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Abstract

Glycoprofile characterization of patient with defect in galactosylation

Congenital disorders of glycosylation (CDG) are a group of rare inherited disorders caused by defects in
glycosylation. Most of these disorders are caused by defect in protein N-glycosylation. A patient with positive
screening test for CDG, isoelectric focusation of serum transferrin and with genetically confirmed mutation in
gene SLC3542, causing CDG IIm, underwent a detailed analysis of blood serum transferrin and whole
N-glycoprofile by MALDI-TOF mass spectrometry. Analysis of patient’s serum N-glycans and serum transferrin
by MALDI-TOF revealed abnormal glycoprofile with increased presence of agalactosylated and
monogalactosylated glycans. In total serum two significantly increased abberant glycans lacking galactose and
sialic acid (m/z 1661,8357 Da, m/z 2227,1091 Da), common for this type of CDG, were identified There was also
significantly increased third glycan (m/z 1906,962 Da) that can serve with other two as biomarker for this type of
CDG.

Keywords: galactose transporter; congenital disorders of glycosylation; MALDI-TOF MS

Uvod

Vrodené dedi¢né metabolické ochorenia vznikaja v dosledku poruchy v metabolizme,
komplexnom sete chemickych reakcii organizmov. V&ac¢§ina pripadov tychto ochoreni je
spOsobend mutdciami v génoch kodujucich enzymy metabolickych drah, deficitom alebo
znizenou aktivitou enzymov. Ochorenia su ¢asto sprevadzané akumulaciou metabolitov alebo
absenciou vyslednych produktov [1]. Medzi vrodené metabolické ochorenia patri aj
rozrastajuca sa skupina vrodenych poruch glykozyléacie (CDG, z angl. congenital disorders of
glycosylation), ktorych pri¢inou vzniku je defekt v procese glykozylacie, post-translacnej
modifikacie proteinov. Ide o ochorenia vznikajice najcastejSie v dosledku znizenej aktivity
enzymov glykozyla¢ného procesu alebo mutdciou v kodujucich génov. NajpocetnejSie
zastupenie maju CDG spojené s poruchami v procese N-glykozylacie, ktoré rozdel'ujeme na
dva zakladné typy : CDG typu I, o ktorom hovorime v pripade defektu pri tvorbe
lipid-viazaného oligosacharidového prekurzoru (GlesManoGIcNAc2) a jeho prenosu na
aminokyselinu a CDG typu II, vznikajuce ako dosledok defektu v modifikacii a Gprave

glykanov [2].
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V praci prezentujeme pacienta s pozitivnym skriningovych vysledkom na baze
izoelektrickej fokusacie transferinu, ktora bola vykonana v Centre dedi¢nych metabolickych
porach NUDCH a potvrdenou muticiou v géne SLC3542, koédujucom transmembranovy
protein, ktorého tilohou je transport UDP-galakt6zy z cytosolu do lumenu Golgiho aparatu, kde
sluzi ako glykozylovy donor galaktozy pre glykozyltransferazy. Transport galaktézy do
Golgiho aparatu je nevyhnutny pre tvorbu komplexnych sialovanych glykanov. Mutacie
vtomto géne sposobuji CDG ochorenie typu II, oznacované ako CDG IIm alebo
SLC35A2-CDG [3 — 4] U pacienta bola diagnostikovana celoexémovym sekvenovanim
missense mutacia v géne SLC35A2: ChrX, na pozicii 48905448.

Cielom nasej prace bola Struktirna analyza sérového transferinu a podrobna analyza
N-glykoprofilu pacienta s vrodenou poruchou glykozyldcie CDG IIlm, na urovni
N-glykozylacie prostrednictvom laserovej desorpcénej ionizacnej hmotnostnej spektrometrie
s analyzatorom  doby letu (MALDI-TOF/TOF, zangl. matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight, vysledok ktorej moze byt v budlcnosti pouzity pri

monitorovani priebehu ochorenia a terapie.

Material a metody

Priprava vzorky pre hmotnostnu analyzu N-glykoprofilu pacienta : K 10 pl krvného
séra sa pridalo 40ul roztoku — 10 mM Tris-HCI, 0,1% SDS s vyslednym pH 7,5. Nasledne
sa vzorky (triplikaty krvého séra) inkubovali 10 minat pri teplote 98 °C. Po ochladeni vzoriek
sa k nim pridalo 0,5 pl PNGéazy F a nechali sa inkubovat’ cez noc pri 37 °C. Po enzymatickom
odstiepeni glykanov od glykoproteinov nasledovala ich chromatografickd separicia, na ktora
boli pouzité 1 mL PGC kolonky (PGC, z angl. porous graphic carbon, ENVI-Carb, Supelco).
Na finalnu elticiu neutralnych aj kyslych glykanov bol pouzity roztok 60 % ACN s 0,1 % TFA.
Glykany purifikované z krvného séra pacienta boli zmrazené pri -80 °C a cez noc vysuSené
lyofilizaciou.

Pre stabilizaciu komplexnych oligosacharidovych S$truktir v ionovom zdroji sme
glykany modifikovali permetylaciou. Ku zlyofilizovanym vzorkdm bolo pridanych 150 pl
zmesi DMSO/NaOH, ktora bola predtym dokladne roztretd vo vysuSenej trecej miske.
Nasledne bol k vzorkam pridany alikvotny objem metylacného ¢inidla, jodmetanu a zmes sa
50 min inkubovala za staleho trepania na rota¢nej trepacke (25 °C, 2000 rpm). Po inkubécii
bola chemicka reakcia zastavena postupnym pridavanim I'adovej vody (100-500 ul), ¢im doslo

k rozpusteniu stuhnutej zmesi. Permetylované glykany sa v d’alSom kroku extrahovali do

808



chloroformu, pricom sa organicka faza neutralizovala premyvanim s H>O. Vyeluované glykany
(cca 500 pl) boli nasledne vysusené cez noc.

Pre izolaciu transferinu zo 100 ul séra bola pripravena imunoafinitnd kolona
naviazanim zajacich polyklondlnych anti-transferinovych protilatok na HiTrap NHS kolonu.
Navidzovanie transferinu ako aj premyvanie kolony prebiehalo v roztoku PBS (0,14 M NaCl +
2,7mM KCI + 1,5 mM KH2PO4 + 8,1 mM Na2HPO4). Ako elu¢né ¢inidlo bol pouzity 0,1 M
glycin-HCI, pH 2,7, pri¢om eluéty boli ihned’ neutralizované pre dosiahnutie neutralneho pH.
Pre ziskanie glykénov z vyizolovaného transferinu bol pouzity rovnaky protokol ako pri
izolacii glykanov z krvného séra.

Pre MALDI-TOF analyzu boli vysusené permetylované vzorky sa rozpustené v 7 uL
50% metanolu. Na platnicku (Groundsteel, Bruker Daltonics, USA) bol naneseny 1 pL. matrice
- kyselina 2,4-dihydroxybenzoova (DHB) a 1 pl vzorky. Zmes vzorky a matrice, vysuSend pri
laboratérnej teplote bola nasledne analyzovand hmotnosntym spektrometrom MALDI-TOF
UltrafleXtreme II (Bruker Daltonics, Germany) v reflektrénovom pozitivnom iénovom made.
Vysledné hmotnostné spektra boli spracované v softvéry FlexAnalysis 3.4 (BrukerDaltonics,
Germany) a vyhodnotené pomocou programu GlycoWorkbench (www.eurocarbdb.org),
pomocou ktorého sme k signdlom. Ako negativna kontrola slazil tzv. ,.pool* krvnych sér
desiatich zdravych jedincov (5 zien, 5 muzov), ktord bola spracovana rovnakym sposobom ako

vzorka pacienta.

Vysledky a diskusia

Na zdklade pozitivneho vysledku izoelektrickej fokusacie sérového transferinu,
a celoexdmového sekvenovania bola na$im cielom blizSia charakterizacia N-glykoprofilu
a Struktirna analyza sérového transferinu pacienta hmotnostnou spektrometriou MALDI-TOF.

Hmotnostna analyza identifikovala vo vzorke sérovych N-glykdnov pacienta
(enzymaticky uvol'nenych z krvného séra PNGazou F) zmeny v zastipeni galaktozylovanych
glykanov v porovnani s kontrolnym sérom. U pacienta boli v porovnani s kontrolnou vzorkou
opakovane identifikované zvysené hladiny agalaktozylovanych N-glykanov (m/z 1661,8357
Da, m/z 1906,962 Da, m/z2081,0512 Da) a monogalaktozylovanych N-glykanov (m/z
1865,9355 Da, m/z 2227,1091 Da, m/z 2285,151 Da), vid’ Obr.1. Vypocet a porovnanie
relativneho percentudlneho zastiipenia agalaktozylovanych a monogalaktozylovanych
glykanov nameranych v celkovom glykoprofile pacienta oproti kontrolnej vzorke (Obr. 1)
poukazal na ich niekol'’ko nasobné zvysenie, vid’ Tab.1. Vyrazny rozdiel pozorujeme v pripade

monogalaktozylovaného glykanu (m/z2227,1019 Da), ktorého zastipenie je 10-krat vyssie ako
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v kontrolnej vzorke a agalaktozylovaného glykéanu (m/z 1661,8357 Da) a S5-krat vyS$Sim
zastupenim.
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Obr. 1. MALDI-TOF permetylovanych enzymaticky (PNGaza F) uvol’'nenych N-glykanov zo séra
pacienta a kontrolnej vzorky

Tab. 1. Zastupenie agalaktozylovanych a monogalaktozylovanych glykanov v krvnom sére pacienta
Hodnoty percentualneho zastupenia boli vypocitané z celkového mnozstva identifikovanych glykanov vo
vzorkach. Hex — hexdza, HexNAc — N-acetylglukozamin, Fuc — fuk6za, NeuAc — kyselina sialova

Relativna intenzita (%) Re(:)latlvna Intenzita
. (%) v kontrolnej
vo vzorke pacienta vzorke
Hex3HexNAc4 (1661,8357 Da) 5,4 % 0%
Hex4HexNAc4 (1865,9355 Da) 2,7 % 0,2 %
Hex3HexNAc5 (1906,962 Da) 5,5% 0,5%
Hex3HexNAc5Fuc (2081,0512 Da) 2,3 % 0,3 %
Hex4HexNAc4g$1Ac (2227,1091 10,6 % 0.9 %
Hex4HexNAc5Fuc (2285,151 Da) 1,9% 1%
HexSHexNAc4I\]I)e;1)Ac2 (2792, 3826 10,9 % 343 %

Na zéklade vysledku analyzy N-glykoprofilu krvného séra pacienta, sme sa rozhodli

vykonat’ hmotnostnt analyzu aj pre sérovy transferin, ktory vo svojej Struktire obsahuje dve

N-glykozyla¢né miesta, kde su v pripade zdravych jedincov naviazané v najvys$sej abundancii

dva biantenarne sialované glykany (m/z 2792, 3826 Da - HexSHexNAc4NeuAc2) [S5]. Podobne

ako v pripade N-glykoprofilu krvého séra pacienta,

Struktirna analyza transferinu

identifikovala zmeny v zastipeni galaktozylovanych glykanov — zvySené hladiny glykdnov

s m/z 1661,8357 Da, m/z 1865,9355 Da , m/z 2227,1091 Da a m/z 2431,2089 Da, vid’ Obr. 2.
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Obr. 2. MALDI-TOF permetylovanych enzymaticky (PNGaza F) uvol’nenych N-glykanov zo sérového
transferinu pacienta a kontrolnej vzorky

Zaver

V prezentovanej praci sme prostrednictvom hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF
identifikovali N-glykoprofil pacienta a blizSie popisali Struktiru N-glykanov sérového
transferinu, ktory mal zmeneny profil izoelektrickej fokusaci. V N-glykoprofile pacienta boli
zistené zvySené hladiny agalaktozylovanych (m/z 1661,8357, m/z 1906,962, m/z 2081,0512)
a monogalaktozylovanych N-glykdnov (m/z 1865,9355, m/z2227,1091, m/z 2285,151)
v porovnani so zastipeni glykédnov v zdravom l'udskom krvnom sére. Prostrednictvom
hmotnostnej spektrometrie sme tieZ pozorovali znizenu galaktozyéaciu sérového transferinu
pacienta. Rovnako ako v celkovom N-glykoprofile, aj v glykoprofile transferinu sme
pozorovali agalaktozylované a monogalaktozylované formy glykanov (1661,8357 Da,
m/z 1865,9355 Da, m/z 2227,1091 Da a m/z 2431,2089 Da), sluziacich ako prekurzor pre
dominantny biantenarny sialovany glykan, viazany na transferine. Zmeny vznikaju v dosledku
nedostatocného transportu  UDP-galaktézy prostrednictvom galaktézového transportéru,
kédovaného génom SLC35A2, zcytosolu do Ilumenu endoplazmatického retikula
a Golgiho aparatu, kde dochddza k pripdjaniu galaktozovych jednotiek na glykanové antény.
Aj napriek rozdielnemu lokusu mutacie v géne SLC35A2, ktoré boli doposial popisané
a publikované [6], boli v N-glykoprofile pacienta identifikované charakteristické zmeny
v zastipeni glykdnovych biomarkerov (Hex3HexNAc4, Hex4HexNAc4NeuAc), typickych pre

toto ochorenie.
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Vysledky prace moézu byt v budicnosti prospeSnym materidlom pri monitorovani
progresie a Studia SLC35A2-CDG ochorenia a jeho pripadnej terapie, ktora je zaloZena na
galakt6zovej suplementacii pacientov, po ktorej bola u pacientov pozorovana zlepsena celkova

glykozylacia [7].
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