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Streszczenie

Wrodzone zaburzenia glikozylacji (ang. Congenital Disorers of Glycosylation, CDG)
stanowig stale powigkszajaca si¢ grupe wrodzonych zaburzen metabolicznych
spowodowanych zaburzeniem glikozylacji biatek i lipidow. Defekty te charakteryzuja si¢
roznorodno$cig obrazu 1 przebiegu klinicznego, wigkszo$¢ dziedziczy si¢ autosomalnie
recesywnie. Dotychczas opisano ponad 150 zespoldow klinicznych uwarunkowanych

wrodzonymi zaburzeniami glikozylacji.

Biochemicznym markerem defektoéw N-glikozylacji biatek jest transferyna, ktora wystepuje w
surowicy pod postacig izoform. Glikozylacje transferyny bada si¢ miedzy innymi metoda
elektroogniskowania (ang. isoelectric focusing, IEF), ktora stanowi tzw. ,,zloty standard’” w
diagnostyce zaburzen glikozylacji. Metoda IEF polega na rozdziale elektroforetycznym biatek
ze wzgledu na ich punkt izoelektryczny (pI) w odpowiednim gradiencie pH . Transferyna
rozdziela si¢ na kilka izoform w zaleznoS$ci od ilosci elektroujemnych reszt kwasu sjalowego
charakterystycznych dla poszczegolnych frakcji. W prawidlowym wzorze izoform wyrdznia
si¢ pie¢ frakcji od disjalotransferyny do heksasjalotransferyny. Jes§li nieprawidlowosci
zwigzane sg z brakiem N-glikanéw na czasteczce transferyny lub defektami w ich budowie
obejmujagcymi niedobor koncowych cukrow, wowczas w rozdziale elektroforetycznym
pojawiaja si¢ frakcje: asjalotransferyna i monosjalotransferyna oraz zmienia si¢ procentowy
sktad pozostatych frakcji. Pojawienie si¢ patologicznej frakcji asjalotransferyny oraz wzrost
frakcji disjalotransferyny jest charakterystyczne dla CDG typu |. Natomiast podwyzszenie w
réznym stopniu warto$ci procentowych izoform takich jak asjalo-, monosjalo-, disjalo- i

trisjalotransferyny jest charakterystyczne dla CDG typu II.

Nieprawidlowa glikozylacj¢ transferyny okre§lano w piSmiennictwie jako tzw. wtorne
zaburzenie glikozylacji u pacjentoéw z alkoholowa chorobg watroby, w galaktozemii 1
fruktozemii, w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu B i C, niealkoholowym

sthuszczeniu watroby i cholestatycznymi chorobami watroby.



Celem mojej rozprawy na stopien doktora nauk medycznych bylo badanie hipoglikozylacji
transferyny metoda elektroogniskowania jako biomarkera w diagnostyce pierwotnych i

wtornych zaburzen glikozylacji.

Przeprowadzona zostala analiza retrospektywna izoform transferyny badanej metoda
elektroogniskowania w typie I i Il pierwotnych zaburzen glikozylacji oraz wtérnych zaburzen

glikozylacji u polskich pacjentow diagnozowanych w IP-CZD w latach 1995-2020.

W pracy ,, Clinical, biochemical and molecular phenotype of congenital disorders of
glycosylation: long-term follow-up’’ przeprowadzono analiz¢ wynikéw 32 pacjentow z
potwierdzonymi molekularnie wrodzonymi zaburzeniami glikozylacji. Przeanalizowano
dokumentacj¢ medyczng pod katem wieku rozpoznania, objawow klinicznych, parametrow

biochemicznych oraz danych molekularnych.

Na podstawie szczegdlowe] analizy wzoru izoform transferyny oraz wynikow analizy

molekularnej pacjentow podzielono na nastepujace grupy:

I. grupa PMM2-CDG, liczaca 12 pacjentéw z deficytem fosfomannomutazy 2 (PMM2-CDG)
(CDG typ 1),

I1. grupa non-PMM2-CDG, liczaca 20 pacjentow, ktorg podzielono na 3 podgrupy:

a. non-PMM2-CDG-I, liczaca 15 pacjentéw z CDG typu I: 3 z deficytem transferazy UDP-
GIcNAc (ALG13-CDG), 3 z deficytem beta-1,4-mannozylotransferazy (ALG1-CDG), 1 z
deficytem alfa-1,3-mannozylotransferazy (ALG3-CDG), 3 1z deficytem izomerazy
mannozylofosforanowej (MPI-CDG), 4 z deficytem reduktazy poliprenolowej (SRD5A3-
CDG), 1 z deficytem transferazy GIcNAc-1 (DPAGT1-CDG),

b. non-PMM2-CDG-II, liczaca 4 pacjentow z CDG typu II: 3 z deficytem biatka
towarzyszacego Ac45 kompleksu V-ATP-azy (ATP6AP1-CDG), 1 z deficytem podjednostki
A2 kompleksu V-ATP-azy (ATP6V0A2-CDG),

c. non-PMM2-CDG I/1I, obejmujaca 1 pacjenta z deficytem fosfoglukomutazy 1 (PGM1-
CDG).

W grupie 12 pacjentéw z PMM2-CDG wieloletnia obserwacja obejmowata 11 z nich. U
wszystkich obserwowano opdznienie rozwoju psychoruchowego, u wickszosci hipotoni¢

mig$niowa, ataksje moézdzkowa, a takze zaburzenia widzenia, powigkszenie watroby,



niedoczynnos$¢ tarczycy, odwrocone brodawki sutkowe i nieprawidlowe rozmieszczenie
tkanki thuszczowej. Dwoch pacjentdw zmarlo, natomiast u wigkszosci obserwowano poprawe
zdolno$ci motorycznych z wyjatkiem trzech pacjentéw z kardiomiopatig. Analiza izoform
transferyny metoda IEF wykazata u wszystkich podwyzszone frakcje asjalo- i
disjalotransferyny. Obnizony poziom tetrasjalotransferyny wystgpowat u 11 pacjentow. W
grupie  non-PMM-CDG liczacej 20 pacjentow, 19 mialo wieloletnia obserwacje.
Dominujagcym objawem bylo opdznienie rozwoju psychoruchowego i hipotonia migsniowa.
Czterech pacjentow z tej grupy zmarlo (2 z ALG1-CDG, 1 z PGM1-CDG, 1 z DPAGT1-
CDG) . Pacjenci z ALG1-CDG mieli fenotyp prowadzacy do $mierci w pierwszych
miesigcach zycia. Jeden pacjent z PGM1-CDG prezentowal postgpujaca niewydolnos¢ serca i
zaburzenia czynnos$ci watroby. U trzech pacjentow z SRD5A3-CDG obserwowano poprawe
rozwoju, zwlaszcza zdolnosci motorycznych i rozwoj mowy. U trzech pacjentow plci meskie;j
z ATP6AP1-CDG (defekt sprzezony z chromosomem X) obserwowano postepujacy przebieg
choroby: niedostuch nerwowo-czuciowy do catkowitej ghuchoty, a takze wypadanie wlosow
az do catkowitego wytysienia, uszkodzenie watroby, U dwdch rozwingt si¢ biatkomocz
klebuszkowy. U pacjentki z ATP6VOA2-CDG wystepowaty cutis laxa oraz pachygyria i
polimikrogyria. U pacjentoéw z MPI-CDG w obrazie klinicznym dominowato uszkodzenie
watroby. U trzech pacjentek z ALG13-CDG rozpoznano wczesnodziecigeg encefalopatie
padaczkowa. Nieprawidlowy obraz izoform transferyny stwierdzono u 18 pacjentéw z grupy
non-PMM2-CDG. U dwoéch pacjentek z ALG13-CDG wykazano jedynie nieznaczna
hipoglikozylacje transferyny i niewielki procentowy wzrost asjalo- i disjalo lub nawet tylko
disjalotransferyny. Dwaj pacjenci z ALG1-CDG mieli znaczmy procentowy wzrost asjalo- i
disjalotransferyny charakterystyczny dla typu | CDG podczas gdy trzeci pacjent z
fagodniejszym fenotypem miat wzor izoform w granicach normy. U 4 pacjentéw z typem II
CDG stwierdzono podwyzszong frakcje disjalo- 1 trisjalotransferyny oraz obnizong
tetrasjalotransferyne. U pacjenta z PGM1-CDG wykazano tzw. mieszany typu I/1l CDG
charakteryzujacy si¢ zwickszonymi procentowymi warto$ciami asjalo-, monosjalo- i

disjalotransferyny oraz znacznie obnizong tetrasjalotransferyna.

Przeprowadzona analiza pozwolila na wykazanie nast¢pujacych wynikow:

e wykryto nieprawidlowy wzor izoform transferyny u dwoch dziewczynek z ALG13-

CDG dotychczas nie raportowanych w literaturze,



e wykazano prawidlowy wzor izoform transferyny u pacjentki z ALG1-CDG
dotychczas nie raportowany w literaturze,

e objawy kliniczne badanej grupy pacjentow byly podobne do opisywanych w
literaturze,

e pacjenci z MPI-CDG otrzymujacy suplementacj¢ mannoza uzyskali poprawe kliniczng
a obraz izoform zblizyt si¢ do zakresu referencyjnego,

e pacjent z PGM1-CDG otrzymujacy suplementacj¢ galaktozg zmart mimo poprawy
wzoru izoform transferyny,

e stosujgc wspoOlczynnik korelacji Pearsona wykazano silng ujemng liniowa korelacje
migdzy asjalo- i tetrasjalotransferyng oraz miedzy disjalo- i tetrasjalotransferyna,

e wykazano silng dodatnig liniowg korelacj¢ migdzy pentasjalo- i tatrasjalotransferyna,

e stosujgc test zgodnosci chi-kwadrat stwierdzono, ze grupa pacjentow z PMM2-CDG |
non-PMM2-CDG réznita si¢ nasileniem objawow takich jak: ataksja mozdzkowa,
zaburzenia prawidlowego rozwoju, niedoczynno$¢ tarczycy, wysigk osierdziowy,

kardiomiopatia, odwrdcone brodawki sutkowe, wydtuzony INR.

Watroba jest glownym narzadem syntezy glikoprotein w tym takze transferyny. U dzieci z
chorobami watroby brak jest doniesieh w literaturze dotyczacych badania izoform
transferyny. W pracy ,, Pediatric liver disease patients and secondary glycosylation
abnormalities’> przedstawiono wyniki analizy izoform transferyny w surowicy dzieci z
pierwotnymi chorobami watroby. Spos$rod okoto 2000 wykonanych analiz, do badania
wlaczono 19 pacjentow z zaburzeniami glikozylacji wtérnymi do choroby watroby. Do tego
badania niec zostali wlgczeni pacjenci z galaktozemig i fruktozemig. Przeanalizowano
dokumentacje medyczng takze pod katem objawoéw klinicznych oraz parametréw
biochemicznych obejmujacych: aminotransferaz¢ asparaginianowa (AST), aminotransferazg
alaninowa (ALT), mig¢dzynarodowy wspdlczynnik znormalizowany (ang. international

normalized ratio, INR), bilirubing catkowita i bezposredniag, gamma-glutamylotransferazg

(GGT).
Na podstawie fenotypu choroby watroby dokonano podziatlu na trzy grupy:

- grupa I- 12 pacjentow z ostrym uszkodzeniem watroby (ang. acute liver injury - ALI) lub

ostrg niewydolnoscig watroby (ang. acute liver failure - ALF),

- grupa Il -5 pacjentow z przewlekta choroba watroby (ang. chronic liver disease - CLD),



- grupa Il1- 2 pacjentdw z nawracajaca ostrg niewydolnoscig watroby (ang. recurrent ALF -
RALF).

Sposrod 12 pacjentéw grupy I, u 10 stwierdzono procentowy wzrost asjalo-, monosjalo- i
disjalotransferyny. U 4 pacjentéw wykonano analizy kontrolne izoform transferyny. Profil
znormalizowat si¢ rownolegle z normalizacja wskaznikow czynnos$ci watroby. Wsrod
pacjentow grupy II wigkszo$¢ stanowili pacjenci z przewlekla cholestatyczng chorobg
watroby. Zaobserwowano w tej grupie procentowy wzrost asjalo- i monosjalotransferyny, a u
dwoch pacjentow takze disjalotransferyny. Mechanizm hipoglikozylacji moze tu by¢
zwigzany z upos$ledzeniem funkcji wydzielniczej hepatocytow. U dwoch pacjentow po
transplantacji watroby (ang. liver transplantation, LTx) wykonano analiz¢ kontrolng izoform
transferyny, stwierdzono normalizacje¢ wzoru rownolegle z normalizacja testow
czynnosciowych watroby. W grupie 111 obserwowano wzrost monosjalo- oraz znaczny wzrost
asjalotransferyny podczas epizodow ALF. Pomigdzy epizodami testy czynnos$ciowe watroby
oraz izoformy transferyny byty prawidlowe. Hipoglikozylacja transferyny u pacjentéw z
chorobami watroby moze mie¢ zwigzek z zaburzeniem funkcji retikulum endoplazmatyznego
wtornie do uszkodzenia hepatocytow. Jednak dokladny mechanizm hipoglikozylacji
transferyny w tych przypadkach nie jest znany, moze by¢ zwigzany ze specyficznymi
zaburzeniami czynnos$ci watroby. Wykonano testy- t lub test Welscha, aby sprawdzi¢, czy
roznice w procentowym rozkladzie izoform transferyny oraz testow czynnosciowych
watroby sg istotne statystycznie. Wykazano iz grupa I rézni si¢ od grupy II wartoscig
disjalotransferyny, grupa 1l od grupy Il asjalotransferyny, a grupa | od grupy IlI
pentasjalotransferyny. Grupa I znacznie r6zni si¢ od grupy III w wynikach GGT, ktore byty
duzo nizsze dla grupy III. Zbadano korelacje migdzy izoformami transferyny oraz
wskaznikami czynno$ciowymi watroby w kazdej grupie. Wykazano istotne statystycznie
korelacje migdzy INR oraz monosjalotransferyng a takze migdzy INR 1 tetrasjalotransferyng

w grupie I1.
Przeprowadzone badania pozwolily na wykazanie nastepujacych wynikow:

e charakterystyka wzoru izoform transferyny u dzieci z chorobami watroby jest
pierwszym dotychczas niepublikowanym badaniem,
e U wszystkich analizowanych pacjentow z pierwotng chorobg watroby stwierdzono

podwyzszony poziom asjalo- jak rowniez monosjalotransferyny,



e wtorna hipoglikozylacja transferyny wystepowata w przypadkach znacznego
uszkodzenia watroby,

e jest to pierwsze dotychczas niepublikowane badanie opisujace wtorng
hipoglikozylacj¢ transferyny w przebiegu nawracajacej ostrej niewydolnosci watroby
(RALF),

e jest to pierwsze dotychczas niepublikowane badanie u pacjentow pediatrycznych
dotyczace hipoglikozylacji transferyny w surowicy wtérne do przewleklej
cholestatycznej choroby watroby i normalizacji po transplantacji watroby,

e w grupie Il  stwierdzono korelacj¢ miedzy izoformami transferyny a testami
czynnosciowymi watroby.

e GGT moze by¢ przydatnym wskaznikiem testow czynnosciowych watroby dla

rozroznienia migdzy grupa 111 1 grupg 1,

Od 1995 roku w IP-CZD wykonywane jest badanie izoform transferyny w Kkierunku
wrodzonych zaburzen glikozylacji. Do 2020 roku przebadano ponad 23 000 proébek. W pracy
,,Congenital disorders of glycosylation: Prevalence, incidence and mutational spectrum
in the Polish population’® przedstawiono wyniki badan 39 pacjentow (z 35 rodzin) z
molekularnie potwierdzonym CDG oraz 11 pacjentdw z nieprawidlowym wzorem izoform
transferyny, ktorych badania genetyczne sg w toku. Wiekszo$¢ pacjentow (17) stanowili
pacjenci z PMM2-CDG, 4 z ALG13-CDG, 4 z SRD5A3-CDG, 3 z ALG1-CDG, 3 z MPI-
CDG, 3 z ATP6AP1-CDG, 1 z ALG3-CDG, 1 z PGM1-CDG, 1 z DPAGT1-CDG, 1 z
ATP6V0OA2-CDG, 1 z deficytem biatka pomocniczego w kompleksie V-ATP-azy (VMA21-
CDG). Wigkszos¢ deficytow dziedziczy si¢ autosomalnie recesywnie, trzy (ALG13-CDG,
ATP6AP1-CDG , VMA21-CDG) sg sprzezone z chromosomem X. U czterech pacjentow
wykonano najpierw sekwencjonowanie catego eksomu (ang. whole-exome sequencing, WES).
Wsrod nich zdiagnozowano 3 pacjentow plci zeniskiej z ALG13-CDG i1 1 pacjentke z ALGI-
CDG. U pacjentéw z PMM2-CDG zidentyfikowano 15 réznych mutacji, z czego najczestsze
byly warianty typu missence. Najczgstszym z nich byl wariant ¢.422G>A, p.(Argl41His)
(25%) 1 c.691G>A,p.(Val231Met) (21%). Najbardziej powszechnym genotypem byt
C.691G>A, p.(Val231Met)/c.422G>A, p.(Argl41His) (23%). U pozostatych 17 pacjentow (z
14 rodzin) zidentyfikowano facznie 18 réznych wariantow, w tym 11 mutacji zmiany Sensu,
3 mutacje nonsens i 2 mutacje przesunigcia ramki. Czesto$¢ wystgpowania CDG w populacji
polskiej oszacowano na okoto 1 na 1 000 000, podczas gdy PMM2 na okoto 0,4 na 1 000 000.



Doniesienia literaturowe podaja, iz czestos¢ wystepowania PMM2-CDG moze siggaé nawet
1:20 000. Biorac pod uwage duza kliniczng réznorodnos¢ CDG i fakt, ze metody genetyczne
t]. sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing, NGS) nie jest
rutynowo dostepne, mozna przypuszczaé, ze niska czesto§¢ CDG w tym badaniu moze by¢
niedoszacowana.

Przeprowadzona analiza pozwolila na wykazanie nastepujacych wynikow:

e jest to pierwsze  badanie opisujace czgsto$¢ wystgpowania, zapadalnos¢ i
charakterystyke genotypow we wrodzonych zaburzeniach glikozylacji w populacji
polskiej,

e najczescie] wystepujaca postacia CDG zidentyfikowang w polskiej populacji byt
PMM2-CDG podobnie jak to jest opisywane w literaturze. Najczestszymi wariantami
w genie PMM2 byty ¢.422G> A, p.(Argl4lHis) i c.691G> A, p.(Val231Met),
podobnie jak opisano w literaturze,

e SRD5A3-CDG i ALG13-CDG byty drugimi najczeSciej wystgpujacymi wrodzonymi
zaburzeniami w Polsce. Nie zidentyfikowano zadnego pacjenta z ALG6-CDG, ktory
jest drugim najczestszym CDG  w populacji europejskiej wedlug  doniesien

literaturowych.

Pierwsza 1 nadal powszechnie stosowang metodg w diagnostyce wrodzonych zaburzen
glikozylacji jest metoda elektroogniskowania (IEF) izoform transferyny w surowicy. W
artykule ,, Transferrin isoform analysis from dried blood spots and serum samples by gel
isoelectric focusing for screening congenital disorders of glycosylation’’ dokonano oceny
przydatnosci metody IEF na materiale biologicznym zachowanym w postaci suchej kropli
krwi na bibule (SKK) (ang. dried blood spot, DBS). Jest to powszechnie uzywany materiat w
skriningu noworodkowym wrodzonych wad metabolizmu. Sucha kropla krwi moze by¢
szczegOlnie przydatna w diagnostyce, kiedy inny materiatl nie jest dostepny na przyktad
postmortem. Probki surowicy i rownolegle suchej kropli krwi na bibule pobrano od 12
pacjentow z wrodzonymi zaburzeniami glikozylacji: 8 od pacjentow z PMM2-CDG, 2 od
pacjentow z MPI-CDG, 1 od pacjenta z VMA21-CDG i 1 od pacjenta z ALG3-CDG; dwie
probki od pacjentdow z polimorfizmem transferyny i 36 probek od zdrowych pacjentow
stanowigcych grupe kontrolna.

W suchej kropli krwi oraz w surowicy u pacjentow z PMM2-CDG, ALG3-CDG i MPI-CDG

w profilu izoform transferyny metoda IEF zaobserwowano charakterystyczny wzor dla CDG



typu | z wyraznie podwyzszong izoforma asjalo- i disjalotransferyny oraz obnizong
tetrasjalotransferyng. W przypadku tagodnego fenotypu PMM2-CDG stwierdzono nieznaczne
podwyzszone izoformy asjalo- i disialotransferyny w surowicy. W suchej kropli krwi
zaobserwowano tylko nieco podwyzszony poziom disjalotransferyny wskazujacy na
niewielka hipoglikozylacje. W metodzie IEF zar6wno w surowicy jak i w DBS pacjentéw z
CDG typu Il obserwowano charakterystyczny wzorzec ze zwigkszong asjalo-, monosjalo-,

disjalo- i trisjalotransferyng oraz zmniejszong tetrasjalotransferyna.

Przeprowadzona analiza pozwolila na wykazanie nastepujacych wynikow:

e jest to pierwsze w Polsce i dotychczas niepublikowane oraz drugie na swiecie badanie
dotyczace wykorzystania suchej kropli krwi w diagnostyce CDG metodg IEF,

e Wzorce 1 stezenia izoform transferyny w surowicy i z suchej kropli krwi sg
porownywalne co pozwala uzna¢ metode badania w DBS za alternatywng do badania
W surowicy.

e sucha kropla krwi pobierana rutynowo do badan przesiewowych np. noworodkoéw i
przechowywana w zamrozeniu moze pomoc w diagnozie zaburzen CDG gdy inny
materiat nie jest dostepny,

e analiza profilu izoform transferyny w suchej kropli krwi metodg IEF w przypadku
tagodnego PMM2-CDG moze by¢ niewystarczajaca i wymaga analizy izoform w

surowicy.

Podsumowanie

Wzér izoform transferyny nadal stanowi biochemiczny marker defektow N-glikozylacji
biatek, a metoda elektroogniskowania wcigz jest powszechnie wykorzystywana w
diagnostyce wrodzonych zaburzen glikozylacji. Hipoglikozylacje transferyny stwierdzono u
pacjentow z wrodzonymi zaburzeniami glikozylacji typu I, Il oraz w typie I/II.
Przeprowadzone badania pozwolily na opisanie nowych obserwacji dotychczas nie
raportowanych w literaturze. Stwierdzono nieprawidlowy wzor izoform transferyny u

pacjentek z ALG13-CDG i wzor izoform transferyny w granicach wartosci referencyjnych w
ALG1-CDG.

Nieprawidlowa glikozylacja transferyny obserwowana jest takze jako tzw. wtérne zaburzenie

glikozylacji u pacjentow z chorobami watroby. Przeprowadzone badanie charakteryzujace



szczegdlowo izoformy transferyny jest dotychczas niepublikowanym badaniem pacjentow
pediatrycznych z chorobami watroby. Wtérng hipoglikozylacj¢ transferyny obserwowano u
pacjentow z uszkodzeniem komorki watrobowej, ostra niewydolno$cia watroby oraz u

pacjentéw z przewlekla chorobg watroby.

Przeprowadzone badanie pozwolilo na oszacowanie czestosci wystepowania, zapadalnos$ci i
charakterystyki genotypow we wrodzonych zaburzeniach glikozylacji w polskiej populacji.
Czestos¢ wystepowania CDG w populacji polskiej oszacowano na okoto 1 na 1 000 000.
Najbardziej powszechng postacig wrodzonych zaburzen glikozylacji w polskiej populacji byt
podobnie jak opisano w literaturze PMM2-CDG, a czestos$¢ wystepowania oszacowano na 0,4
na 1 000 000. Drugimi najcze$ciej wystepujacymi deficytami byty SRD5A3-CDG i ALG13-
CDG. ALG6-CDG bedacy drugim najczestszym deficytem wedlug doniesien literaturowych,

nie zostat zidentyfikowany w polskiej populacji.

Metoda IEF w suchej kropli krwi podobnie jak w surowicy moze by¢ wykorzystana w
diagnostyce CDG. Ostateczne rozpoznanie zawsze wymaga analizy molekularnej np.
sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

Abstract

Congenital disorders of glycosylation (CDG) are a continually growing group of congenital
metabolic disorders caused protein and lipid glycosylation disorders. These defects are
characterized by a variety of clinical courses and pictures. Most of them involve autosomal
recessive inheritance. To date, more than 150 clinical syndromes due to CDG have been

described.

The biochemical marker of proteins N-glycosylation defects is serum transferrin, which
occurs in the form of isoforms. Transferrin glycosylation is tested among others by isoelectric
focusing (IEF), which is the gold standard in diagnosing glycosylation disorders. The IEF
method is based on the electrophoretic separation of proteins due to their isoelectric point (pl)
in an appropriate pH gradient. Transferrin divides into several isoforms depending on the
number of electronegative sialic acid residues characteristic for each fraction. Five fractions
are distinguished from disialotransferrin to hexasialotransferrin in the normal isoform pattern.
If the abnormalities are related to the lack of N-glycans on the transferrin molecule or defects
in their structure, including the deficiency of terminal sugars, then the following fractions

appear in the electrophoretic separation: asialotransferrin and monosialotransferrin and the



change of the percentage composition of the remaining fractions. The appearance of the
pathological fraction of asialotransferrin and an increase in the fraction of disialotransferrin
are characteristic of CDG type |. However, an increase in the percentage of isoforms such as
asialo-, monosialo-, disialo- and trisialotransferrin to various degrees is characteristic of CDG

type II.

Abnormal glycosylation of transferrin has been described in the literature as secondary
glycosylation disorder in patients with alcoholic liver disease, fructosemia and galactosemia,
non-alcoholic steatosis, chronic hepatitis B and C, and cholestatic liver diseases.

This PhD thesis aims to study transferrin hypoglycosylation using isoelectric focusing as a
biomarker diagnosing primary and secondary glycosylation disorders.

The retrospective analysis of transferrin isoforms by isoelectric focusing in types I and Il of
congenital disorders of glycosylation and secondary disorders of glycosylation was performed
in Polish patients diagnosed in the Children's Memorial Health Institute (CMHI) in 1995 -
2020.

In the study entitled “Clinical, biochemical and molecular phenotype of congenital
disorders of glycosylation: long-term follow-up”, the results of 32 patients with
molecularly confirmed congenital glycosylation disorders were analyzed. Medical records
were examined in terms of the age of diagnosis, clinical symptoms, biochemical parameters,

and molecular data.

Based on a detailed analysis of transferrin isoforms and the results of molecular analysis,

patients were divided into the following groups:

I. PMM2-CDG group, consisting of 12 patients with phosphomannomutase 2 deficiency
(CDG type D);

I1. non-PMM2-CDG group, consisting of 20 patients, divided into three subgroups:

a. non-PMM2-CDG-I consisting of 15 patients with CDG type |. three with UDP-N-
acetylglucosaminyltransferase  deficiency (ALG13-CDG), three with beta-1,4-
mannosyltransferase deficiency (ALG1-CDG), one with alpha-1,3-mannosyltransferase
deficiency (ALG3-CDG), three with mannosephosphate isomerase deficiency (MPI-CDG),
four with polyprenol reductase deficiency (SRD5A3-CDG), and one with GIcNAc-1-P
transferase deficiency (DPAGT1-CDG);



b. non-PMM2-CDG-I11 consisting of 4 patients with CDG type II: three with accessory protein
Ac45 vacuolar ATP-ase deficiency (ATP6AP1-CDG), and one with subunit A2 vacuolar
ATP-ase deficiency (ATP6VOA2-CDG);

c. non-PMM2-CDG 1 / I consisting of one patient with phosphoglucomutase 1 deficiency
(PGM1-CDG).

In the group of 12 patients with PMM2-CDG, 11 were followed-up. All patients had
psychomotor retardation; most of them had muscle hypotonia, cerebellar ataxia, visual
disturbances, hepatomegaly, hypothyroidism, inverted nipples, and abnormal fat distribution.
Two patients died, but the majority showed improvements in motor skills, except for three
patients with cardiomyopathy. The IEF analysis of transferrin isoforms revealed elevated
fractions of asialo- and disialotransferrin in all patients. Eleven patients had a reduced level of
tetrasialotransferrin. Out of the non-PMM-CDG group of 20 patients, 19 were followed- up.
The dominant clinical features included psychomotor retardation and muscle hypotonia. Four
patients in this group died (two ALG1-CDG, one PGM1-CDG, and one DPAGT1-CDG).
Patients with ALG1-CDG showed a severe phenotype leading to death in the first months of
life. The patient with PGM1-CDG presented progressive heart failure and impaired liver
function. In three patients with SRD5A3-CDG improvements in development, especially
motor skills and speech, were observed. In three male patients with ATP6AP1-CDG (X-
linked defect), a progressive course of the disease was observed: sensorineural hearing loss up
to total deafness, as well as hair loss up to total alopecia, liver damage, and two cases of
developed glomerular proteinuria. The patient with ATP6VOA2-CDG showed cutis laxa,
pachygyria, and polymicrogyria. MPI-CDG patients presented the predominant liver
phenotype. Three patients with ALG13-CDG were diagnosed with early childhood epileptic
encephalopathy The abnormal pattern of transferrin isoforms was observed in 18 of 20 non-
PMM2-CDG patient. In two female patients with ALG13-CDG, a slight hypoglycosylation of
transferrin was observed with a slight increase in asialo- and disialo- or only
disialotransferrin. Two patients with ALG1-CDG showed significant percentage increases in
asialo- and disialotransferrin characteristic for type | CDG, while the third patient had an
isoform pattern within the normal range. In four patients with type Il CDG an increased
fraction of disialo- and trisialotransferrin and decreased tetrasialotransferrin were found. The
PGM1-CDG patient showed a mixed type I/ll transferrin isoform profile with significantly

increased asialo-, monosialo- and disialotransferrin, and highly decreased tetrasialotransferrin.



The performed analysis yielded the following results:

e an abnormal pattern of transferrin isoforms was detected in two female patients with
ALG13-CDG previously not reported in the literature;

e normal pattern of transferrin isoforms was found in a female patient with ALG1-CDG
previously not reported in the literature;

e clinical manifestation of the studied cohort of patients was similar to those described
in the literature;

e MPI-CDG patients on mannose supplementation achieved clinical improvement and
their transferrin isoforms were closer to the reference range;

e a patient with PGM1-CDG receiving galactose supplementation died despite the
improvement of transferrin isoforms;

e strong negative Pearson linear correlations between asialo- and tetrasialotransferrin
and between disialo- and tetrasialotransferrin were found;

e a strong positive linear correlation between pentasialo- and tatrasialotransferrin, was
detected;

e a chi-squared test found that a group of patients with PMM2-CDG and non-PMM2-
CDG differed in the intensity of symptoms such as cerebellar ataxia, failure to thrive,
hypothyroidism, pericardial effusion, cardiomyopathy, inverted nipples, prolonged
INR.

The liver is the main organ of glycoprotein synthesis, including transferrin. There are no
reports in the literature regarding the study of transferrin isoforms in children with liver
disease. The study entitled “Pediatric liver disease patients and secondary glycosylation
abnormalities” presents the results of the analysis of transferrin isoforms in the serum of
children with primary liver diseases. Out of approximately 2,000 analyses performed, 19
patients with glycosylation disorders secondary to liver disease were included in the study.
Patients with galactosemia and fructosemia were not enrolled in this study. Medical records
were analyzed in terms of clinical symptoms and biochemical parameters, including: serum
IEF transferrin profile, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
international normalized ratio (INR), total and direct bilirubin, and gamma-
glutamyltransferase (GGT). Based on the phenotype of liver disease, the following three

groups were distinguished:

- group | - 12 patients with acute liver injury (ALI) or acute liver failure (ALF),



- group I - five patients with chronic liver disease (CLD),
- group 111 - two patients with recurrent acute liver failure (recurrent ALF - RALF).

Of the 12 patients in group I, ten showed an increased percentage of asialo-, monosial- and
disialotransferrin. Control analyses of transferrin isoforms were performed in four patients.
The transferrin isoform profile normalized in parallel to the normalization of liver function
parameters. The majority of patients in group Il had chronic cholestatic liver disease. In this
group, an increased percentage of asialo- and monosialotransferrin was observed, and two
patients also had increased disialotransferrin. The mechanism of hypoglycosylation may be
related to the impairment of the secretory function of hepatocytes. In two patients after liver
transplantation (LTx), a control analysis of transferrin isoforms was performed, and
normalization of the pattern was found in parallel with the normalization of liver function
tests. In group Ill there was an increase in monosialo- and a significant increase in
asialotransferrin during episodes of ALF. Liver function tests and transferrin isoforms were
normal between episodes. Transferrin hypoglycosylation in patients with liver disease may be
associated with endoplasmatic reticulum dysfunction secondary to hepatocyte damage.
However, the exact mechanism of transferrin hypoglycosylation in this case, is unknown and
may be associated with severe liver dysfunction. T-tests or Welch tests were performed to see
if the differences in the percent distribution of transferrin isoforms and liver function were

statistically significant. Group | was different from group Il in disjalotransferrin, group Il

differed from group Il in asialotransferrin, and group | was different from group Il in
pentasialotransferrin. Group | differed significantly from group Il in GGT results, which
were much lower in group Ill. The correlations between transferrin isoforms and liver

function indicators in each group were investigated. There were statistically significant
correlations between INR and monosialtransferrin, as well as between INR and

tetrasialtransferrin in group II.
The performed analysis yielded the following results:

e the characteristics of the pattern of transferrin isoforms in children with liver disease
are the first unpublished study;

e in all pediatric patients with primary liver disease, elevated levels of asialo- and
monosialotransferrin were found;

e secondary transferrin hypoglycosylation has occurred in cases of severe liver injury,



e this is the first unpublished study describing secondary transferrin hypoglycosylation
in the course of recurrent acute liver failure (RALF);

e this is the first unpublished study in pediatric patients of serum transferrin
hypoglycosylation secondary to chronic cholestatic liver disease and normalization
after LTx;

e in group Il, a correlation was found between transferrin isoforms and liver function
tests;

e GGT may be a useful indicator of liver function tests to distinguish between group Ill

and group I.

Transferrin isoforms analysis for congenital glycosylation disorders has been performed at
CMHI since 1995. By 2020, more than 23 000 samples have been tested. The study entitled
“Congenital disorders of glycosylation: Prevalence, incidence and mutational spectrum
in the Polish population” presents the results of 39 patients (from 35 families) with
molecularly confirmed CDG and 11 patients with an abnormal pattern of transferrin isoforms,
whose molecular analysis is pending. Most of the patients (17) had PMM2-CDG, four
ALG13-CDG, four SRD5A3-CDG, three ALG1-CDG, three MPI-CDG, three ATP6AP1-
CDG, one ALG3-CDG, one PGM1-CDG, one DPAGT1-CDG, one ATP6V0A2-CDG, and
one VMA21-CDG. Most of cases involved autosomal recessive inheritance, with three of
them (ALG13-CDG, ATP6AP1-CDG, VMA21) X-linked cases. In four patients, whole-
exome sequencing (WES) was performed first. Among them, three female patients with
ALG13-CDG and one patient with ALG1-CDG were diagnosed. As a result, 15 different
mutations were identified in PMM2-CDG patients, and the most common were missense
variants. The most common were ¢.422G> A, p. (Argl41His) (25%), and ¢.691G> A, p.
(Val231Met) (21%). The most common genotype was ¢.691G> A, p. (Val231Met) /c.422G>
A, p. (Argl41His) (23%). In the remaining 17 patients (from 14 families), a total of 18
different variants were identified, including 11 missense mutations, three nonsense mutations
and two frameshift mutations. The prevalence of CDG in the Polish population has been
estimated at approximately 1 per 1 000 000, while PMM2 at approximately 0.4 per 1 000
000. Literature reports indicate that the incidence of PMM2-CDG may be as high as 1 per 20
000. Considering the large clinical value, the diversity of CDG, and the fact that genetic
methods, such as next- generation sequencing (NGS), are not routinely available, it can be

assumed that the low frequency of CDG in this study may be underestimated.

The performed analysis yielded the following results:



e this is the first study to describe the frequency, incidence, and characteristics of
genotypes in congenital glycosylation disorders in the Polish population;

e PMM2-CDG was the most common form of CDG detected in the Polish population,
similarly to the literature. The most common variants in the PMM2 gene were
€.422G> A, p. (Argl4lHis), and ¢.691G> A, p. (Val231Met), as described in the
literature;

e SRD5A3-CDG and ALG13-CDG were the second most common congenital disorders
of glycosylation in Poland. No patient has been diagnosed with ALG6-CDG, which is
the second most common CDG in the literature.

The first and still widely used method diagnosing congenital disorders of glycosylation is the
isoelectric focusing (IEF) method of serum transferrin. In the study entitled “Transferrin
isoform analysis from dried blood spots and serum samples by gel isoelectric focusing
for screening congenital disorders of glycosylation”, the suitability of the IEF method was
assessed on other biological material, such as a dried blood spot (DBS). It is a widely used
material in newborn screening for inborn errors of metabolism. Dried blood spots can be
especially useful in postmortem diagnostics when no other material is available. Serum
samples and dried blood spots were collected simultaneously from 12 patients with congenital
disorders of glycosylation: eight from patients with phospomannomutase 2 (PMM2-CDG)
deficiency, two from patients with mannosephosphate isomerase deficiency (MPI-CDG), one
from a patient with vacuolar ATP-ase assembly factor (VMA21-CDG), one from a patient
with alpha-1,3-mannosyltransferase deficiency (ALG3-CDG); two samples from patients with

transferrin polymorphism and 36 samples from a healthy control group.

In the dried blood spots and the serum of patients with PMM2-CDG, ALG3-CDG, and MPI-
CDG in the profile of transferrin isoforms tested using the IEF method, a characteristic pattern
was observed for CDG type | with clearly elevated asialo- and disialotransferrin isoforms and
reduced tetrassialotransferrin. In the case of a mild PMM2-CDG phenotype, slightly elevated
asialo- and disialotransferrin isoforms were found. In DBS, only a slightly elevated level of
disialotransferrin was observed, indicating a slight hypoglycosylation. In the IEF method in
serum in patients with CDG type Il, a characteristic pattern with increased asialo-, monosialo-
, disialo- and trisialotransferrin and decreased tetrassialotransferrin was observed.

The performed analysis yielded the following results:



e it is the first and so far unpublished study in Poland and the second in the world,
which describes the use of dried blood spots in CDG diagnostics using IEF;

e transferrin isoform patterns in serum and DBS are comparable;

e dried blood spots used for neonatal screening and stored frozen may aid in the
postmortem diagnosis of CDG disorders when no other material is available;

e DBS isoform profile tested by IEF in the case of mild PMM2-CDG may be

insufficient and requires analysis of the serum isoforms.

Conclusions

Transferrin isoforms are a biochemical marker of protein N-glycosylation defects, and
isoelectric focusing (IEF) is widely used to diagnose of congenital disorders of glycosylation.
Transferrin hypoglycosylation was found in patients with congenital disorders of
glycosylation type I, 11, and type I/ll. The research included in this work allowed reporting
new observations not yet found in the literature. There was an abnormal pattern of transferrin
isoforms in patients with ALG13-CDG and a pattern of transferrin isoforms within the
reference values of ALG1-CDG.

Abnormal transferrin glycosylation is also observed in secondary disorders of glycosylation
in liver disease patients. This study characterizing the transferrin isoforms in detail is an
unpublished study of pediatric patients with liver disease. Secondary transferrin
hypoglycosylation was observed in patients with acute hepatic cell injury, acute liver failure,

and chronic liver disease patients.

This study allowed estimating the prevalence, incidence, and characteristics of genotypes in
congenital glycosylation disorders in the Polish population. The prevalence of CDG in the
Polish population was estimated at 1 per 1 000 000. The most common form of congenital
disorders of glycosylation in the Polish population was, PMM2-CDG, with an estimated
incidence of 0.4 per 1 000 000. The second most common CDG were SRD5A3-CDG and
ALG13-CDG. ALG6-CDG deficiency, the second most common CDG in literature reports,

was not identified in the Polish population.

The IEF method in dried blood spots, similar to the serum, can be used to diagnose CDG.
Final diagnosis always requires molecular analysis, for example, next-generation sequencing
(NGS).



