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Abstrakt

Alfa-dystroglykanopatie jsou autosomalné recesivné dédi¢na onemocnéni patfici zaroven
do skupiny dédi¢nych svalovych dystrofii a dédiénych poruch glykosylace. V soucasné

dobé¢ je znamo 20 gentl, jejichz mutace vedou k tomuto onemocnéni.

Alfa-dystroglykan je membranovy protein, ktery je posttranslatné modifikovan pomoci
oligosacharidovych fetézcti O-glykosidové vazanych pies mannosu. Porucha biosyntézy
téchto oligosacharidovych fetézcl vede k hypoglykosylaci alfa-dystroglykanu, ktery tak
ztraci schopnost vazat se na lamininové G-domény ligandii extracelularniho matrixu. Tato

hypoglykosylace pak vede pfimo k nemocim nazyvanym alfa-dystroglykanopatie.

Nejvaznéjsi formy alfa-dystroglykanopatii se projevuji svalovou dystrofii, o¢ni malformaci
a poskozenim centralni nervové soustavy. Mirnéjsi formy poruchy se mohou projevovat

pouze svalovou dystrofii bez dalsich klinickych piiznakd.

Diagnostika alfa-dystroglykanopatii je obtiznd z divodu nedostatené palety
biochemickych metod, které by usnadnily zacileni vySetfovaciho procesu pred

molekularné-genetickou analyzou.

Cilem predkladané prace bylo podat pichled o alfa-dystroglykanopatiich se zaméfenim
na strukturu, Gpravu a patologii alfa-dystroglykanu. V experimentalni ¢asti této prace bylo
otestovano pouziti imunoelektroforetickych technik k diagnostické rozvaze u dvou
pacienti (P1, P2) s klinickym podezifenim na alfa-dystroglykanopatii. U obou pacientl
v genu LAMA2 dilezitém pro syntézu lamininu a u P1 snejvétsi pravdépodobnosti
nékterym z gent zpiisobujich alfa-dystroglykanopatii, jehoZz identifikace je otdzkou dalSich

analyz.

Klicova slova: Alfa-dystroglykanopatie, alfa-dystroglykan, imunodetekce, diagnostika,

Dé&di¢né poruchy glykosylace



Abstract

Alpha-dystroglycanopathies are inherited autosomal recessive diseases belonging both
tothe group of hereditary muscular dystrophies and the congenital disorders

of glycosylation. Currently there are 20 genes of which are known to lead to this disease.

Alpha-dystroglycan is a membrane protein which is at its mucin domain posttranslationally
modified with oligosaccharide chains O-glycosidically bound via mannose. Defective
biosynthesis of oligosaccharide chains leads to hypoglycosylation of alpha-dystroglycan,
which loses its ability to bind to the laminin G-domain of ligands in extracellular matrix.

This hypoglycosylation leads to the group of diseases called alpha-dystroglycanopathies.

The most severe forms of alpha-dystroglycanopathies manifest with muscular dystrophy,
ocular malformations and defects of central nervous system. Milder forms of this disorder

may manifest only with muscular dystrophy without other clinical symptoms.

Diagnosis of alpha-dystroglycanopathy is difficult due to the lack of standardly available
biochemical methods, which would facilitate the targeting of the investigation process
before molecular genetic analysis.

The aim of the present study was to provide an overview of alpha-dystroglycanopathies
focusing on the structure, alteration and pathology of alpha-dystroglycan.
In the experimental part of this thesis, immunoelectroforetic techniques were
experimentally used to facilitate diagnosis in two patients (P1, P2) with clinical suspicion
of alpha-dystroglycanopathy. Hypoglycosylation of alpha-dystroglycan was confirmed
in both pacients. In P2 the defect was caused by mutations in the gene LAMAZ2 important
for the synthesis of laminin and in P1 most likely by one of the genes causing

alpha-dystroglycanopathy whose identification is a matter for further analysis.

Key words: Alpha-dystroglycanopathy, alpha-dystroglycan,immunodetection, diagnosis,
Congenital disorders of glycosylation
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1 Literarni uvod

1.1 Dédic¢né poruchy glykosylace

1.1.1 Obecny Gvod

Dédi¢né poruchy glykosylace jsou vzacna dédicnd onemocnéni, pro kterd bylo obecné
pfijato oznaeni ,,CDG”, coz je zkratka z anglického nazvu ,,Congenital disorders
of glycosylation” (1). VétSina téchto onemocnéni byla popsana v poslednich dvaceti letech
(1). Tyto nemoci byly puvodné oznaovany jako ,,CDGS” =z anglického
,Carbohydrate-deficient glycoprotein syndromes” (2), ale v roce 1999 byly piejmenovany
na CDG (3), aby nazev zahrnoval vSechny typy glykokonjugatii. CDG zahrnuje poruchy
biosyntézy nukleotidovych sacharidii (tj. donorovych substratil) a jejich transportéra,
glykosyltransferas a glykosidas, defekty proteinii zabezpecujicich homeostazu Golgiho

aparatu a vesikularni transport (1).

Nyngéjsi seznam ¢ita pres 100 znamych dédi¢nych poruch glykosylace (4) a zahrnuje témé&f
vSechny glykosylacni cesty, které ovliviiuji odlisSné molekuldrni procesy od substratové

biosyntézy po proteinovy transport (4). CDG ma incidenci mezi 1:20 000 a 1: 100 000
(5).

CDG ma u vétsiny ptipadt autozomalné recesivni typ dédi¢nosti (6). Diky $iroké distribuci
glykoproteini v organismu maji onemocnéni CDG velice Siroké spektrum klinickych
pfiznakd, jeZ zahrnuji poruchy téméf vSech organi. Typické ptiznaky zahrnuji strukturni
abnormality jako je atrofie mozecku, myopatie (zahrnujici dédi¢né svalové dystrofie),
mrtvice, epileptické zachvaty a rtizné neuropatie. Dale pacient miize mit i problémy

spojené s koagulaci a poskozenim imunitniho systému (7).

Tato onemocnéni mohou byt rozdélena podle kauzalnich genli s rdznym podilem
na glykosylac¢nich reakcich: geny kodujici glykosyltransferasy nebo glykosidasy, geny
zahrnuté do biosyntézy donorovych substratli, geny ovliviyjici translokaci donorovych
substratt, geny regulujici lokalizaci glykosyltransferas a geny ovliviiujici homeostazu

sekre¢nich organel (4).
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Zakladni déleni CDG je standardné¢ odvozeno od struktury a vazby oligosacharidi
na proteiny ¢i lipidy. RozliSujeme poruchy N-vazanych oligosacharidovych fetézcii,
(majici N-glykosidiovou vazbu pies amidovou (-NH,) skupinu asparaginu), O-vazanych
oligosacharidovych Fetézci, (majici O-glykosidovou vazbu ptes hydroxylovou (-OH)
skupinu serinu ¢i threoninu), poruchy glykosylfosfatidylinositolové kotvy, poruchy
glykosfingolipidii a vicenasobné poruchy glykosylace (zobrazeno na obr.¢.1 na str.15).

1.1.2 Poruchy glykosylace N-vazanych glykoproteini

U téchto glykoproteint je oligosacharid navazan na amidovou (-NH;) skupinu asparaginu a
vznika tak N-glykosidova vazba. Tyto poruchy byly rozdéleny do dvou skupin: na CDG
typu-1, které zahrnuji glykosyla¢ni drahy v cytoplasmé a endoplazmatickém retikulu (ER)
tykajici se syntézy N-glykoproteinu, a na CDG typu-ll, tykajici se syntézy
oligosacharidového fetézce a jeho pfenosu na asparagin vznikajiciho proteinu, a na CDG
typu-1I, které zahrnuji modifikaci oligosacharidovych fetézcl jiz navazanych na

glykoproteiny v Golgiho aparatu (GA) (1).

Patii mezi nejcastéji se vyskytujici poruchy glykosylace a je také znamo nejvice mutaci

gend zpusobujicich poruchy N-glykosylace.

Jednim z téchto onemocnéni je porucha v syntéze enzymu fosfomannomutasy 2 (kédované
genem PMM2) oznacované jako PMM2-CDG (8), které je nejfrekventovanéjSim typem
CDG s odhadovanou incidenci 1 : 20 000 (1). Toto onemocnéni je zplisobeno mutacemi
vgenu PMM2 pro fosfomannomutasu 2. Funkci tohoto enzymu je katalyza reakce
mannosa-6-fosfat na mannosa-1-fosfat. Typickymi pfiznaky této poruchy jsou
neurologické symptomy jako psychomotoricka retardace, epilepsie, ataxie, Strabismus,
hypoplasie mozecku, ale také abnormalni distribuce tuku, kardiomyopatie, hypotonie

a koagulopatie (1; 8).
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Dalsim ptikladem je MPI-CDG, kde je porusen enzym mannosafosfatisomerasa
katalyzujici pfeménu fruktosa-6-fosfatu na mannosa-6-fosfat. Projevuje se prijmem,
zvracenim, gastrointestindlnim krvacenim a hepatickou fibrosou (1). Zvlastnosti u této
poruchy je, ze se jako u jedné z mala léCitelnych typta CDG jeji piiznaky daji tlumit

oralnim podavanim mannosy (9).

Pro detekci poruch N-glykoproteinti se vyuziva analyzy glykosylace sérového transferinu

(6).

1.1.3 Poruchy glykosylace O-vazanych glykoproteinu

U téchto glykoproteinii dochézi k vazbé oligosacharidovych fetézcl pies hydroxylovou

skupinu (-OH) serinu nebo threoninu.

Tyto poruchy byly popsany u O-glykosylace s vazbou pies N-acetylgalaktosamin,
N-acetylglukosamin, fukosu, galaktosu, glukosu, xylosu a mannosu (1; 5). Poruchy
O-glykosylace vazbou pfes mannosu vedou Kk alfa-dystroglykanopatiim a jsou vice

probirany v dalSich kapitolach.

Mechanismus O-glykosylace probiha slozit€ji nez u N-glykosylace, a proto zjistovani
O-glykosylacnich poruch bylo dlouho velice obtizné. Jednim z vyznamné zastoupenych
sérovych glykoproteinti obsahujici nejéastéjsi typ O-glykosidové vazby u lidi (vazbu pies
N-acetylgalaktosamin) je apolipoprotein CIIl (Apo CIlI). Proto byla zavedena isoelektricka
fokusace Apo CIIl jako ,screeningova” metoda nékterych poruch zahrnujicich

O-glykosylaci.

1.1.4 Dalsi typy poruch glykosylace

Do této  skupiny patfi napf. porucha  glykosylace  glykosfingolipid
a glykosylfosfatidylinositolové kotvy (5). Dale se pak mohou vyskytovat vicenasobné
poruchy glykosylace (10), jako napfiklad mutace genu B4GALT1 kodujiciho
B-1,4 galaktosyltransferasu 1 (6).

14
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Obr.¢. 1. Struktury glykokonjugati vznikajicich glykosylaci v endoplasmatickém
retikulu a Golgiho aparatu. Sedivd pole zobrazuji béiné se vyskytujici Fazeni
monosacharidii, Zbytek oligosacharidového retézce byva velice variabilni. Pres asparagin
je oligosacharidovy Fretézec navdazan N-vazbou a pres serin a threonin (O-vazbou.

Upraveno podle (7).

1.2 Dystroglykan

1.2.1 Struktura

Dystroglykan (DG) je transmembranovy protein, ktery je nejvice zastoupen ve svalovych
bunikach a je soucasti dystrofin-glykoproteinového komplexu (viz obr.¢. 2 na str. 16)

spojujiciho cytoskelet bunky s extracelularnim matrixem (ECM) (11).

Tento protein byl pivodné objeven v kosternim svalu, ale je soucasti i jinych organii

a tkani jako napf. ledvin, jater, o¢i a epithelii (12; 13; 14).

DG je kodovan genem DAGLl [MIM 128239] (5), ktery je umistén na 21. lidském
chromozomu (15) a jeho sekvence se sklada ze dvou exont rozdélenych dlouhym intronem

(15).
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DG je posttranslacné proteolyticky rozstépen na dvé proteinové podjednotky:
alfa-dystroglykan (a-DG) a beta-dystroglykan (B-DG) (16). Tyto dva proteiny jsou pak

na sebe nekovalentné navazany (17; 16).

Uplna funkce celého dystrofin-glykoproteinového komplexu (DGC) neni zatim zcela
objasnéna, ale je zfejmé, ze pii kontrakci svalu udava strukturni stabilitu sarkolemé

a mutace v jeho komponentech vedou k naruseni svalovych vlaken (18).

V kizi se DG vaze na lamininovou G-doménu liganda extracelularniho matrixu (ECM)
stejné jako je tomu ve svalech, avSak s odlisnou afinitou (19; 20), a ovliviyje tak
epitelialni morfogenezi (21). Velmi dilezitou roli hraje také ve Schwannovych buikach
(22), kde ovliviyje jejich funkci, strukturu, vyvoj centralni nervové soustavy, myelinizaci
a architekturu periferniho nervstva (23). Dalsimi funkcemi jsou napiiklad bunééna adheze

(24) a fotoreceptorova signalizace v oku (zavisla na interakci a-DG s pikachurinem) (25).

Extracelularni matrix laminin

laminin 2

dvstroglvkan

«- dystrobrevin

santropiny
nNOS

cytosol

Obr.¢. 2. Dystrofin-glykoproteinovy komplex ve svalu a jeho ligandy. a-DG na sebe
vaze v extracelularnim prostoru pomoci oligosacharidovych retézcii ligandy s lamininovou
G-doménou (LG) (na obrazku je navdzan na lamininovou G-doménu lamininu, kterd je
zobrazena v pravém rohu obrazku). f-DG prostupuje membrdanou a v cytosolu se vaze
na dystrofin, ktery se ve svalové buiice dale vaze na aktin. Upraveno podle (26).
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1.2.2 Alfa-dystroglykan

a-DG je protein ¢inkovitého tvaru obsahujici dvé globularni domény spojené mucinovou
doménou (27). Jeho umisténi je na vnéjsi strané membrany, jedna se tedy o periferni
membranovy protein, ktery obsahuje tfi N-glykosylaéni mista (26). Tento protein ma
centralni mucinovou doménu bohatou na serinové a threoninové zbytky (27), které mohou
byt dale ve velké mife O-glykosylovany. Tato doména je z jedné strany napojena
na N-terminalni doménu a na opaéné strané se napojuje C-terminalni doména (28),

jez se nekovalentné vaze na N-terminalni doménu B-DG (viz obr.¢. 3 na str.18).

Zakladni molekulova hmotnost a-DG je 72 kDa (16), avSak diky své rozsahlé
posttranslacni glykosylaci je jeho molekulova hmotnost mnohem vyssi a pohybuje se mezi
120 kDa (v mozku) a 156 kDa (v kosternim svalstvu) (29), z ¢ehoz vyplyva, Ze jeho
glykosylace je tkanové specificka (12; 13), tedy Ze stupenn a typ glykosylace na a-DG

se muze li§it mezi riznymi tkanémi.

Jeho hlavni funkci je vytvoreni vazby s nékterymi ligandy extracelularniho matrixu (ECM)
(11) pomoci svych oligosacharidovych zbytkd (viz obr.¢. 2 na str.16). Témito ligandy
mohou byt laminin, agrin, perlecan ve svalech a neurexin a pikachurin v nervovém
systému (30; 31), nebot’ maji lamininovou G-doménu, kterou se mohou navazat na a-DG.
Tato lamininova G-doména totiz zprostfedkovava jejich vysokou afinitu k véapenatym
iontim (32), které jsou nezbytné k navazani této domény ligandi extracelularniho matrixu
na oligosacharidové fetézce a-DG (32). Tato interakce je tedy striktné zavisla

na glykosyla¢nim statusu a-DG.

Snizena glykosylace tohoto glykoproteinu pak vede k niz$i afinité vazby dystroglykanu
naligandy ECM a oznaCuje se jako a-dystroglykanopatie (0-DGP). a-DGP jsou
onemocnéni pattici do skupiny dédiénych svalovych dystrofii a stejné tak 1 dédi¢nych
poruch glykosylace (33). Pacienti ¢asto vykazuji zna¢nou patologii ve svalech, nervech,

srdci, o¢ich a mozku (34).
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1.2.3 Beta-dystroglykan

Beta-dystroglykan (B-DG) je transmembranovy protein, ktery se svoji intracelularni
doménou vaze na dystrofin (25) a extracelularné se vaze na o-DG. Sklada
se z transmembranové domény, N-glykosylacniho mista a C-terminalni cytoplasmatické

Casti bohat¢ na prolin (27; 28).

«-DG 8-DG
- S \

E i |Il|u:§ i i !; ™ PPXY

AMK 29 312 485 653 751-774 895
\ J\_ J\ J
N-doména Mucinova doména + C-doména
Protein ~ 30kDa ~ 40 kDa 41 kDa
Glykosylovany protein 156 kDa 43 kDa

Obr.¢. 3. Struktura dystroglykanu v kosternim svalu. Na obrdzku jsou zobrazeny
podjednotky dystroglykanu o-DG a B-DG. a-DG zde ma zobrazeny signdlni peptid (SP),
N-terminalni doménu s jednim N-glykosylacnim mistem (N). Ddale je u néj zobrazena
mucinova doména (M) s rozsahlou O-glykosylaci (znazornéna cernymi body) a na pravé
strané ma C-termindlni doménu s dvema glykosylacnimi misty. Vpravo je zobrazen [-DG
se svymi doménami a jednim N-glykosylacnim mistem. TM - transmembranova doména,
PPXY - misto pro navdzani dystrofinu. Upraveno podle (26).

1.3 Posttransla¢ni modifikace dystroglykanu

a-DG prochazi posttranslaéni modifikaci v podobé glykosylace, a to konkrétné

N-glykosylaci a hlavné O-glykosylaci.

V soucasnosti jsou znamy na povrchu DG ctyfi N-glykosylacni mista, z ¢ehoz tii jsou

na o-DG a jedno na B-DG (35). Vsechny jsou napojeny pies N-acetylglukosamin. Déle ma
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DG na mucinové doméné zatim deset znamych O-glykosyla¢nich mist, z ¢ehoz dva fetézce
jsou napojeny pies N-acetylgalaktosamin (GalNAc), tfi pfes mannosu a pét je pies hexosu

zatim neuréenou, piedpoklada se vsak, Ze se jedna o mannosu (35).

1.3.1 N-vazana glykosylace alfa-dystroglykanu

Syntéza N-vazaného oligosacharidu probiha v cytoplasmé, ER a GA. V ER se nejprve
na dolichol, ktery ma zde funkci lipidové kotvy, navazi dva N-acetylglukosaminy
(GIcNAC) a na né postupné n€kolik mannos a glukos (viz obr.¢. 4). Takto syntetizovany
oligosacharidovy fetézec je pak pfipojen na vznikajici protein a poté je glykoprotein dal
modifikovan v ER a v GA. Vzniklé¢ oligosacharidové ftetézce vykazuji urcitou

heterogenitu, ktera je dana psobenim riznych enzymu (6).

e Gic | colichol-ee
= GicNAC
® Man

Obr.¢. 4. Glykosylace N-vazanych glykoproteini. Postupna syntéza oligosacharidového
Fetézce, ktery je dale navdazan na protein. Glc-glukosa, GICNAc - N-acetylglukosamin, Man
- mannosa, Gal - galaktosa, Fuc - fukosa, Sia - kyselina sialovd, Dolichol-PP -
dolicholbisfosfat. Upraveno podle (4).
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1.3.2 O-vazana glykosylace alfa-dystroglykanu

a-DG ma na svém povrchu nékolik oligosacharidovych fetézcii vazanych pres mannosu

a N-acetylgalaktosamin, které zprostiedkovavaji jeho vazbu na proteiny ECM (1).

Bylo prokazano, ze vSechny oligosacharidy vazané O-vazbou ptfes mannosu struktury
na a-DG jsou funkéné dilezité pro aktivitu vazani ligandi na a-DG a jsou tedy piimo
zapojeny ve vazani o-DG na lamininovou doménu (36). Jejich struktura je znazornéna

na obr.¢. 5, struktury A a B.

p14 a3 c
> p1-3
<~ DOMGNT1 —» M2
<« POMTlz _, o 0
POMT2 SerfThr Ser/Thr

1 . sialova
mannosa - y X E
‘ ..\ aceqlglul-.osamm‘ Kpielic

galaktosa N-acetylgalaktosamingl fukosa

Obr.¢. 5. O-glykosylacni Fetézce na alfa-dystroglykanu. a-DG je zde zndazornén jako
protein cinkovitéhu tvaru, ktery mad uprostied mucinovou doménu. Na ni jsou ukdzdny
struktury oligosacharidovych retézciu. POMTI,POMT?2- protein O-mannosyltransferasa 1
a 2, POMGNTL1 - protein O-mannosa-f-1,2-N-acetylglukosaminyltransfrasa, Ser/Thr -
serin/threonin, AB - oligosacharidové retézce na o-DG vdzané pres mannosu, C -
oligosacharidovy Tretézec na o-DG navdzany O-vazbou pres N-acetylgalaktosamin.
Upraveno podle (37).

Dale je vSak dilezité zminit, Ze jsSou na o-DG i oligosacharidové fetézce O-vazané pies
vice znamou strukturu N-acetylgalaktosamin (viz obr.¢. 5, C) (36). Nicméné hypotéza, Ze
vazani ligandi ECM je zprostfedkovano piimo i pfes tyto oligosacharidové fetézce, je stale

nepotvrzena (37).

Enzymy protein O-mannosyltransferasa 1 a 2 (kdédované geny POMT1 a POMT?2) ptipojuji
ptimo mannosu (O-glykosydovou vazbou) na a-DG v ER a jsou zodpovédné za pocatek

formace oligosacharidi vazanych ptfes mannosu (38) (viz obr.¢. 6 na str.21). Ko-exprese
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obou POMT1 a POMT2 a vzajemna formace komplexu mezi témito dvéma proteiny jsou
nezbytné pro ,,O-mannosyltransferasovou” aktivitu (39) a oba geny jsou Siroce
exprimovany v lidskych tkanich (40; 41).

Neu5Ac <>

«a2,3 |

Gal .

B14

GlcNAc -
1.2 |

Man O

Ser/Thr Oo

R /0
f LARGE GA

SGK196 o
sialyltrang.ferasao o - =

Fukutin

FKRP FKRP _____— Fukutin
B3GALNT2 1
f POMGNT1
GleNAc [l /
1,2 I
Mano

Ser/T hr

sarkolema

ER

o < POMT1

‘\{_/POMT2 o

Manf /

Ser/Thr

Obr.¢é. 6. Schéma O-glykosylace alfa-dystroglykanu. Lokalizace glykosyltransferas
zapojenych v O-glykosylaci o-DG v bunécnych organelach ER a GA. Na levé strané je
naznacena biosyntéza oligosacharidového Fetézce s potvrzenymi glykosyltransferasami.
Ser/Thr -serin/threonin, Man - mannosa, GIcNAc - N-acetylglukosamin, Gal - galaktosa,
Neu5Ac - kyselina sialova, POMTI,POMT2 - protein O-mannosyltransferasa 1 a 2,
POMGNT1 - protein O-mannosa-f-1,2-N-acetylglukosaminyltransfrasa 1 , FKRP, fukutin
- glykosyltransferasy, LARGE - xylosyltransferasa i glukoronyltransferasa, SGK196 -
protein podobny kinase SgK 196 . Upraveno podle (26).
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POMGNT1 je gen kédujici enzym protein O-manosa-B-1,2-
N-acetylglukosaminyltransfrasu 1, ktera je lokalizovana v GA a katalyzuje pfenos
N-acetylglukosaminu na mannosu O-vazanou na glykoproteinech (42; 43; 44) (viz obr.¢. 6
na str.21). POMGNT1 je Siroce exprimovan v srdci, placenté, plicich, jatrech, ledvinach a

slinivce bfi$ni a nejvice v kosternim svalstvu a mozku (43).

Dalsi kroky biosyntézy oligosacharidového fetézce jsou variabilni a podileji se na nich
enzymy, jejichz mechanismy piasobeni zatim nebyly plné objasnény. Dva mozné

navazujici mechanismy jsou ukazany na obr.¢. 7.

p1,4
sialyl-
POMGNT1 B1.2 B4GALT-Il transferasa
D 1,2 ——
a o

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

| o
Ser/Thr cTDC2 B1,3 B1.3
‘ (POMGNT2) B3GALNT2 SGK196
p1.4 p1.4 B1,4
‘ ‘ ‘ 6_P04-2
(0] o o

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

Obr.¢. 7. Schématické zobrazeni prvmnich kroki biosyntézy oligosacharidového
fetézce vazaného O-vazbou na serin nebo threonin. zelené kolecko - mannosa, modry
ctverecek - N-acetylglukosamin, zluté kolecko - galaktosa, Zluty ctverecek -
N-acetylgalaktosamin, rizovy ctverecek - sialova kyselina, POMGNTI, POMGNT2 -
protein  O-mannosa-f-1,2-N-acetylglukosaminyltransferasa 1 a 2, pS4GALT-1I -
p-1,4-galaktosyltransferasa 2, B3GALNT2 - f-1,3-N-acetylgalaktosaminyltransferasa 2,
SGK196 - protein podobny SGK196 kinase, Ser/Thr - serin/threonin. Upraveno podle (45).

Dalsim dulezitym genem pro spravnou glykosylaci a-DG je gen ISPD pro enzym (z angl.

»lsoprenoid synthase domain-containing”) (46), ktery vykazuje cytidyltransferasovou

aktivitu (47) a dale se mize zapojit do syntézy oligosacharidovych fetézcu.
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Dale se do glykosylace riiznymi zplisoby zapojuji dal$i proteiny (napt. fukutin, FKRP
zangl. fukutin related protein”, LARGE a dalsi), jejichz mutace také vedou
k alfa-dystroglykanopatiim. Jejich mechanismus ptsobeni pii syntéze oligosacharidového

fetézce vSak neni pln¢ znam.

1.4 Alfa-dystroglykanopatie

1.4.1 Alfa-dystroglykanopatie

Alfa-dystroglykanopatie (a-DGP) jsou dédi¢né poruchy glykosylace, které jsou zptsobeny
narusenou posttranslac¢ni upravou alfa-dystroglykanu (5). Tato onemocnéni patii paralelné
do skupiny dédi¢nych poruch glykosylace (CDG) a do skupiny dédi¢nych svalovych
dystrofii (CMD, z angl. ,,Congenital muscular dystrophies”), coz jsou autosomalné
recesivné dédi¢na onemocnéni s variabilnimi stupni klinické zavaznosti (33). Jsou velice

Casto také spojeny s defekty v centralnim nervovém systému a poruchami zraku (37).

Alfa-dystroglykanopatie se daji rozdélit na primarni, sekundarni a terciarni. Primarni
a-DGP jsou zplsobeny defektem v genu DAG1 kédujicim samotny dystroglykan (48).
Do sekundarni a nejpocetnéjsi skupiny patii poruchy v glykosylacnich enzymech (49)
(enzymech zajistujicich glykosylaci) a terciarni skupina zahrnuje defekty v syntéze
sacharidovych donorti, které se ucéastni postranslacni O-glykosylace oligosacharidovych

fetézcl vazajicich se pfes mannosu na o-DG (47).

Mezi sekundarni a-DGP patfi onemocnéni zpisobend mutaci v genu pro protein
O-mannosyltransferasu 1 a 2 (kédované geny POMT1 a POMT2), které jsou dulezité
pro prvni krok v glykosylaci a-DG, tedy navazani mannosy na a-DG (50). Mutace v téchto
oligosacharidového fetézce na alfa-dystroglykan je uskuteénén pomoci enzymi protein
O-mannosa-B-1,2-N-acetylglukosaminyltransferasou 1 nebo protein
O-mannosa-p-1,4-N-acetylglukosaminyltransferasou 2 kédovanych geny POMGNT1
a POMGNT2. Tyto enzymy napojuji N-acetylglukosaminovy zbytek na mannosu B-1,2
a B-1,4 vazbou (43)
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Dodnes bylo popsano 20 genu zobrazenych v tab.C.1, jejichz mutace mohou zpusobit

a-DGP (33).

Tabulka &.1. Piehled geni, jejichZ mutace zpisobuji alfa-dystroglykanopatie. Ziuté je
znazornén gen zpusobujici primarni a-DGP, oranzove geny zpusobujici sekunddarni
a-DGP, zelene gen zpiisobujici tercidrni a-DGP a bile jsou geny zpiisobujici a-DGP zatim
nezarazené do zadné skupiny.

GEN Funkce kodovaného proteinu
POMT1 protein O-mannosyltransferasa 1
POMT?2 protein O-mannosyltransferasa 2

POMGNT1 protein O-mannosa-B-1,2-N-acetylglukosaminyltransferasa 1
POMGNT2 protein O-mannosa-B-1,4-N-acetylglukosaminyltransferasa 2

FKTN glykosyltransferasa*

FKRP glykosyltransferasa*

LARGE xylosyltransferasa, glukoronyltransferasa

DPM2 dolicholfosfatmannosyltransferasa 2

DPM3 dolicholfosfatmannosyltransferasa 3

DOLK dolichol kinasa

ISPD isoprenoidsynthasa
GTDC2 glykosyltransferasa

B3GALNT2 -1,3-N-acetylgalaktosaminyltransferasa 2
TMEM5 glykosyltransferasa*
B3GNT1 B-1,3-glukuronyltransferasa 1
GMPPB GDP-mannosapyrofosforylasa B
SGK196 protein podobny kinase SgK196

DAG1 dystroglykan
MPDU1 dolicholmannosafosfatsynthasa

POMK protein O-mannosakinasa

*prredpoklada se, nebylo overeno

Dolicholkinasa (kédovana genem DOLK) je zodpovédna za fosforylaci dolicholu a mutace
v jejim genu vedou k zavaznym CDG (51). Dolicholfosfatmannosyltransferasovy komplex

(DPMK) je zodpovédny za syntézu dolicholfosfatu a je slozen z DPMI1 (katalyticka
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podjednotka), DPM2 (stabiliza¢ni podjednotka) a DPM3 (ER-cilova podjednotka) (52; 53,;
54).

GMPPB je gen pro enzym GDP-mannosapyrofosforylasa B, jez je cytoplasmaticky protein

katalyzujici pfeménu mannosa-1-fosfatu a GTP na GDP-mannosu (55).

Jelikoz cely glykosylacni mechanismus a-DG zatim nebyl plné popséan, neni piekvapive,
7ze velka cast proteini kodovanych geny, jejichz mutace vedou k a-DGP, ma funkce

a mechanismy pusobeni zatim neznamé (26).

Je vsak dulezité zduraznit, ze pfedchozi studie na kosternim svalstvu neprokazaly korelaci

mezi mirou glykosylace a zavaznosti klinickych piiznaki (56).

1.4.2 Diagnostika alfa-dystroglykanopatii

Urceni diagnozy je slozité a diagnostika je zalozena vzdy na kombinaci podrobného popisu

klinickych ptiznaki, biochemickych nélez a molekulédrné genetickych analyz.

Klinické ptiznaky a-DGP jsou velice rozmanité, jelikoz mohou postihovat téméf vétsinu
organti. Nejvice se vSak projevuji poruchou svalti a mozkovou a o¢ni malformaci. Pfiznaky
se u riznych druht mutaci mohou prolinat, a proto neni mozné urcit podle nich pfesny typ

o-DGP.

Nejvaznéjsi formy o-DGP se projevuji svalovou dystrofii a vaZznou mozkovou a o¢ni
malformaci ~ (57)  sporuchami  zahrnujicimi ~ Walkerav-Warburgiv ~ syndrom
(zangl. ,Walker-Warburg syndrome”, WWS), ,Muscle-Eye-Brain” syndrom
(zangl. ,,Muscle-Eye-Brain syndrome”, MEB) a Fukuyamovu kongenitalni svalovou
dystrofii (z angl. ,,Fukuyama Congenital muscular dystrophy”, FCMD) (33). Leh¢i formy
zahrnuji Pletencové svalové dystrofie (z angl. ,,Limb-girdle muscle dystrophy”, LGMD),

u kterych se mohou a nemusi vyskytovat intelektualni poruchy (57).

Mutace v nékterych genech byly spojeny s fenotypem rlizné zavaznosti nazyvanym
svalova  dystrofie-dystroglykanopatie (MDDG z angl. ,muscle dystrophy-

dystroglycanopathy™) (58), coz vedlo k nové nomenklatufe zalozené na klinické zavaznosti

Mrve
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V nasledujicim potadi: POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP a LARGE (58).
Naptiklad WWS zpiisobeny mutaci v genu POMTL1 je zapsan jako MDDGAT1 (58).

MEB onemocnéni (nejcastéji MDDGA3) se projevuje uz od narozeni jako svalova slabost,
postizeni intelektu, poruchy zraku (jako je dédi¢na kratkozrakost, zeleny zakal) a dale
malformace centralni nervové soustavy. Tat0 nemoc se projevuje pomalu a vétSina

pacientd se dozije dospélosti (58).

WWS odkazuje na skupinu a-DGP Klinicky charakterizovanych abnormalni mozkovou
aocni strukturou soucasné se zavaznou svalovou dystrofii (59; 60). WWS je
WWS zpiisoben mutacemi v rozdilnych genech. Geny POMT1 a POMT2 jsou zodpovédné
za 50 % piipada WWS (59; 60), avsak mutace v dalSich genech, jako napt. POMGNT1
a TMEMS5, tuto nemoc taktéz zpusobuji (59; 60) . WWS (vétsinou MDDGA1, MDDGAZ2)

ma tézké projevy a pacienti vétSinou této nemoci podlehnou do véku 3 let (61).

FCMD (vétsinou MDDGA4) se piekryvaji fenotypové s MEB syndromem. Pacienti maji
svalovou slabost, hypotonii, intelektualni deficit a ncktefi 1 zachvaty. Jsou znamé také

slabsi formy jako napt. MDDGB4 (58).

U pacientd, ktefi maji postizeny stejny gen, se vSak miZze objevit vyznamné odlisny
klinicky obraz. Naptiklad mutace v genu POMT1 muze zptsobit WWS, MEB, FCMD
nebo LGMD (56), tedy téméi celé fenotypové spektrum, coz vede k faktu, ze je velice

teézké jasné definovat genotyp-fenotypovou korelaci.

1.5 Laboratorni metody diagnostiky dédi¢nych poruch
glykosylace

Diagnostika u pacientt trpicich CDG je velice slozita, nebot’ dodnes neexistuje univerzalni
»screeningova“ metoda, kterd by dokazala zachytit vS§echny typy CDG. V soucasné dob¢ je

detekce CDG zaloZena na vice metodach, které postupné zuzuji vybér typt poruch.
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Nejcastéji se vychazi ze dvou analyz (detekujicich hypoglykosylaci proteind), které
umoznuji zachytit kolem poloviny typa téchto poruch. Jedna se o isoelektrickou fokusaci
transferinu v séru (6), ktera detekuje poruchy v N-glykosylaci. Dalsi metodou je
isoelektricka fokusace apolipoproteinu CIlIlI (62), ktera detekuje poruchy zahrnujici

O-glykosylaci pres GalNAc.

Avsak jak jiz bylo zminéno, nedaji se timto zpiisobem zachytit vSechny typy CDG, a proto
bylo zavedeno né€kolik dalSich analyz a jiné se teprve hledaji. Kromé detekce
hypoglykosylovanych proteinti se vyuzivaji napf. metody méfeni enzymové aktivity
a analyzy struktury oligosacharidovych fetézcti vazanych na lipidy nebo proteiny pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie nebo hmotnostni spektrometrie.

1.5.1 Laboratorni metody diagnostiky alfa-dystroglykanopatii

a-DGP patii k tém typim CDG, které vétSinou neni mozné detekovat analyzou sérového
transferinu nebo Apo CIII (vyjimkou jsou napi. deficity podjednotek komplexu DPMK,

které se daji detekovat analyzou sérového transferinu).

Mira glykosylace a-DG je v soucasnosti hodnocena schopnosti vazby protilatky ITH6 proti
specifickému epitopu oligosacharidového fetézce a-DG zapojeného ve vazbé o-DG
na lamininovou G-doménu (33). Imunohistochemie a metoda ,,Western Blot” jsou dvé

nejvice pouzivané metody pro detekci miry glykosylace a-DG ve svalu (33).

Novou alternativni metodou je prutokova cytometrie, pomoci které je mozné kvantitativné
urcit sniZzenou miru glykosylace. Citlivost této metody nam umoznuje detekci nepatrné
redukce mnozstvi ITH6-reaktivnich oligosacharidovych fetézcti ve fibroblastech pacientt

s alfa-dystroglykanopatii (33).

Mira glykosylace o-DG ve fibroblastech pacientt je porovnatelna se stavem v kosternim
svalstvu pacienta i ptres organove specifické odlisnosti glykosylace (14). Tim tato metoda
muze doplnit existujici imunohistochemické testy v kosternim svalstvu jako kvantitativni
a jednoducha metoda a mtze byt taktéz uzita v piipadé nedostupnosti svalové biopsie (33),

kdy je odbér svalové tkané pacientiim trpicim svalovou dystrofii velmi zatéZujici.

Jako dal$i moznd metoda detekce a rovnéz za Gcelem definitivniho potvrzeni diagnozy jsou
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provadény molekularné-genetické analyzy. V piipadé, Ze na zaklad€ klinického obrazu
a laboratornich testii je vysloveno podezieni na specificky typ a-DGP, je pfislusny gen
piimo sekvenovan (Sangerovo sekvenovani). Kdyz takovéto zacileni neni mozné, mize se
pouzit tzv. sekvenace nové generace (NGS) ( z angl. "next generation sequencing") (63),
coz jsou techniky, které umoziuji hledat mutace v celych genomech, exomech nebo ve
vybraném panelu gend. Jejich vyhodou oproti béznym molekuldrné-genetickym metodam

je pokryti celého spektra gend.
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2 Cil bakalarské prace

Alfa-dystroglykanopatie jsou vzacna dédi¢na onemocnéni zptisobena poruchou biosyntézy

oligosacharidovych fetézcti O-vazanych pies mannosu na alfa-dystroglykan.
Cilem této prace bylo:
V teoretické Casti:

e popsat strukturu, funkci a vyskyt alfa-dystroglykanu
o charakterizovat posttranslacni modifikaci alfa-dystroglykanu

e shrnout soucasny stav a moznosti diagnostiky alfa-dystroglykanopatii
V praktické casti:

e Vpilotnim experimentu otestovat moznost pouziti metody ,,Western Blot”

pro ucely diagnostiky alfa-dystroglykanopatii
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3 Material a metody

3.1

Material

3.1.1 Biologicky material

Biologickym materialem byly vzorky homogenati z kosterniho svalu od dvou pacient
s podezienim na CDG syndrom. Jako kontrolni vzorek slouzil svalovy homogenat od dvou
pacientd, u kterych nebyla prokazana dédi¢na porucha metabolismu. Vsechny vzorky byly
ziskany po informovaném souhlasu pro diagnostick¢é ucely z indikace v ramci
vySetfovaciho programu pfi podezieni na dédicnou poruchu metabolismu. 5% homogenat

byl pfipraven pracovniky laboratofe homogenizaci tkan¢ v KTEA pufru pomoci

ultrathoraxu a homogenizatoru teflon/sklo a byl skladovan pii -80 °C do doby pouziti.

Piehled vzorki:

C1:

C2:

P1:

P2:

Negativni kontrola (vek: 13 let, pohlavi Zensk¢)

Negativni kontrola (vék: 1 rok, pohlavi muzské)

Jedenactilety chlapec s myopatii a hypercholesterolémii s psychomotorickym

vyvojem v norm¢. Pfedchozi vySetfeni vyloucilo Duchennovu svalovou dystrofii.

Divka ve véku 9 mésict s hypotonii a myopatii, S vysokou hladinou kreatin kinasy,

S normalnim psychomotorickym vyvojem a socialni interakci.

3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Chemikalie

akrylamid

bromfenolova modf

deoxycholat sodny

destilovana voda

EDTA: ethylendiamintetraoctova kyselina
Folinovo reagens

glycerol
glycin
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Goro
Sigma-Aldrich
Penta
Penta
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(USA)
(USA)
(CR)
(USA)
(CR)
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HCI 35% Penta (CR)
isopropylalkohol Penta (CR)
methanol Penta (CR)
N’,N’-methylen-bis-akrylamid Sigma-Aldrich (USA)
NaCl (chlorid sodny) Penta (CR)
peroxosiran amonny Sigma-Aldrich (USA)
PIC ,,protease inhibitor coctail” Sigma-Aldrich (USA)
PMSF: florid fenylmethylsulfonylu Sigma-Aldrich (USA)
SDS: dodecyl sulfat sodny Sigma-Aldrich (USA)
vyvolavaci roztok Thermo Scientific ~ (USA)
Super signal west femto maximum sensitivity

suSené odtu¢néné mléko Laktino Promil (CR)
TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin Serva (DE)
tricin Sigma-Aldrich (USA)
Tris: tris(hydroxymethyl)aminomethan Sigma-Aldrich (USA)
Triton X-100 Sigma-Aldrich (USA)
Tween20 Sigma-Aldrich (USA)
[-merkaptoethanol Sigma-Aldrich (USA)

3.1.2.2 Roztoky a pufry:

30,8% Akrylamid: (30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) bisakrylamid)

3XGB pH 8,45 (z angl. ""gel buffer'): (3 M Tris-HCI pH 8,45, 0,3 % (w/v) SDS)
Katodovy pufr pH 8,25: (100 mM Tris-HCI, 100mM tricin, 0,1 % (w/v) SDS)
Anodovy pufr pH 8,9: (100 mM Tris-HCI)

T pufr (z angl. ""transfer buffer'): (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 10 % (v/v)
methanol, 0,02% (w/v) SDS)

RIPA pufr: pH 7,4, (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 % (v/v) Triton X.-100, 1 % (w/v)
deoxycholat sodny, 0,1 % (w/v) SDS, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF)
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RIPAPP pufr: (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 % (v/v) Triton X.-100, 1 % (w/v)
deoxycholat sodny, 0,1 % (w/v) SDS, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 % PIC (v/v), 25 uM
PUGNAC)

1XTBS pufr (z angl. ,.tris-buffered saline”): (20 mM Tris, 130 mM NacCl, (pH 7,5))

IXTBS-T pufr (z angl. ,.,tris-buffered saline, 0,1% Tween 20”): (20 mM Tris,
130 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween20, (pH 7,5))

4xSB pufr-vzorkovy pufr (z angl. "'sample buffer'): ( 50 mM Tris-HCI (pH 6,8),
12 %(v/v) glycerol, 4 % (w/v) SDS, 0,01 % (w/v) Bromfenolova mod#, 2 % (v/v)

-merkaptoethanol)

Roztok MIX :
roztok A: (0.1 M NaOH, 2 % (w/v) Na,CO3)
roztok B: (0.5 % (w/v) CuSO4x 1 H,0)

roztok C: (1 % (w/v) vinan sodno-draselny)

3.1.2.3 Protilatky a markery:
Anti-a-dystroglycan monoklonalni primarni protilatka IIH6C4 (mysi, IgM 1:1000, v 2%
Laktino v TBST), produkt. ¢. #05-393, Merck

Anti-beta-dystroglycan primarni protilatka (krali¢i, 1IgG 1:300 v 2% Laktino v TBST),
produkt.¢.ab43125, Abcam

Anti-Rabbit 1gG sekundarni protilatka, ,,peroxidase conjugate”, (1:5000 v 2% Laktino
v TBST), produkt.¢. A0545, Sigma-Aldrich

Anti-Mouse IgM sekundarni protilatka, ,,peroxidase conjugate” (1:10000 v 2% Laktino
v TBST), produkt.¢.A8786, Sigma

marker molekulové hmotnosti protein standard, ,,.See Blue Plus2 prestained standard”,
produkt. ¢. LC5925, Novex
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3.1.3 Pristroje a pomiicky

aparatura na gelovou elektroforézu BioRad, PROTEAN 3 CELL

automatické pipety

aparatura pro pienos proteinil
na PVDF membréanu
centrifugy

elektroforetické zdroje

chladici a mrazici boxy
PVDF membrana, millipore,
»polyvinylidene difluorid”
spektrofotometr UV-2401PC,
G:BOX

Imaging System

Thermo Electron, Eppendorf, Gilson
TE77X Semidry blotter, Hoefer

MINI Centrifuge, Thermo Scientific Heraeus
BioRad PowerPac Basic,

BioRad PowerPac 1000

Liebherr, Zanussi, Sanyo

Immobilon

Schimadzu
SYNGENE

termostat AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet
tiepacka Polymax 1040, Heidolrph
vahy Kern
vortex Velp Scientifica
3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorku

Vzorky homogenati C1, C2, P1 a P2, které¢ byly skladovany pfi teploté -80°C, byly
preneseny na led. Dale byl pfipraven pufr RIPAPP (400 ul RIPA, 4 ul PIC, 1 ul PUGNAC),
ktery byl pfidan Kk mirné rozmrazenym homogenatim v poméru 1:1 (50 pul homog. + 50 pl
RIPAPP) a poté ponechan 20 minut na ledé¢ s obfasnym michanim na vortexu. Tento

roztok homogenatu s pufrem byl centrifugovan (50 000 g, centrifuga Thermo Scientific,
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Heraeus, pii 4°C, 20 minut). Ze vzniklého lyzatu (dale skladovaného pii -80 °C) bylo
odebrano 15 pl a 2x zfedéno destilovanou vodou (pfidanim 15 pl detilované vody),

a takto prediedény lyzat byl pouzit pro stanoveni koncentrace proteind.

3.2.2 Stanoveni proteinii Lowryho metodou (64)

Pro ziskani kalibra¢ni fady byla ve dvou sadach do mikrozkumavek napipetovana
destilovana voda a poté hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci zasobniho roztoku
0,2 mg.ml™ podle tab.&. 2. M&feni pro ziskani kalibracni fady bylo provedeno ve dvou

sadach.

Tab.¢. 2. Rozpis pipetovani pro pripravu kalibraé¢ni iady.

ckumavka &.| HoO(ul) BSAo konc?ntraci hmotnost proteinii v
0.2 mg.ml™ (ul) roztoku (ug)
1 200,0 0,0 0.0
2 175,0 25,0 5.0
3 150,0 50,0 10,0
4 125,0 75,0 15,0
5 100,0 100,0 20,0
6 75,0 120,0 25.0

Smichanim roztokd B (0.5 % (w/v) CuSO4 . 1 H,0) a C (1 % (w/v) vinan sodno-draselny)
a poté pridanim roztoku A (0.1 M NaOH, 2 % (w/v) Na;COs) (v poméru A:B:C = 48:1:1)
byl pfipraven roztok MIX, ktery byl pfidan do vSech vzork po 1 ml. Vzorky byly poté
zamichany na vortexu a 15 minut ponechany stat pii laboratorni teploté. Poté k nim bylo
ptidano 0,1 ml cCerstvé natedéného Folinova reagens s destilovanou vodou (pomér 1:1)
aroztok byl okamzit¢ promichan a poté ponechan 30 minut stat pfi laboratorni teplote.
Nasledn¢ byly zméfeny absorbance standardnich roztokli a roztokd vzorki

na spektrofotometru Schimadzu pii vinové délce 700 nm.
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3.2.3 Priprava gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Do vychlazené¢ kéadinky na ledu byl pfipraven 8% separacni gel (ktery byl mezi
jednotlivymi piidavky promichavan) podle tab.¢. 3 a nasledné pomoci pipety aplikovan
mezi skla na elektroforézu. Poté byl gel pievrstven destilovanou vodou a ponechan hodinu

polymerovat.

Tab.¢. 3. SloZeni 8% separacniho gelu

slozka objem

destilovana H,0O 4,30 ml

3x GB pufr 3,33 ml

30% akrylamid + 0,8 % bisakrylamid 2,28 ml
10% peroxosiran amonny 100 pl
TEMED 10 pl

Na ledu byl pfipraven 4% zaostfovaci gel (taktéz promichavan mezi jednotlivymi
piidavky) v pofadi podle tab.¢. 4, ktery byl napipetovan na separacni gel, ze kterého byla
odstranéna prevrstvena destilovand voda. Do zaostfovaciho gelu byl opatrné vloZen

hiebinek na vytvorfeni 10 jamek.

Tab.¢. 4. SloZeni 4% zaostiovaciho gelu

sloZka objem

destilovana H,O 5,27 mi

3x GB pufr 3,33 ml

30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid 1,3 ml
10% peroxosiran amonny 120 pl
TEMED 12 ul
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Poté byla sestavena aparatura na SDS-PAGE elektroforézu. Mezi skla byl nalit katodovy
pufr, hiebinek byl odstranén a jamky v gelu opatrné¢ promyty katodovym pufrem

sttikackou s jehlou.

3.2.4 Priprava vzorki pro SDS-PAGE elektroforézu

Do mikrozkumavek bylo pipetovano takové mnozstvi lyzati a doplnéno RIPAPP a 4xSB

pufrem, aby jejich vysledna koncentrace byla 1 pg.ul™ viz. tab.g. 5.

Tab.¢. 5. Priprava vzorki pro SDS-PAGE elektroforézu

vzorky | Lyzat(ul) | 4xSBul) | RIPAPP(ul)
Cl 53,2 20 6,8
C2 28,4 20 31,6
Pl 34,8 20 25,2
P2 53,2 20 6,8

Tyto lyzaty s pufry byly inkubovany v termostatu pii 37°C na 30 minut a nasledné bylo
polovi¢ni mnozstvi z téchto vzorkii 2x nafedéno pomoci 1XSB (pfipravené¢ho fedénim
zasobniho 4xSB pomoci RIPAPP), ¢imz byly ziskany od kazdého pacienta a kontrolnich
vzorki vzorky o proteinové koncentraci 1 pg.ul™ a 0,5 pgul™. Tyto vzorky byly
aplikovany na gel do jamek v objemu po 20 pl.

3.2.5 Aplikace vzorku na gel

Do jamek gelu byly napipetovany vzorky, standard molekulové hmotnosti a 1xSB pufr
podle tab.¢. 6.

Tab.¢. 6. Rozmisténi vzorki v jamkach gelu

draha 1 |2 3 14 |5 6 7 |8 9 10
vzorek MA |M20|B20|Vv20|D20|M10|B10|V10|D10|SB
mnoZstvi prot.(ug) 20 |20 | 20 | 20 | 10 | 10 | 10 | 10

aplikovany objem(ul) | 10 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 10
MA - standard molekulové hmotnosti,,, marker”, SB - 1x SB pufr
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Pii experimentu byl pouzit standard molekulové hmotnosti ,, See Blue Plus2 prestained
standard” (Novex) (viz obr.¢. 7), diky kterému bylo mozné vizualné¢ urcit piibliznou pozici

zkoumanych proteini (a-DG a B-DG) v gelu podle jejich zndmé molekulové hmotnosti
(156 kDa a 41-43 kDa).

See Blue Plus2 pre-
stained standard

|

SeeBlue®
Plus2

Obr.¢. 8. Marker molekulové hmtonosti ,,See Blue Plus2 prestained standard”. Profil

barevne znacenych proteinit obsazenych ve smési. Nalevo jsou uvedeny velikosti danych

proteinii v kDa.

3.2.6 SDS-PAGE elektroforéza

Do aparatury na elektroforézu byl nalit anodovy pufr a do vnitiniho prostoru mezi skla byl
dolit katodovy pufr po povrch skel. Aparatura byla zaviena vikem a zapojena do zdroje
napéti. Elektroforéza probihala 30 minut pii 40 V a po zaostfeni vzorkll bylo nastaveno

napéti na 90 V po dobu 90 minut. Poté byl gel vyjmut z aparatury, zaostfovaci gel byl

odstranén a separaéni opatrné odebran ze skel.
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3.2.7 Pienos proteini na PYDF membranu

Po vyjmuti byl gel ihned pienesen do T pufru (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin,
10 % (w/v) methanol, 0,02 % (w/v) SDS) na 30-45 minut na 3D tiepacku (v plastové
krabi¢ce) a protiepan. Gel byl zméfen a ve stejné velikosti bylo nastiihano 6 filtra¢nich

papirt a jedna PVDF membrana.

PVDF membréana byla aktivovana ve 100% methanolu na 15 s, nésledné¢ inkubovéana

5 minut v destilované vod¢ a poté ekvilibrovana 10-15 minut v T pufru.

Na anodu pienosové aparatury Semidry blotter byly naneseny 3x filtra¢ni papiry nasaklé
T pufrem, na né byla polozena PVDF membrana, na ni gel a opét 3x filtra¢ni papiry
nasaklé T pufrem (tj. byl poskladan tzv. ,,sendvic®). VSe bylo jesté pievrstveno T pufrem
a lehce uvaleno (aby se uvolnily vzduchové bubliny). Aparatura byla uzaviena, pfipojena
ke zdroji napéti a spusténa na 75 minut pii konstantnim proudu o hodnoté (0,65x obsah

plochy membrany) mA.

Po rozebrani tohoto ,,sendvi¢e” byla membrana ponechana schnout pies noc.

3.2.8 Imunodetekce

Ususena PVDF membrana s proteiny byla oplachnuta na 15 s v methanolu, rozstfihnuta
v mist¢ okolo 78 kDa (podle standardu molekulové hmotnosti), pienesena pinzetou
do krabicky s nalitou destilovanou vodou a ponechana 5 minut inkubovat na tfepacce.
Poté byla inkubovana v TBS (20 mM Tris, 130 mM NaCl, (pH 7,5))10 minut a poté

1 hodinu v ¢erstvé ptipraveném blokovacim roztoku (5 % Laktino v TBS).

Na horni ¢ast membrany byla pfidana (po odstranéni blokovaciho roztoku) primarni
protilatka 1IH6C4 ( mysi, IgM 1:1000, v 2 % Laktino v TBST) a ponechana 2 hodiny

inkubovat.

Na dolni ¢ast membrany byla pfidana primarni protilatka proti beta-dystroglykanu (krali¢i,
IgG 1:300 v 2 % Laktino v TBST) a inkubovana 2 hodiny.

Po odstranéni roztoku s primarni protilatkou byly obé casti membrany oplachovany
v TBST (5, 10, 15 minut).
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Nasledné na horni ¢ast membrany byla piidana sekundarni protilatka (mysi IgM, 1:10000
Vv 2% mléku v TBST) a na dolni ¢ast sekundarni protilatka (kralici IgG, 1:5000 v 2%
mléku v TBST) a ponechana inkubovat 1 hodinu. Nakonec byly ob¢& ¢asti membrany
oplachovany v TBST (5, 10, 15 minut) av TBS (2, 10 minut).

3.2.9 Detekce signalu a dokumentace

Detekce signalu byla provedena na pristroji G:BOX Imaging System (SYNGENE)
Vv pocitacovém programu GENESYS. Membrana byla vlozena do silné folie a pipetou
rovnom&rné pievrstvena vyvolavacim roztokem (pfipraven podle navodu smichanim
komeréné ziskanymi Roztoky 1 a 2 West Femto v poméru 1:1), piikryta folii (ptebyte¢ny
vyvolavaci roztok vytlaéen) a vloZzena do komory pfistroje G:BOX Imaging System
(SYNGENE). Systém automaticky nastavil vhodny expozi¢ni Cas a pomoci kamery
Vv pfistroji byl detekovan vznikly chemiluminiscencni signal. Kvantifikace signalu byla

provedena pomoci programu Quantity One (BioRad).
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni koncentrace proteini

Pomoci spektrofotometrického métfeni provadéného pii vinové délce 700 nm byla urcena
koncentrace proteint v lyzatech vzorkl. K jejimu stanoveni byla pouzita kalibra¢ni piimka
vytvofend ze znamych koncentraci vzorki BSA a jejich zmétfenych absorbanci
zobrazenych v tab.¢. 7. Kalibra¢ni pfimka spolu s jeji rovnici je zobrazena v grafu

na obr.¢. 9 na str. 41.

Tab.¢. 7. Hodnoty absorbance standardu BSA o ruzné koncentraci pro ucely

sestaveni kalibra¢ni primky.

Hmotnost
vzorek A7oo IzgosteAi;’ \l/'
roztoku (ug)

1 0,000 0,00

2 0,084 5,00

3 0,083 5,00

4 0,158 10,00
5 0,159 10,00
6 0,230 15,00
7 0,232 15,00
8 0,309 20,00
9 0,305 20,00
10 0,379 25,00
11 0,381 25,00

prvai vzorek zobrazuje absorbanci slepého vzorku (destilované vody), Azo - hodnoty
absorbance pri vinové délce 700 nm,
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Kalibrac¢ni primka standardu BSA

0,450
0,400

/
0,350
0,300 /
0,250
0,200 A
0,150 o
0,100
0,050 4
0,000 /

0 5 10 15 20 25 30

absorbance p¥i 700 nm

hmotnost proteinu (pg)

rovnice piimky: y = 0,015x + 0,0062

Obr.¢. 9. Kalibraéni primka standardu BSA. Zavislost absorbance mérené pri 700 nm
na koncentraci BSA. V pravém dolnim rohu je zobrazena rovnice kalibracni primky.

Tab.¢. 8. Absorbance lyzatu pii vinové délce 700 nm a jejich vypocitané koncentrace.

hmotnost Primérna
vzorek | Vauyzam(ml) Az00 . hmotnost
proteinii(ug) proteinii(uQ)
5 0,067 1,6
C1 7 0,086 15 1,5
10 0,114 1,4
5 0,115 2,9
C2 7 0,153 2,8 2,8
10 0,216 2,8
5 0,094 2,3
P1 7 0,129 2,3 2,3
10 0,172 2,2
5 0,067 1,6
P2 7 0,091 1,6 1,5
10 0,121 1,5

Voxiyzin - 0bjem  2x  ziedéného lyzatu v méreném vzorku, Ao -hodnoty absorbance
pri vinové délce 700 nm,
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Pomoci programu piepojeného se spektrofotometrem (UVPC Personal Spectroscopy
Software Version 3.9, Schimadzu Scientific Instruments, Inc.) byla po zméteni absorbanci
standardu se znamym mnozstvim proteind vytvofena kalibracni pifimka, kterd byla
nasledné pouzita ke zjisténi celkového mnozstvi proteinl ve vzorcich vypoctem na zékladé
nameétfené absorbance. Z hodnot ziskanych ve tfech sadach byly vypocteny praméry a byla

tak ziskana vysledna koncentrace proteini v lyzatech vzorkl pted fedénim, viz tab. €. 8.

Podle vyslednych koncentraci proteinti v lyzatech byly pripraveny vzorky pro nanaseni
na gel smichanim lyzatu, pufru RIPAPP a 4xSB tak, aby v nich byla koncentrace proteint
1 pg.ul™ (20 pg v 20 ul) a 0.5 pg.pul™ (10 pg v 20 pl). (viz Kapitola 3.2.4.).

4.2 Imunodetekce proteinii a kvantifikace signalu

Pomoci pfistroje G:BOX Imaging System (SYNGENE) byl zdokumentovan signal
znacenych proteinli na membrané. Ziskané fotografie signdll (nasledn€ invertované

v programu AdobePhotoshop) jsou zobrazeny na obr.¢. 10.

L ‘ !
» ’ N
L pr—
- ~
C1 C2 P1 P2 C1l Cc2 P1 P2
mnozstvi nanasenych proteint: 20 pg mnozstvi nanasenych proteinii: 10 pg

Obr.¢. 10. Fotografie membrany se signalem alfa-dystroglykanu
a beta-dystroglykanu. V horni casti obrdzku je zobrazen signdl ziskany pro o-DG
a ve spodni casti je zobrazen signal ziskany pro [-DG. CI1 a C2 jsou signaly kontrolnich
vzorkit a P1 a P2 jsou signaly pacientii s podezrenim na o-DG.

Tyto fotografie byly dale upraveny v programu AdobePhotoshop (zobrazeno na obr.¢. 11

pro a-DG a na obr.¢. 12 pro B-DG na str. 44) pro docileni vyssiho kontrastu a v programu
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Quantity One (BioRad) byla kvantifikovana intenzita signalu pro jednotlivé prouzky
proteint u vzorki lyzatd, jejichz koncentrace byla 1 pg.ul™, nebot’ u vzorkt o koncentraci
0,5 ug.ul’l nebyl signdl dostatecné silny. Pro kazdy vzorek byl signdl zméfen 5x
a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér (zobrazeno v tab.c. 9 pro a-DG a v tab.¢. 10
pro B-DG ).

Tab.¢. 9. Odeéteni intenzity signalu pro alfa-dystroglykan pomoci programu Quantity
One na pristroji G:BOX Imaging System (SYNGENE).

v . intenzita intenzita intenzita intenzita
ferent C1/10” C2/10” P1/10°® P2/10°®
1 1,93 3,00 4,02 3,34
2 1,95 3,18 4,37 3,08
3 1,95 3,08 4,37 3,58
4 1,96 3,17 4,64 3,52
5 1,93 3,26 5,35 3,57
priamér 1,94 3,14 455 3,42

Cl a C2 jsou signdly kontrolnich vzorkii (bez defektu na o-DG i -DG) a P1 a P2 jsou
signaly pacientii s podezienim na a-DGP

Tab.¢. 10. Odeéteni intenzity signalu pro beta-dystroglykan pomoci programu
Quantity One na pristroji G:BOX Imaging System (SYNGENE).

méFeni intenzita intenzita intenzita intenzita
erent C1/107 C2/107 P1/107 P2/10°®

1 3,04 2,44 2,71 3,23

2 3,00 2.38 2,67 3,21

3 3,08 2,38 2,74 2,93

4 3,03 2.46 2.68 3,16

5 2,88 2,38 2,56 3,24

priomér 3,00 2.41 2,67 3,16

Cl a C2 jsou signaly kontrolnich vzorkii (bez defektu na a-DG i f-DG) a P1 a P2 jsou
signaly pacientii s podezrenim na a-DGP
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Z hodnot signalti kontrolnich vzorkl byl vypocten primeér, ktery predstavoval 100 %. Poté
bylo u pacienti s podezienim na o-DGP vypocteno relativni zastoupeni signalu

(v procentech) viéi kontrolnim vzorktm (viz tab.¢. 11).

Tab.¢. 11. Procentuadlni zastoupeni signalu glykosylovaného alfa-dystroglykanu
a signalu beta-dystroglykanu u pacienti s podezifenim na alfa-dystroglykanopatie.

C(%) P1(%) | P2(%)
a-DG 100 18 13
$-DG 100 99 12

Zobrazeni signali vzorkti pro plné glykosylovany a-DG a pro signal B-DG spolecné

S procentualnim zastoupenim vici kontrole je zndzornéno na obr.¢. 11 a obr.¢. 12.

C1 C2 P1 P2
T LA
*a

100% 18% 13%

Obr.¢. 11. Analyza mnoZstvi plné glykosylovaného alfa-dystroglykanu pomoci metody
»Western Blot” Vv kosternim svalu u pacientii s podezienim na CDG syndrom
a kontrol. Vzorky byly separoviny na 8% gelu, preneseny na membranu a detekce byla
provedena pomoci protilatky HII6C4 (Merck) C1 a C2 jsou signdly kontrolnich vzorkii
a Pl a P2 jsou signaly pacientii s podezienim na a-DGP

C1 C2 P1 P2

100% 99% 12%

Obr.¢. 12. Analyza mnozstvi plné glykosylovaného beta-dystroglykanu pomoci
metody ,,Western Blot” v kosternim svalu u pacientii s podezienim na CDG syndrom
a kontrol. Vzorky byly separoviny na 8% gelu, preneseny na membranu a detekce byla
provedena pomoci primarni protilatky proti p-DG (Abcam). Cl a C2 jsou signaly
kontrolnich vzorkit a P1 a P2 jsou signdly pacientii s podezienim na a-DGP
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5 Diskuze

CDG jsou velice vzacna dédicna onemocnéni, ktera vykazuji Siroké spektrum klinickych
priznakti od mirnych az po vazné poruchy organismu, které mohou vést az k amrti. Do této
velice rozsahlé skupiny patii a-DGP, které jsou zptisobeny geny, jejichz mutace mohou

vést k hypoglykosylaci a-DG.

Diagnostika a-DG je obtizna jednak z diivodu nedostatku vhodnych analytickych metod
pro urceni diagnézy a jednak z divodu neustale se rozristajiciho po¢tu nové popsanych

gent, které se mohou castnit procesu syntézy, Upravy a spravné funkce a-DG.

Pomoci metody ,,Western Blot* bylo u pacienta P1 nalezeno vyznamné sniZeni signélu
pro glykosylovanou formu o-DG (na 18 % hodnoty kontrolnich vzorku), coz jasné

poukazuje na porusenou glykosylaci a-DG.

Relativni zastoupeni B-DG oproti kontroldm, které ¢ini 99 %, dokazuje, ze exprese B-DG
neni ovlivnéna. Protoze a-DG a B-DG by mély byt v poméru 1:1, zastoupeni B-DG je
mozno v tomto piipadé pouzit jako tzv. ,.kontrolni protein®, viici kterému je normalizovan
signal pro glykosylovany a-DG (po normalizaci tato hodnota odpovida 18.2 % hodnoty
kontrol). Tyto vysledky rovnéZz naznaCuji, Ze gen pro dystroglykan s nejvetsi

pravdépodobnosti neobsahuje zadnou mutaci, ktera by zptisobila poruchu.

Naopak vyrazné snizeny signal glykosylovaného a-DG indikuje, Ze P1 by mohl mit mutaci
v nékterém z genli kodujicich enzymy podilejici se na procesu O-glykosylace a-DG

oligosacharidovymi fetézci vdzanymi pfes manosu.

Touto metodou byla tedy u P1 diagnostikovana a-DGP. Bliz§i diagnostické zacileni vSak
touto metodou urcit nelze, a bude tak nutné dale pouzit molekularné-genetické analyzy

gent, jejichz mutace vedou k a-DGP.

Paraleln¢ s metodou ,,Western Blot” byla u pacienta P1 provedena imunohistochemicka
analyza obsahu alfa-dystroglykanu na fezech kosterniho svalu odebraného pii biopsii
(prof. MUDr. J. Zdmecnik, Ph.D., Laboratoi neuropatologie a svalovych biopsii, Ustav
patologie a molekularni mediciny, 2.LF UK a FN v Motole). Vysledek
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imunohistochemické analyzy je zobrazen na obr.C. 13 a dokazuje poruseni svalové tkané

u pacienta P1.

kontrolni svalova biopsie svalova biopsie pacienta P1

/"‘. g\ \, “- =k [ ’,h‘ ‘
1‘/\}' ‘\4,\ F‘\ ,f’"/ N S }'[ 2
Obr.¢. 13. Imunohistochemicky prikaz alfa-dystroglykanu v kosternim svalu

upacienta Pl a kontroly. Na levé strané obrazku je zobrazen vysledek
imunohistochemické analyzy neporusSené svalové tkané a na pravé strané je zobrazen

AN

vysledek této analyzy svalové tkané u pacienta Pl, kde si lze povsimnout Oslabeni
az fokalnich vypadkii exprese a-DG. Detekce byla provedena pomoci IIH6 (Merck).
S laskavym svolenim prof. MUDr. J. Zdamecnika, Ph.D,(Laborator neuropatologie
a svalovych biopsii, 2. LF UK a FN v Motole)

Signal glykosylovaného a-DG u P2 byl také jako u pfedchoziho ptipadu velmi slaby oproti
kontrolam (pouze na 13 % hodnoty kontrol), avsak signal u B-DG byl taktéz vyrazné

snizen, a to na 12 % hodnot kontrol.

U P2 bylo tedy zjisténo sniZeni obsahu glykosylovaného a-DG a zaroveinl (v podobné mife)
snizeni obsahu B-DG. Do uvahy proto pfichazela moznost, ze pacient P2 by mohl mit

mutace v genu kodujicim dystroglykan (DAG1).

U pacienta P2 bylo indikovano molekularné-genetické vySetfeni panelu gent
zodpovédnych za svalové dystrofie (doc. RNDr. L. Fajkusova, CSc. Sekce vrozenych
genetickych chorob, Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni
hematologicka a onkologickd klinika, FN Brno), kde byla zjisténa mutace v genu LAMAZ2,
ktery koduje lamininovou alfa-podjednotku (viz obr.¢. 2) u lamininu 2, lamininu 4
a lamininu 12 (65), ktery je zodpovédny za spravné navazani lamininu na extracelularni
matrix (66). LAMAZ2 patii do skupiny gent, jejichz mutace vedou ke svalovym dystrofiim.

Je mozné piedpokladat, ze tato porucha struktury lamininti zptsobila destabilizaci a-DG
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I B-DG v sarkolemové membrané svalovych bungk, coz by vysvétlovalo snizeny signal jak

na a-DG tak i na -DG pfti provadéné imunodetekei.

Pro metodu ,,Western Blot” byly pouzity pouze dva kontrolni vzorky (C1 a C2) a z nich
byla ziskana primérna hodnota intenzity signalu. Vice kontrol nebylo k dispozici, protoze

svalova biopsie je invazivni metoda, a kontrolni material je tedy obtizné ziskat.

Taktéz byly pouzity dvé rozdilné koncentrace proteint ( 1 pg. ul‘l a 0,5 ug. ul‘l) ve vzorcich
pro ziskani dvou moznych fad signala s rliznou intenzitou pro moznost vhodného vybéru
pro vyhodnoceni. Po vyfotografovani membran bylo zjevné, Ze signal vzorkll s nizsi
koncentraci proteini je piili§ slaby na vyhodnocovani. Proto bylo vyhodnoceni vysledkii

provedeno jen na vzorcich s vys$si koncentraci proteinil.

Snizeni obsahu glykosylovaného a-DG detegované pomoci metody ,,Western Blot” bylo

Vv souladu s imunohistochemickou analyzou ( obr.¢.13 na str. 46).
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6 Zaveér

Predkladana  prace  shrnuje  soucCasné  poznatky o  skupiné  onemocnéni
alfa-dystroglykanopatii jako soucasti deédicnych poruch glykosylace. Specificky

byla zamétena na strukturu, posttranslacni modifikaci a patologii alfa-dystroglykanu.

V pilotnim experimentu byla uspé$né otestovana pouzitelnost metody ,,Western blot™
zahrnujici elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného,
elektropienosu proteini na membranu a nasledné imunodetekce pomoci specifickych
protilatek proti alfa- a beta-dystroglykanu pro diferencialni diagnostiku u dvou pacientti
(P1, P2) s podezfenim na alfa-dystroglykanopatii tedy vzacny typ dédi¢né poruchy
glykosylace.

V kosternim svalu byl u obou vySetrovanych pacienti nalezen snizeny obsah
alfa-dystroglykanu a u pacienta P2 byl detekovan i snizeny obsah beta-dystroglykanu.
Nalezy jsou v korelaci sdalsimi vySetfenimi a jsou podkladem pro pouziti

v diferencialné-diagnostické rozvaze u pacientti s podezienim na alfa-dystroglykanopatie.
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