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Abstract

Mass spectrometry in glycoprofiling of patients with rare inherited defects of metabolism

A patient suspected of suffering from congenital disorder of glycosylation (CDG) underwent a detailed
analysis of blood serum N-glycoprofile by MALDI-TOF mass spectrometry because the result from the standard
CDG-isoelectric focusing of serum transferrin glycoforms was ambiguous. MALDI-TOF analysis of
permethylated serum N-linked glycans obtained by PNGaseF deglycosylation revealed the presence of a family
of aberrant high-mannose N-linked glycans (HexNAclHex5 - HexNAclHex8) with only one N-
acetylglucosamine (HexNACc) in the N-linked glycan core. The presence of high-mannose N-linked glycans
containing two N-acetylglucosamines in their core, which is usually reported in healthy controls, was not detected
or was present in low intensities. With detailed analysis was confirmed the hypothesis of a metabolic deficiency
of the N-glycosylation pathway, presumably in the early stages of the endoplasmic reticulum.
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Uvod a formulacia ciela

Vrodené poruchy glykozylacie (CDG) je rychlo rastica skupina ochoreni, patriaca
medzi zriedkavé metabolické ochorenia, zapri¢inené poruchami v komplexnych chemickych
a enzymatickych procesoch glykozylacie. Dodnes bolo identifikovanych viac nez
130 monogénnych CDG subtypov, pri¢om celosvetovo bolo diagnostikovanych priblizne 1200
pripadov. CDG ochorenia rozdel'ujeme do dvoch skupin : CDG-1 a CDG-II. Skupina ochoreni
CDG-I vznika v dosledku poruchy syntézy dolicholfostatového oligosacharidu a prenosu
oligosacharidu z dolicholfosfatu na —NH2 skupinu Asp. Medzi typ CDG-II zarad’'ujeme
ochorenia sposobené poruchami v procese d’alSieho spracovania a modifikacie glykoproteinov
v endoplazmatickom retikule a Golgiho aparate [1,2].

V praci chceme Specifikovat’ poruchy pacienta, s podozrenim na CDG ochorenie, na
zéklade klinickych prejavov poruch, typickych pre CDG ochorenia (napr. hypotdnia,
kardiomyopatie, zachvaty, gastrointestialne poruchy) a na zéklade nejasného vysledku
izoelektrickej fokusacie krvného transferinu, ¢o je Standardnd metdda stanovenia CDG

ochoreni [3].
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Ciel'om prace je Struktarna analyza sérového N-glykoprofilu pacienta s podozrenim na
vrodenu poruchu glykozylacie hmotnostnou spektrometriou MALDI-TOF/TOF a pripadna

Specifikdcia miesta poruchy enzymovej vystavby N-glykanu.

Material a metody

1.Deglykozylacia: K 10uL. krvného séra a 10uL sérovych glykoproteinov (50 pL
krvného séra sa najskor precipitovalo acetonom 2 h pri -20 °C, precipitant sa nasledne rozpustil
v 10uLroztoku - 10mM Tris-HCI, 0,1% SDS s vyslednym pH 7,5) bolo pridanych 40 pL
roztoku - 10mM Tris-HCI, 0,1% SDS s vyslednym pH 7.,5. Vzorky sa inkubovali 5 minut pri
95 °C. Po ochladeni (Tadovy kupel’) sa k vzorkam pridalo 0,5 uL enymu PNGazy F a nechali
sa inkubovat’ cez noc pri 37 °C. Odstiepené glykany sa chromatograficky delili na 1ml PGC
kolénach (PGC, z angl. porous graphic carbon, ENVI-Carb, Supelco). Finalna eltcia pre
neutralne glykany bola 2 x 500 puL s 40 % ACN a pre kyslé 2 x 500 pL60 % ACN a 0,1 % TFA.
Purifikované N-glykédny zkrvného séra, z glykoproteinov krvného séra so vzorkou
nedeglykozylovaného krvného séra a 100 uL. vzorku mocu sa vysusilo lyofilizaciou cez noc.

2.Permetyléacia: Ku vSetkym typom lyofilizovanych vzoriek sa pridalo 150uL zmesi
NaOH/DMSO, ktora bola predtym dokladne roztretd vo vysusenej trecej miske. Nasledne sa
pridal alikvotny objem jodmetdnu, zmes sa 5 min intenzivne pretrepavala a nasledne 50 min
inkubovala na rotacnej trepacke (25 °C, 2000 rpm). Po stuhnuti sa zmes pomalym pridadvanim
200 pL Tadovej vody rozpustila a permetylované glykany sa extrahovali do chloroformu.
Organickd fdza sa neutralizovala premyvanim s H.O. VysuSené permetylované vzorky sa
rozpustili v 10 uLL 50% metanolu.

3.MALDI-TOF MS analyza: K 1 pL vzorky nanesenej na MALDI platnicku
(Groundsteel, Bruker Daltonics, USA) sa pridal 1 pL matrice - kyselina 2,4-
dihydroxybenzoova (DHB). Po vysuSeni pri laboratornej teplote sa vzorka analyzovala v
reflektronovom pozitivnom mode laserom indukovanej ionizacii MALDI-TOF spektrometra
UltrafleXtreme 11 (Bruker Daltonics, Germany). Ziskané spektra sa spracovali softvérom
FlexAnalysis 3.4 (BrukerDaltonics, Germany) a vyhodnotili pomocou GlycoWorkbench

(www.eurocarbdb.org).

Vysledky a diskusia
Nasim ciel'om bola podrobnejsia charakterizacia N-glykoprofilu pacienta s podozrenim

na vrodenu poruchu glykozylacie a detailnejSia Specifikacia vysledku nejasného profilu IEF
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krvného transferinu pacienta pomocou hmotnostnej spektrometrie, analyzou MALDI-
TOF/TOF.

MALDI-TOF analyza identifikovala vo vzorke N-glykanov pacienta (enzymaticky
uvolnenych z krvného séra PNGézou F) vyrazné zmeny oproti Standardnému l'udskému séru,
sliziacemu ako kontrola. Pritomnost’ vysokomanozylovanych N-glykanov (GICNAc2Hexs —
(1579,78 Da) — GIcNAcoHex7 —(1987,98 Da)) sa v N-glykoprofile pacienta opakovane
nepotvrdila.  Identifikovala sa vSak vo vysokej intenzite séria aberantnych
vysokomanozylovanych N-glykdnov sjednym N-acetylglukozaminom (GlcNAcHexs —
(1334,65 Da) — GIcNACHexs(1946,95 Da)), vid’ obr. 1.
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Obr. 1. MALDI-TOF permetylovanych enzymaticky (PNGaza F) uvol’nenych N-glykinov a) pacienta a b)
zdravého Pudského séra

Irtens. [a.u]

Aberantné N-glykdny s jednym N-acetylglukozaminom sme pozorovali nielen vo
vzorkach po enzymatickom Stiepeni PNGazou F, ale aj vo vzorke volnych sérovych
permetylovanych N-glykanov pacienta, bez pouzitia PNGazy F (Obr 2.) Naopak, pri analyze

vol'nych glykdnov v moc¢i sme aberantné glykany u pacienta nepozorovali (Obr. 3).
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Obr. 2. MALDI-TOF permetylovanych volnych N-glykanov a) pacienta b) zdravého Pudského séra
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Analyza vol'nych N-glykanov v sére potvrdila iba malé zmeny v zastipeni N-glykanov

(Obr. 2, Tab.l), zatial' ¢o MALDI-TOF analyza, enzymaticky uvolnenych N-glykanov

precipitovanych z glykoproteinov z krvného séra, sa identifikoval podobny trend vyskytu

aberantnych N-glykanov pacienta (Obr. 3, Tab. 1).
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Obr. 3. MALDI-TOF permetylovanych a) enzymaticky uvoPnenych N-glykanov z glykoproteinov
precipitovanych z krvného séra pacienta a b) vol’nych oligosacharidov v mo¢i pacienta
Tab. 1.Sumarna tabulka vyskytu glykianov
Aberantné N-glvkany N-glykany
m/z (Da) 1334,65 1538,75 1742,85 1946,95 1579,78 1783,88 1987,98
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Pacient
sérové N-glykiny (PNGaza F) XXX XXX XXX Xxx : : .
Kontrola
sérové N-glykany (PNGéza F) ) - - . SRS S S 2
Pacient
volné sérové N-glykiny X X X X X X X
Kontrola
volné sérové N-glvkany ) ) ) ) - - )
Pacient glykoprotein —
N-glyking (PNGéza F) XXX XXX XXX XXX - . -
Pacient
Volné oligosacharidy v moéi " i " " - - °

Zaver

V praci sme analyzovali sérovy N-glykoprofil pacienta s podozrenim na CDG

ochorenie, ktory sme porovnavali so zdravym kontrolnym sérom. Potvrdili sme, Ze vyuZitie

hmotnostnej

spektrometrie je v porovnani

SO

Standardnou

skriningovou metodou,

izoelektrickou fokusaciou transferinu SpecifickejSie, priCom poskytuje podrobnejsi obraz o

zmenach v procese glykozylacie, ¢o sa nasledne odraza na aberantnom N-glykoprofile.
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Pritomnost’ aberantnych vysokomanozylovanych glykanov (HexNAcHex5 —
HexNAcHex8), ziskanych enzymatickym Stiepenim glykoproteinov z krvného séra pacienta,
poukazuje na defekt vprvych krokoch syntézy N-glykanov lokalizovanych
Vv endoplazmatickom retikule, kedy dochédza k tvorbe zakladného oligosacharidu, tzv. LLO
prekurzora. Analyza volnych oligosacharidov v moci pacienta nepotvrdila pritomnost
abnormalnych N-glykanov, ¢o vylucuje poruchu v hydrolyze lyzozomalnych glykanov. Na
zaklade jednotlivych poznatkov a ziskaného N-glykoprofilu, mézeme vyslovit’ podozrenie, Ze
pacient ma vrodenu poruchu glykozylacie typu I (CDG-I), s predpokladom, Ze by mohlo ist
0 mutdciu v géne DPAGTI1, ktory koduje enzym UDP-N-acetylglukozamindolichyl-fosfat
N-acetylglukozaminfosfotransferazu, zabezpecujucu pripojenie GIcNAc na -NH2 skupinu
asparaginu, alebo mutaciu Vv génoch ALG13 a ALG14, koédujucich enzym
UDP-N-acetylglukozaminyl-transferazu, pripajajicu  druht  molekulu GIcNAC.
Predpokladame, Ze definitivhu odpoved nam poskytne kombinacia vysledkov z MS

glykoprofilovania a z analyzy genomu (celoexémového sekvenovania) pacienta.
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