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Glikozylacja biatek

 jest dynamiczng, potranslacyjng modyfikacjg biatek.
» glikany petnig wazne funkcje w wielu procesach biologicznych.

* glikomika - ma ogromny potencjat do opracowania unikalnych biomarkeréw w chorobach

genetycznych i przewlektych, takich jak:
- nowotwory,
- stany zapalne,
- choroba Alzheimera,
- cukrzyca, czy
- zaburzenia metaboliczne,

Glikozylacja biatek zmienia sie dynamicznie dzieki czemu analiza procesu glikozylacji dostarcza

informacji o biezgcym stanie pacjenta, co umozliwia wczesng diagnoze.
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Glikozylacja biatek

jest zaangazowana w wiele procesow biologicznych, takich jak interakcja receptora,

odpowiedz uktadu odpornosciowego, sekrecji i transportu biatek,

dane biatko moze mie¢ wiele miejsc glikozylacji, a powstate glikoformy mogg sie rozni¢ w
zaleznosci od zajetego miejsca (makroheterogenicznosc) i zajmowanych struktur glikanowych

(mikroheterogenicznosc),

Sciezki biosyntezy prowadzgce do tej réznorodnosci glikanow zalezg od wielu parametrow i

moze na nie wptywac wiele czynnikdéw, w tym:

regulacja genetyczna,

dostepnosé cukréw nukleotydowych,

czas spedzony w retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego,

dostepnosc okreslonego miejsca glikozylacji.
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Glikozylacja biatek:

- moze byc¢ rézna u réznych osdb, ale jest wyraznie stabilna

- zmienia sie znaczgco dopiero wtedy, gdy zmienia sie homeostaza organizmu, pod
wptywem stylu zycia lub standw patologicznych.

Badania obejmujgce tysigce osob wykazaty, ze glikozylacja koreluje z
wiekiem, pfciq i stylem Zycia (Florent Clerc, et |. 2016)
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Glikany

biorg udziat w praktycznie wszystkich procesach biologicznych, dlatego wptywajg na

rozwoj, wzrost i funkcjonowanie komaérek i organizmaow.

* majg zarowno wtasciwosci strukturalne, jak i modulacyjne.

synteza glikanow ma kluczowe znaczenie dla przyjecia przez biatka ich natywne;
konformacji i wtasciwosci takich jak rozpuszczalnos¢, antygenowosc i okres

pottrwania.

e co najmniej 50% biatek naszego ciata (oraz prawie cata powierzchnia komorki i

wydzielane biatka) jest glikozylowana (Apweiler i wsp. 1999).

Glikozylacja odgrywa kluczowq role we wszystkich interakcjach pomiedzy komorkami a
ich srodowiskiem, a poniewaz odpowiedzZ uktadu odpornosciowego opiera sie na
niezliczonych kontaktach miedzy komadrkami i czqsteczkami, glikany odgrywajq

zasadniczq role w uktadzie odpornosciowym.
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N-glikozylacja

» Dwa gtéwne rodzaje glikozylacji biatek to N-glikozylacja i O-glikozylacja.
» N-glikozylacja jest najczestszg modyfikacjg biatek (Stanley i wsp. 2009).

» Obejmuje wigzanie N-glikozydowe, ktdre przytagcza azot grupy aminowej
asparaginy (Asn) do N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) glikanu.

» Zaangazowana Asn musi by¢ czescig sekwencji aminokwasow Asn-X-Thr (gdzie X
oznacza dowolny aminokwas, z wyjgtkiem proliny).

» Obejmuje wiele réoznych enzyméw i transporteréw w cytozolu, retikulum
endoplazmatycznym (ER) i aparacie Golgiego.
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N-glikozylacja

» Pierwszy etap N-glikozylacji ma miejsce po cytoplazmatycznej stronie ER i jest
inicjowany przez dodanie GIcNAc-1- fosforanu do fosforanu dolicholu.

» Ta struktura jest rozszerzana poprzez dodanie GIcNAc i pieciu reszt mannozy (Man).
Powstaty Man5GIcNAc2-PP-dolichol jest nastepnie enzymatycznie przenoszony do
Swiatta btony ER.

» oligosacharylotransferazy (OST) przenoszg taricuch oligosacharydowy z dolicholu na
powstaty taricuch polipeptydowy.

» glikan moze by¢ czesciowo przebudowany w ER i aparacie Golgiego. Reszty glukozy i
mannozy mogg by¢ usuniete przez dziatanie glikozydaz, pozostawiajgc zwigzany z
biatkiem pentasacharyd, Man3GIcNAc2.

» Ta struktura rdzenia pentasacharydu jest stata i moze by¢ powiekszana o rézne
cukry, a mianowicie GIcNAc, a nastepnie galaktoze, kwas sialowy i fukoze.

e
Fundusze .
Europejskie l;g?sckz:ospollta ‘
Wiedza Edukacja Rozwdéj _

|nsiy1ui Unia Europejska
S a Europejski Fundusz Spoteczny
Matki i Dziecka




N-glikozylacja biatek

Ztozony, wieloetapowy proces podzielony na dwie czesci

Synteza pierwotnego glikanu / \

(zaburzenia syntezy to zaburzenia . . . _
glikozylacji typu | (CDG-I) Modyfikacje pierwotnego glikanu

|

Cytoplazma: przytaczanie reszt cukrowych do
tancucha ttuszczowego P-Dolicholu

Mannoza
GIcNACc
Glukoza

P
Glc;MangGlcNAc, zostaje
przeniesiony na faricuch

. . polipeptydowy przez OST
Man¢GIcNAc, ER: rozbudowanie taficucha

cukrowego do Glc;MangGIcNAc, taczy sie z biatkiem w

wigzaniem N-glikozydowym




N-glikozylacja biatek
Modyfikacje pierwotnego glikanu

(zaburzenia dalszej obrdobki glikanow — zaburzenia glikozylacji typu Il (CDG-II)

ER: kontrola jakoSci fatdowania czgsteczek glikoproteinowych, w celu
uzyskania prawidtowej struktury biatka (nieprawidtowo pofatdowane
biatka sg rozpoznawane i degradowane

Transport
pecherzykowy Transport glikoprotein do

iejsc docel h
Aparat Golgiego: glikan zwigzany z biatkiem ulega dalszym Micls g eroyc

przemianom enzymatycznym do
Man: GIcNAc,—Asn (dalsze modyfikacje

potranslacyjne I * e Kwas sjalowy
I c X Galaktoza
: 22 GIcNAC
8 Mannoza
' -
Aparat Golgiego: dalsza obrébka wybranych glikanow; dodawane 3 g
sg reszty GICNAC po jednej na kazde rami¢ glikanu, :
nastepnie glegajq w_ydiuZeniu przez dolaczanie reszt Powstale bialka przemieszczane sq do
galaktozy i kwasu sjalowego tworzac strukture pecherzykéw wydzielniczyeh; dochodzi do

Sia,Gal,GLcNAC,Man;GLCNAC,  ich fuzji z btong komérkowq



Zaburzenia glikozylacji
(CDG —,,Congenital defects of glycosylation”)

Trzy typy zaburzen glikozylacji:

N-glikozyalcja . L .
najlepiej poznane, scharakteryzowane i najczesciej wystepujace

O-glikozylacja
C-glikozylacja

N-glikany sg tworzone w retikulum endoplazmatycznym (ER) przed dalszymi procesami i
modyfikacjami w aparacie Golgiego, gdzie powstaja trzy typy N-glikozylacji z tym samym
rdzeniem przytgczonym do asparaginy:

1. Glikan mannozowy — tylko mannoza jest dotgczana do rdzenia cukrowego,
2. Glikan kompleksowy — tylko reszty GIcNAc sg dotgczane do rdzenia cukrowego

3. Glikan hybrydowy — dotaczanie do rdzenia zarowno Man i GIcNAc
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Wptyw czynnikow zewnetrznych na glikozylacje biatek

* Wiek - spadek galaktozylacji i sialilacji IgG wraz z wiekiem,

* zmiany glikozylacji w réznych chorobach, tj. stany zapalne, wrodzone zaburzenia

glikozylacji (CDG), cigza, w ktdrej wzrasta galaktozylacja i sialilacja,

» okreslone glikoformy mogg byc¢ indukowane przez wirusy lub bakterie i stuzg jako

sygnat pro- lub przeciwzapalny.

* odpowiedz immunologiczna, wzrost biatka ostrej fazy - wzrastajg poziomy
fukozylowanych glikandw w sposdéb ciggty.

* w reumatoidalnym zapaleniu stawdw — wzrastajg poziomy fukozylowanych i
sialilowanych glikanow
Wszystko to otwiera mozliwosc¢ wykorzystania glikanow jako wczesnego

biomarkera choroby lub wspomagania medycyny spersonalizowanej
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Oligosacharylotransferazy?

» kompleks biatkowy ztozony z kilku podjednostek, w tym:

- katalitycznej podjednostki A kompleksu OST - STT3 (STT3A),

- podjednostki B (STT3B),

- transportera magnezu 1 (MAGT1),

- przezbtonowego biatka 258 (TMEM258),

- podjednostki kompleksu oligosacharylotransferazy 4 i 48 (OST4 i OST48), oraz

- biatka kompleksu oligosacharylotransferazy niekatalitycznej podjednostki (DC2).

» zidentyfikowano dwa kompleksy OST z podjednostkami katalitycznymi STT3A lub STT3B zwigzanymi z
réznymi podjednostkami niekatalitycznymi.

» kompleksy taczg oligosacharydy, tworzac specyficzne drzewko cukrowe na powierzchni biatka.

» tgczg rybosomy z powierzchnig ER podczas translacji biatka i wprowadzajg substraty do centrum

katalitycznego i dodatkowo dziatajg jako chaperony, ktdre rozpoznajg nieprawidtowo sfatdowane

biatka.
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Udziat N-glikozylacji w procesach komorkowych

Regulacja homeostazy wapnia przez N-glikozylacje

Regulacja metabolizmu energii przez N-glikozylacje

Regulacja uktadu krzepniecia przez N-glikozylacje

Ptytki krwi we wrodzonych zaburzeniach N-glikozylacji
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Zaburzenia N-glikozylacji zachodzgce w ER, zwigzane z syntezq pierwotnego
oligosacharydu, LLO,

Deficyt transferazy GIcNAc-1-P, DPAGT1-CDG (zewnetrzna czes¢ ER); miastenia, uogdlnione
zaburzenie rozwoju
Deficyt transferazy z grupy ALG (zewnetrzna czesc ER):

ALG13-CDG - deficyt UDP-GIcNAc transferazy (zewnetrzna czes¢ ER): wczesnodziecieca padaczka
oporna na leczenie, opoznienie rozwoju, niepetnosprawnosc intelektualna

ALG1-CDG - deficyt 8-1,4 mannozotransferazy (zewnetrzna czesc ER): kardiomiopatia,
opoznienie rozwoju psychoruchowego, hipotonia, dysmorfia

ALG3-CDG — deficyt a-1,3 mannozotransferazy (zewnetrzna czes¢ ER): zmiany w obrebie koscca,
dysmorfia

ALG6-CDG - deficyt a-1,3 glukozylotransferazy (wewngtrz ER): opoZnienie rozwoju, ostabienie
miesni, ataksja, drgawki; znieksztatcenie palcow, przewlekta biegunka; drugi najczesciej

opisywany defekt
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Zaburzenia glikozylacji - roznicowanie

Zaburzenia N-glikozylacji sg rozpoznawane dzieki szerokiej dostepnosci
odpowiedniego testu przesiewowego, jakim jest zmodyfikowana metoda
elektroforezy, czyli metoda izoelektroogniskowania (IEF - polegajaca na
frakcjonowaniu biatek w zaleznosci od ich punktu izoelektrycznego (pl) za pomoca
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
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Journal of Inherited Metabolic Disease (2018) 41:499-513
https:/fdoi.org/10.1007/510545-018-0144-9

Defekty zaburzer

GLYCOMICS

N-glikozylacji

Clinical glycomics for the diagnosis of congenital
disorders of glycosylation

Nurulamin Abu Bakar'? « Dirk J. Lefeber ' - Monique van Scherpenzeel’

Table 1 Owverview of plasma glycosylation features from total (released) N-glycans and intact transferrin MS profiling for CDG diagnosis
rene Released plasma MN-glveans MS: total or protein specific Intact plasma transferrin MS
defects MS Glycoprofiling MSE | Referemnce MS Glyeoprofiling MS Referemce
techmil technigues
CDG-T(LLAY assembly defects): GDP-Man synihesis defecis
PMM2 # Increase of total plasma 3 mannose glycans {Mans- Maldi TOF | Zhang et al # Increase of typical CDG-1 glycoforms; ESI-LC Lacey et al
(PMM2- GleMNAcz), 4 mannose glycans { Mange-GleMNAc:) and MS 20la lack of both and one complete biantennary | QMS 2001
CDG) sialylated tetrasaccharide glycans {Sia+Gal -GleNAc: ). glycans [ Sia-Gale-Man:-GleMAca), &
& e respeciively. & Van
MPT ! i ESI-LC Scherpenzeel
(MPI-CDG) -7 and . MS, QTOF | et al 2015
. i ! ! L and M5
= Low ratio of total plasma could discriminate
this growp (PMM2-CDG and MPI-CDG) from ALGI-
CDG.
CDG-TLLO assembly defects): mannosylation defects
ALGH # Increase of total plasma sialylated wirasaccharide glycans Maldi TOF | Zhang et al = Increase of two sialylated vetrasaccharide ESI-LC Bengtson et
(ALGI-CDGY (Sia-Gal;-GleNAc:), 3 mannose glycans (Man-GleNAc:) | MS 2006 glycoforms; ( Sia;-Gal,- GleNAc:) and M5, QTOF | al 2016
and 4 mannose glycans ( Mans-GleM Ac:). {Siar-Gals-Mans-GleMAcs). MS
iY,.T ;
. anmd
I - and
* High ratio of total plasma could discriminate
ALGL-CDG from PMM2-CDG and MPI-CDG.
CDG-TT (glvean processing defects): ER glucosidase defects
MGE # Increase of IglG glycans of |4-saccharides (Gloc - Mang- Maldi TOF | Sadad et al = Mommal transferrin profiles. Lefeber enal
(MODGS- GlcNAca) 13-saccharides (Gluc:-Mang- GleMAcs) and 12- | MS 2014 2011
CDG) saccharides (Glue-Mang- GleNAc:).
i 13 1_ 3
iR
CD-11 (glvean processing defects): glveosyvltransferase defects
MGATZ * Most abundani of toial plasma complex uncated | Maldi TOF | Guillard et * Most abundant of complex truncated | ESI-LC | ¥an
rene Released plasma MN-glveans MS: total or protein specific Intact plasma transferrin MS
defects MS Glycoprofiling M5 Reference | MS Glycoprofiling MS Reference
techmi 5 technigues
(MGAT2- biantennary glvcan lacking one GleMNAc, one Gal and one MS al 2011 biantennary glycoform lacking one MS, QTOF Scherpenzecl
CIDG) Sia | -Gials- Mans-GleMAcs) with the comresponding GileMAc, one Gal and one Sia (Sia:-Gals- M3 et al 2015
fucosylated ones { Sia;-Gal;- Mans-GleNAc-Fuoc, ). Mang-GleMNAcg).
e
BACGALTT = Most abundant of total plasma complex truncated Maldi TOF | Guillard et = Maosi abundant of complex truncated ESI-LC Van
({B4GALTIL- biantennary glvcan lacking all galactoses {Mans-GleNAcyy | MS al 2011 biantennary glveoform lacking all M5, QTOF | Scherpenzesl
CDG) with the comesponding fucosylated ones {Many-GleM Ac,- galacioses {Mans-GleMNAcg ). MS ctal 2015
Fucy ).
1!2 ﬂ;
and =




O-glikozylacja

* Jest procesem mniej ztozonym niz proces N-glikozylacji

* Przebiega gtdwnie w obrebie aparatu Golgiego.

N-acetylogalaktozamina lub mannoza przytacza sie do grupy hydroksylowej
treoniny lub seryny, czasami réwniez proliny, taricucha polipeptydowego (np. w

O-glikanach typu mucyny)

Tworzy pierwotng strukture O-glikanu.

Rdzen pierwotnego O-glkanu moze by¢ modyfikowany przez dodawanie innych

cukréw, tj. galaktozy, N-acetyloglukozaminy, kwasu sjalowego lub fukozy.

Glikany skfadajg sie z dwdch anten i s3 mniej rozgatezione niz w N-glikozylaciji.
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O-glikany

O-glikoproteiny

glikany typu mucyny glikany zawierajgce a-dystroglikany (aDG)
tancuchy zawierajgce O-
glikozaminoglikanéw mannozylowane struktury

Insfy'l'ui Unia Europejska
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O-glikany
W przeciwienstwie do defektéw N-glikozylacji, identyfikacja zaburzen O-glikozylacji jest
znacznie trudniejsza.

O-glikany sg inicjowane przez siedem réznych monosacharydow, ktére mozna dalej

rozszerzac na ztozone struktury O-glikanow.

O-glikozylacja mucyny (O-potaczonej N-acetylogalaktozaminy, O-GalNAc), najczestsza postac
O-glikozylaciji.

Izoogniskowanie ApoC-Ill zostato opracowane w celu wykrywania defektow w glikozylacji

typu O mucyny.

Chociaz wiele zaburzen homeostazy aparatu Golgiego wykazywato nieprawidtowg
glikozylacje ApoC-Ill typu mucynowego, za pomoca tego testu mozna byto wykryc tylko

mutacje w genie odpowiedzialnym za GalNAc transferaza 2 (GALNT2).

Jak dotad ztozonos¢ struktur O-glikandw uniemozliwia zaprojektowanie pojedynczego testu

przesiewowego do diagnostyki zaburzen O-glikozylacji
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O-glikany

» sgwazne dla:

- struktury biatka,

- fatdowania,

- stabilnosci,

- rozpoznawania,

- ekspresji i przetwarzania
- aktywnosci enzymow.

» silnie natadowane ujemnie glikany O-mucyny mogg wigza¢ wode, tworzgc warstwy
ochronne i zapobiegajgc adhezji bakterii.

» funkcja O-glikanu moze by¢ specyficzna dla:
- tkanki,

- biatka

- miejsca,

- atakze moze posredniczy¢ w réznych funkcjach catego organizmu
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O-glikomika

* O-glikomika, czyli profilowanie petnego zestawu glikanow wytwarzanych przez

okreslone typy komorek.
e Opracowano metody analizy porownawczej O-glikanow w prébkach ztozonych

* Niestety O-glikomika jak dotad nie przyczynita sie do potwierdzenia

funkcjonalnych zaburzen O-glikozylaciji,
DLACZEGO?

O-glikozylacja jest silnie zalezna od specyficznego miejsca przytgczenia, a O-glikany

nie majqg ogaolnej okreslonej (wspdlnej) sekwencji
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O-glikomika

Badanie zaburzen O-glikanow:

1. doprowadzito do odkrycia nowych
glikozylotransferaz i sciezek
metabolicznych,

2. zapewnito wglad w tkankowo-
specyficzne szlaki glikozylacji,

3. pomaga w odkrywaniu funkcji O-
glikozylacji

4. Pomaga w wyjasnieniu relacji
struktura-funkcja O-glikozylotransferaz

i nukleotydylotransferaz.

O-glycosylation disorders pave the road for
understanding the complex human O-glycosylation
machinery

Walinka van Tol"*, Hans Wessels® and Dirk J Lefeber'*
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Genomics O-Glycomics
O-Glycoproteomics

Discovery of O-glycosylation:

Enzymes Tissue- Function Structure
and specific and function
pathways pathways targets relations

Understanding O-glycosylation mechanisms



Zaburzenia glikozylacji
(CDG —,,Congenital defects of glycosylation”)

O-glikany sg podtaczane bezposrednio do reszty serynowej lub treoninowej

Mucyny — najlepiej poznane glikoproteiny z wigzaniem O-glikozylowym z GalNAc na koncu;
wielkoczgsteczkowe glikoproteiny syntezowane przez komorki nabtonkowe; stanowig jeden z
podstawowych sktadnikow gestych wydzielin znajdujgcych sie w organizmie. Ich rolg jest

m.in. sygnalizacja komdrkowa (czyli komunikacja, ktéra ma na celu regulacje i kontrole

proceséw zachodzgcych w komadrkach organizmu), a takze tworzenie chemicznych barier

Glikozaminoglikany (GAGs) — dtugie, weglowodany nierozgatezione zawierajgce reszty
GalNAc lub GIcNAc potaczone z kwasem glukuronowym (GIcA) lub reszta galaktozowa.

5 typow O-glikozylacji, potgczone O-wigzaniem z GlcNAc, -Gal, -Man, - Glc, — Fuc.
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Zaburzenia O-mannozylacji

* POMT1-CDG(MDDGA1,MDDGB1, MDDGC1) — deficyt O-Mannozylotransferaza | biatkowej
(ER):
Obejmuje trzy formy dystrofii miesSniowej-dystroglikanopatii:

- typ A1 (MDDGA1) ciezka wrodzona postac z anomaliami mdzgu i oka zwana zespotem

Walkera i Warburga;
- B1(MDDGB1) wrodzona postac z niepetnosprawnoscig intelektualng;
- C1 (MDDGC1) tagodniejsza forma, dystrofia miesniowa koriczyny dolnej.

* POMT2-CDG(MDDGA2,MDDGB2, MDDGC(C2) oraz POMGNT1-CDG — deficyt O-
mannozylotransferazy Il biatkowej oraz deficyt B-1,2 GlIcNAc-transferaza | —gtdwny objaw

kliniczny - dystrofie miesniowe

* B3GALNT2-CDG (ER) - deficyt B-1,4 GIcNAc-transferazy Il oraz ISPD-CDG (A. Golgie) — deficyt
syntazy CDP-rybitolu — gtdwne objawy to wrodzona dystrofia miesniowa -dystroglikanopatia

z zaburzeniami funkcji mézgu i oka.
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Zroznicowany fenotyp kliniczny wymaga szerokiego panelu diagnostycznego w
kierunku wrodzonych wad metabolizmu

Podstawowe badania ,przesiewowe” w kierunku wrodzonych wad metabolizmu
- wykluczenie zaburzen metabolizmu aminokwaséw

wykluczenie zaburzen beta-oksydacji kwasow ttuszczowych

wykluczenie zaburzen metabolizmu aminokwasow siarkowych, w tym metylacji

wykluczenie galaktozemii i fruktozemii

wykluczenie cytopatii mitochondrialnej
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Defekty CDG

Defekty CDG-I - charakteryzujg sie niezajetymi miejscami glikozylacji na biatkach, a zatem
brakiem kompletnych N-glikandw,

Defekty CDG-II - wykazujg niedojrzate, skrocone glikany.
Nietypowy/zréznicowany fenotyp kliniczny
Prawidtowe badania przesiewowe w SKK
Podstawowy screening metaboliczny w osoczu, moczu i PMR

Wstepna ocena jakosciowa w kierunku galaktozemii

Podejrzenie CDG

Analiza izoform transferryny w surowicy metoda: IEF, EC, MS/MS
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Materiat

» Sialotransferyny surowica -20 lerennra BTN
» Apolipoproteiny surowica - 20
» Fosfomannomutaza WBC, FB - 20
» Fosfomannoizomeraza WBC, FB - 20
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Analiza izoform transferryny metodg tradycyjng i za pomocg spektrometrii
mas

» Analiza izoform transferryny polegajgca na frakcjonowaniu biatek w zalezno$ci od ich punktu
izoelektrycznego (pl) za pomoca elektroforezy w zelu poliakrylamidowym — pokazuje rozktad poszczegdlnych

frakcji w zaleznosci od ilosci reszt sjalowych w glikanach.

» Analiza izoform z wykorzystaniem spektrometru mas - badanie majgce na celu analize uwolnionych
glikandw z biatek surowicy, tak aby uzyskac bardziej szczegétowy wglad w nieprawidtowg strukture

glikanow.

Spektrometria mas umozliwia ocene struktur glikandw, ukazujgc tym samym unikalne profile glikozylacji

dla okreslonych defektow genetycznych.

Daje to mozliwos¢ witgczenia spektrometrii mas do specjalistycznej diagnostyki laboratoryjnej i

skrocenie czasu okreslenia ostatecznego rozpoznania.
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Diagnostyka CDG |

| krok diagnostyczny:

Nieprawidtowy profil izoform transferyny w zaburzeniach glikozylacji typu I i typu II:
CDG | — charakteryzuje sie wzrostem disialotransferyny i/lub asialotransferyny

CDG Il — charakteryzuje sie wzrostem trisialo, disialo, monosialo i/lub asialotransferyny

Il krok diagnostyczny:

€ Oznaczanie aktywnosci fosfomannomutazy w celu wykluczenia zaburzenia PMM2-CDG
(CDG la), ktore jest najczestszym zaburzeniem N-glikozylacji
€ Oznaczenie aktywnosci izomerazy fosfomannozowej w celu wykluczenia zaburzenia

PMI-CDG (CDGlb), ktéry jako jedyny defekt mozna leczyé mannozg z dobrym efektem
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Wtdrne zaburzenia N-glikozylacji

Najczesciej nieprawidtowy profil izoform transferyny obserwowany jest w
przypadku:

» fruktozemii

» Galaktozemii (nie ma wptywu transfuzja krwi na wynik izoform transferyny )
» naduzywania alkoholu

» bakteryjnej sialidozy

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Diagnostyka zaburzen O-glikozylac;ji

Oznaczenie apolipoproteiny Clll metodg IEF w surowicy APOC3 - biatko zawierajgce

rdzen O-glikanu typu mucyny 1przytgczonej do Thr

Nieprawidtowy profil pokazuje wzrost monosialoAPOC3 z obnizonym disialo APOC3

(APOC3-1) lub wzrost asialoAPOC3 (APOC3-0)

profil APOC3-2, wzrost disialoAPOC3 mozna zaobserwowac u:

pacjentow w pierwszych miesigcach zycia

pacjentow z ciezkg dysfunkcjg watroby

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Potwierdzenie genetyczne zaburzen glikozylacji z nieprawidtowym profilem
typu APOC3

Defekty fgczgce zaburzenia N i O-glikozylacji moga dac nieprawidtowy profil z
APOC3

Ztozone zaburzenia tgczgce N- O-glikozylacje charakteryzujg sie
nieprawidtowym funkcjonowaniem szlaku wydzielniczego, takim jak
nieprawidtowy ruch wsteczny lub nieprawidtowe zakwaszenie.

Objawy ,,cutis laxa” sg wskazaniem do analizy genu ATP6VOA?2

Do 6 miesigca zycia pacjenci mogg miec¢ prawidtowg glikozylacje ale z
nieprawidtowym profilem z APOC3 metodg IEF

Brak rozpoznania jest wskazaniem do poszukiwania defektéow w jednej z

podjednostek COG (zamkniety oligomeryczny kompleks w ap. Golgiego)
poprzez analize mutacji w genach podjednostki COG1-8

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Defekty O-glikozylacji biatek

Podzielone s3 na podstawowy monosacharyd, ktory tgczy glikany z biatkami:

» Zaburzenie syntezy O-xylosyloglikanu EXT1/EXT2-CDG, CHSY1-CDG, B4GALT7-
CDG

» Zaburzenie syntezy O-N-acetylogalaktozaminyloglikanu GALNT3-CDG

» Zaburzenie syntezy O-xylosylo-N-acetylo-galaktozaminyloglikanu SLC35D1-CDG

» Zaburzenie syntezy O-mannosyloglikanu POMT1/POMT2 — CDG, POMGNT1-CDG

» Zaburzenie syntezy O-fukosyloglikanu LFNG-CDG, B3GALT-CDG
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tancuchy oligosacharydowe glikoprotein rozktadane s3 przy udziale hydrolaz
lizosomalnych, tj:

alfa-neuroaminidazy,

beta-galaktozydazy,

* beta-heksozoaminidazy,

e alfaibeta-mannozydazy,

* alfaibeta- Nacetylogalaktozaminidazy,
e alfa-fukozydazy,

e aspartyloglukozaminidazy.
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Genetycznie uwarunkowane niedobory aktywnosci tych enzymow przyczyniajg sie
do uposledzenia rozktadu glikoprotein, co prowadzi do gromadzenia sie w
komorkach czesciowo tylko roztozonych glikoprotein, co przyczynia sie do
powstawania chorob:

e Mannozydozy

* Fukozydozy

e Sjalidozy

e Aspartyloglikozaminurie

Chordb dziedziczonych autosoamlnie recesywnie, zdominujgcymi objawami

neurologicznymi od postaci tagodnej do szybko postepujgcej, pogrubieniem rysow
twarzy i powiekszeniem narzgdow wewnetrznych

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Kiedy pomysleé¢ o CDG?

Analiza izoform transferyny

Prawidtowy

Nietypowy
fenotyp
kliniczny

Kliniczne Biochemiczne
podejrzenie podejrzenie

MGAT2-CDG
PGM1-CDG

Nietypowy
fenotyp
kliniczny

PMM2-CDG
PMI-CDG

Analiza APOC3-IEF Rutypowa
analiza

mutacji

Ztozona
analiza

Aktywnos$¢ Analiza
enzymu mutacji ‘ ’
CDG panel WES/NGS
P / CDG panel WES/NGS
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Glikozylacja - podsumowanie

- Dogtebne scharakteryzowanie na duzg skale doktadnej struktury glikanéw
nienaruszonych glikopeptydéw nadal stanowi duze wyzwanie.

- Istotna jest identyfikacja zréznicowanych O-glikopeptyddéw i interpretacja ztozonej
glikobiologii za pomocg nowych podejs¢ bioinformatycznych.

- Potaczona analiza danych N i O-glikopeptydowych i metadanych pacjentow jest duzym
wyzwaniem w powigzaniu specyficznych dla biatka zmian O-glikozylacji z fizjopatologia

zaburzen O-glikozylacji.

Wszystko to sktada sie na rozwoj glikoproteomiki.
zrozumienie mechanizmow chorobowych zaburzen N i O-glikozylacji przyczyni sie do
naszego zrozumienia mechanizmow, szczegolnie O-glikozylacji, podczas gdy na odwrat,
nowe , mechanistyczne” spostrzezenia sq wysoce uzasadnione do opracowania nowych

strategii terapeutycznych.

@0
E‘d?g,‘,‘esjzsekie EZ?CEPOSPOU'ZB ‘ Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukadja Rozwj _ olska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny




