
tym sklsenostiam v oblasti Struktdrnej analyzy glykokonju-
géatov zapojil do regionélnej (CDMP NUDCH) i medzinarodnej
spolupréce (vramci CDG & ALLIES - PPAIN siete). Zavedeny
Standardny operacny protokol analyzy N-glykoprofilu vyuziva
10 mikrolitrov krvného séra alebo priblizne 100 mikrogramov
imunoafinitne izolovaného glykobiomarkera (napr. Tf). Gly-
kany su enzymaticky odstiepené a separované od proteinov
prostrednictvom ,solid-phase extrakcie”. S cielom zvySenia
intenzit signdlov v nasledne nameranych MALDI TOF hmot-
nostnych spektrach (MS) sa vzorky derivatizuju permetyla-
ciou. V pripade potreby kvantifikacie jednotlivych Struktur sa
vyuziva vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)
v kombinacii s MS. Reprezentativny glykoprofil Tf ziskany
zo vzorky negativnej kontroly metdédami tradi¢ného selek-
tivneho skriningu, HPLC a MS je zndzorneny na obrazku 1.
Pri podozreni na poruchu glykozylacie prvého typu (CDG I)
je vhodna analyza neutralnej frakcie N-glykanov prostrednic-
tvom MALDI TOF MS a pri podozreni na CDG Il je, naopak, naj-
vhodnejSim pristupom analyza sialylovanych glykanov, kde
mozno pozorovat pripadné defekty v konecnom procesova-
ni glykanov uz naviazanych na vznikajuci protein.

Obrazok 1. Reprezentativny glykoprofil sérového transferinu (Tf), ziskany zo vzorky negativnej kontroly metédami tradicného selektivne-
ho skriningu na baze IEF (A), vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (B) a MALDI TOF hmotnostnou spektrometriou (C). Na za-

klade pritomnosti dvoch N-glykozylacnych miest, ktoré Tf nesie, je ,tetrasialo” frakcia v IEF (A) priamo korelovana s ,disialo
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mi pozorovanymi v chromatograme (B) a hmotnostnych spektrach (C) uvolnenych a izolovanych glykanov.
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Vysledky a diskusia

V predloZenej praci prezentujeme dvoch vybranych slo-
venskych pacientov, ktorym bola diagnostikovana CDG s na-
sledujucou skratenou epikrizou:

Pacient | — novorodenec, respiracna insuficiencia, hy-
poglykémia, trombocytopénia, hypokolaguacny stav, skele-
tové abnormality, nefropatia, hepatopatia, opakujice sa res-
piracné infekcie. IEF Tf poukazala na CDG typu |. Pacient
exitoval vo veku 164 dni. Sekvenovanim klinického exému
bola potvrdend homozygotnd mutdcia v géne ALG72, kédu-
juceho esencialny enzym zucastriujuci sa na vystavbe oligo-
sacharidického prekurzora v endoplazmatickom retikule®.

Pacient Il — vek v Case stanovenia diagnézy 12 rokov;
k dnesnému dnu v dobrom klinickom stave; pretrvavajuci hy-
pokoagulacny stav, mierne zvysené hladiny AST, ALT, hypo-
cholesterolémia, hypobetalipoproteinémia. IEF Tf poukaza-
la na CDG typu Il. Na zaklade exdmového sekvenovania bola
u pacienta potvrdena de novo mutdcia v géne SLC37A4, zod-
povedna za mislokalizaciu gluk6za-6-fosfatového transpor-
téra®.

U prezentovanych CDG | aj Il pacientov bola na zaklade po-
zitivneho vysledku zo selektivneho skriningu vykonana ana-
lyza sérovych N-glykanov prostrednictvom MALDI TOF MS.
V pripade pacienta | boli pozorované znizené hladiny GIcNAc-
2Man8-9 (m/z 2192.2 a 2396.3). Hladina GIcNAc2Man9Glc1
(m/z 2600.6) bola u pacienta | nedetegovatelna. V pripade
pacienta Il boli pozorované signifikantne zvySené hladiny
Jhybridnych” struktir Hex6GIcNAc3NeuAc1 (m/z 2390.2),
Hex5GIcNAc3NeuAc1 (m/z 2186.1), a Hex4GIcNAc3Neu-
Ac1 (m/z 1982.0). Reprezentativne spektra porovnané s ne-
gativnymi kontrolami, napovedajice o primarnej poruche
v glykozylacii, st zndzornené na obrazku 2. (GIcNAc - N-ace-
tylglukozamin, Man — manéza, Glc - glukdza, NeuAc — kys.
sialova).

U pacienta | signifikantny pokles hladin GIcNAc2Man8-9
vo frakcii neutrélnych sérovych N-glykanov poukdzal na zni-
zenu aktivitu a-manozyltransferdzy 8, kdédovanej génom
ALG12. Tento enzym katalyzuje pridanie 6smeho manézové-

ho zvysku na vznikajuci oligosacharid, viazany prostrednic-
tvom lipidového nosi¢a na membranu endoplazmatického
retikula. Analyza klinického exému prostrednictvom Clinical
Exome Solution panelu sekvenovania novej generéacie (z an-
gl. ,next generation sequencing”, NGS) identifikovala homo-
zygotny variant ¢.1439T>C p.(Leu480Pro) v exéne 10 génu
ALG72. K dnesnému dnu bolo celosvetovo identifikovanych
iba 16 pacientov s tymto ochorenim.

Poruchy glykozylacie druhého typu su velkou vyzvou pre
diagnostiku, pretoze aberantny glykoprofil ¢asto nepouka-
zuje na konkrétny defekt v glykozylacnej kaskade. Prezen-
tované vysledky z analyzy sérovych N-glykanov pacienta |,
ktorého molekuldrna podstata bola objasnend na zahranic-
nom pracovisku®, véak na zaklade akumulécie aberantnych
hybridnych struktdr poukazuju na primarnu poruchu v glyko-
zylacii. NGS analyza exdmu poukdazala na de novo mutdciu
c.1267C > T (R423*) v géne SLC37A4 kddujucom transportér
glukézobfosfatu®. Na zaklade literatury strata funkcie trans-
portéra glukézo-6-fosfatu vedie k lyzozdmovej poruche s na-
zvom ,Glycogen storage disorder (GSD)“ typu 1b®, ale Spe-
cifickd mutdcia v tomto géne moze viest aj k intracelularnej
mislokalizacii tohto transportéra s Uplne odliSnou klinickou
manifestaciou®.

Hmotnostna spektrometria predstavuje vyznamny prinos
v diagnostike CDG prvého aj druhého typu a moze byt stan-
dardne zavedena ako nasledujuci krok, nadvazujici na po-
zitivny, respektive hrani¢ny vysledok selektivheho skriningu.
Struktirna analyza predstavuje esencialnu st&ast personali-
zovanej diagnostiky a aj vd'aka svojej nizSej financnej a ¢aso-
vej narocnosti by mala predchadzat molekularnogenetickym
analyzam (NGS). Odhaduje sa vsak, Ze pre technologicku na-
rocnost personalizovanej diagnostiky a Sirokd heterogenitu
klinickych priznakov celosvetovo stdle ostdva mnoho CDG
pacientov poddiagnostikovanych. ZvySenie povedomia laic-
kej i odbornej verejnosti o tychto ochoreniach a spolupraca
klinickych a vedeckych pracovisk véak mbze vyznamne pri-
spiet k véasnému a spolahlivému uréeniu diagndzy, o moze
mat aj vyrazny vplyv na kvalitu Zivota pacientov a ich rodin.

Obrazok 2. MALDI TOF hmotnostné spektré permetylovanych N-glykénov, ziskanych zo sérovych proteinov ALG12-CDG (CDG I) a SL-
C37A4-CDG (CDG 1) pacientov, porovnané s negativnou kontrolou vo vybranej m/z oblasti. Struktdry glykobiomarkerov typickych pre
tieto ochorenia st zndzornené schematicky (zeleny kruh — mandza, ZIty kruh — galaktéza, modry Stvorec — N-acetylglukozamin, fialo-

vy kosostvorec — kyselina sialova, erveny trojuholnik — fukéza).
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Zaver

V diagnostike zriedkavych ochoreni nachadza spolupraca
medzi vedeckymi inStituciami a diagnostickymi pracoviska-
mi velké uplatnenie. Pokrocilé analytické metody ako hmot-
nostnd spektrometria a kvapalinovd chromatografia mézu
byt napriek svojej technickej narocnosti optimalizované a au-
tomatizované do vysokopriepustnych formatov a rozsirit tak
moznosti tzv. personalizovanej diagnostiky s individualnym
pristupom ku kazdému pacientovi. Prave dokladna koreldcia
vysledkov Strukturnej analyzy biomarkerov a klinickych, bio-
chemickych a genetickych vysetreni méze pomoct objasnit
molekuldrnu podstatu tychto raritnych ochoreni.
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