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SOUHRN

Cil studiie: Cilem studie bylo zavést metodu pro stanoveni aktivity fosfomanomutazy 2 (PMM2) a kontrolniho enzymu fosfo-
manoizomerazy (PMI) v izolovanych lymfocytech a kultivovanych koznich fibroblastech a vyuzit ji jako diferencialni diagnos-
ticky krok v souboru 18 pacientli s podezienim na CDG syndrom typu .

Typ studie: Plvodni prace.

Nézev a sidlo pracoviste: Klinika détského a dorostového Iékarstvi, 1. lékarska fakulta Univerzity Karlovy a VSeobecna
fakultni nemocnice v Praze.

Material a metody: Analyzovany soubor predstavuje 16 vzorkd lymfocytl a 8 linii kultivovanych koZnich fibroblastd od 18
pacientt z 15 nepribuznych rodin, u kterych lékari vyslovili vysoké podezieni na CDG syndrom typu |. Kontrolni skupinu tvo-
filo 59 vzorkd lymfocytt a 29 linif fibroblastt od pacientt, u kterych nebylo prokézano podezieni na metabolickou poruchu.
Aktivity PMM2 a PMI byly méfeny spektrofotometricky pri 37 °C jako redukce NADP* na NADPH pri 340 nm.

Vysledky: U PMM2 a PMI nebyly v lymfocytech ani kultivovanych fibroblastech nalezeny statisticky vyznamné rozdily aktivit
v zavislosti na véku ¢i pohlavi. Aktivita PMM2 v lymfocytech u kontrolniho souboru byla 0,34-2,58 nmol/min/mg (2,5% az
97,5% percentil) a ve fibroblastech 0,44-9,0 nmol/min/mg. Aktivita PMM2 v lymfocytech byla v souboru pacientt nizka
(0,02-0,18 nmol/min/mg, mezikvartilové rozpéti, kontroly 0,73-1,42, p<0,001). Aktivita PMM2 ve fibroblastech od pacient(
byla také nizka (0,2-0,66 nmol/min/mg; kontroly 1,06-3,17, p<0,001). Pomér PMM2/PMI byl u pacientt vyznamné snizeny
v obou tkénich (p<0,001). U v8ech 18 pacientt byla diagnéza PMM2-CDG potvrzena i ndlezem mutaci v PMM2 genu.
Zavér: Méreni aktivity PMM2 v lymfocytech nebo kultivovanych fibroblastech umoznuje rychlé stanoveni diagnézy PMM2-
CDG, nejcastgjsi dedicné poruchy glykosylace typu |.
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SUMMARY

Hansikova H., Ondruskova N., Honzik T., Vesela K., Horova E., Svecova S, Tesafova M. Zeman J.: Activity of
phosphomannomutase 2 in patients with suspected congenital disorder of glycosylation

Objective: Aim of study was to establish a method for determining the activity of phosphomannomutase 2 (PMM2) and
phosphomannose isomerase (PMI) as a control enzyme in isolated lymphocytes and cultured skin fibroblasts and use it as
a differential diagnostic step in a group of 18 patients with suspected CDG syndrome type .

Design: Original paper.

Settings: Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and
General University Hospital in Prague

Material and methods: Cohort of samples consists of 16 isolated lymphocytes and 8 cultured skin fibroblasts lines from 18
patients from 15 unrelated families with high clinical suspicion for CDG syndrome type I. Group of controls consisted of 59
lymphocytes and 29 fibroblasts cell lines from disease free patients. Activities PMM2 and PMI were measured spectropho-
tometrically at 37 °C as the reduction of NADP+ to NADPH at 340 nm.

Results: Statistically significant correlation between activity of PMM2 and PMI and age or gender in lymphocytes or cul-
tured fibroblasts was not found. PMM2 activity in lymphocytes in the control group was from 0.34 to 2.58 nmol/min/mg
(2.5% to 97.5% percentile) and in fibroblasts from 0.44 to 9.0 nmol/min/mg. PMM2 activity in lymphocytes in the group of
patients was low (0.02-0.18 nmol/min/mg, interquartile range, controls 0.73-1.42 nmol/min/mg, p <0.001). PMM2 activity
in fibroblasts from patients was also low (0.2-0.66 nmol/min/mg, controls 1.06-3.17 nmol/min/mg, p<0.001). PMM2 / PMI
ratio in patients was significantly decreased in both tissues (p<0.001). The diagnosis of PMM2-CDG was confirmed by
finding of mutations in PMM2 gene in all 18 patients.

Conclusion: Measurement of PMM2 activity in lymphocytes or cultured fibroblasts allows to quickly diagnose PMM2-CDG,
the most common congenital disorder of glycosylation

Keywords: congenital disorders of glycosylation (CDG), phosphomannomutase (PMM2), phosphomannose isomerase (PMI).

Uvod

Glykosylace je nejrozSifengjsi posttranslacni modi-
fikace proteinC a zahrnuje kovalentni vazbu cukernych
fetézcl na amidovou skupinu asparaginu (N-glykopro-
tein) nebo na hydroxylovou skupinu serinu nebo threo-

ninu peptidového fetézce (O-glykoprotein) [1]. NaruSe-
ni glykosyla¢nich procest vede ke skuping zavaznych
onemocnéni, které se souhrnné oznaduji jako CDG
syndrom (Congenital Disorders of Glycosylation, CDG,
dédicné poruchy glykosylace protein(). Na molekulami
drovni jiz bylo identifikovano >100 riznych CDG, vice
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nez polovina z nich se tyka poruch glykosylace N-gly-
koproteinl [2].

Biochemicky screening je zalozen na analyze profi-
lu sialovanych forem transferinu v séru pomoci izoelek-
trické fokusace (IEF), ktera umoznuje zachytit pacienty
s nékterymi typy poruch na drovni syntézy (CDG typu )
nebo Upravy N-glykoproteind (CDG typu ll) [3]. Vzhledem
k vSudypritomnému vyskytu N-glykoproteind v organis-
mu, vedou poruchy na drovni jejich biosyntézy k Siroké-
mu spektru zavaznych Klinickych priznakl. Nejcastéj-
§im typem CDG syndromu je PMM2-CDG (podle starsi
nomenklatury CDG la) s autosomalné recesivnim typem
dédicnosti, ktery tvori 80 % pripadd v této skupiné one-
mocnéni. V literature jiz bylo popsano >800 pacientd
a vyskyt v populaci se odhaduje na cca 1: 20 000 [4].

Fosfomanomutaza (PMM2) je cytosolarni enzym,
ktery katalyzuje reverzibilni pfeménu mandzy-6-fos-
fatu na mandzu-1-fosfat (Man-1-P). Snizeni enzymo-
vé aktivity vede k depleci v zasobach GDP-mandzy
a dolichol-P-mandzy, a tim k hypoglykosylaci fady
N-vézanych glykoprotein(. Porucha PMM2 vede k one-
mocnéni, které se nazyva PMM2-CDG. Je zplsobe-
na pfitomnosti mutaci v PMM2 genu lokalizovaném
v oblasti 16p13.3.-p13.2, méa 8 exonl a bylo v ném jiz
nalezeno >110 patogennich mutaci [5].

Klinicky se PMM2-CDG manifestuje jiz v kojenec-
kém veku jako multisystémové onemocnéni s hetero-
gennimi klinickymi pfiznaky. Mezi univerzalni klinické
a laboratorni nalezy patfi neprospivani, atypické roz-
lozeni podkozniho tuku v glutealni oblasti, invertované
mammily, kraniofacialni dysmorfie, strabismus, hypoto-
nicky syndrom, porucha az zastava psychomotorické-
ho vyvoje, hypoplazie mozec¢ku, hepatopatie a smise-
na koagulopatie [6,7]. Progndza neni pfizniva, mortalita
déti s nizkou rezidualni aktivitou PMM2 dosahuje az
20% [8]. Esencidlni dlohu PMM2 pro vyvoj organismu
podporuje i zjisténi, ze inaktivace genu PMM2 u mysi je
embryonalné letaini [9]. Lécba pacientl s PMM2-CDG
neni znama a ani experimentalni terapie pomoci
Man-1-P nebyla terapeuticky uspésna [10].

Dosud bylo stanoveni aktivity PMM2 dostupné
pouze v nékolika specializovanych centrech ve svété
zamerenych na diagnostiku poruch glykosylace, kde
u pacientl s podezienim na CDG typu | je v prvnim
kroku obecné uznavanym a doporu¢ovanym diagnos-
tickym standardem méreni aktivity PMM2 v izolovanych
lymfocytech nebo kultivovanych koznich fibroblastech,
a to z dlvodu, Ze tento typ CDG je nejcastéjsi.

Cilem studie byla snaha zavést metodu pro stano-
veni aktivity fosfomanomutazy (PMM2) a kontrolniho
enzymu fosfomanoizomerazy (PMI) v izolovanych lym-
focytech a kultivovanych fibroblastech a vyuzit ji jako
diferencialné-diagnosticky krok v nasem souboru 18
pacientd s podezienim na CDG syndrom typu |.

Material
Analyzovany soubor reprezentovalo 16 vzork(

izolovanych lymfocytl a 8 linii kultivovanych koznich
fibroblastd od 18 pacient’ (0,5-18 let), u kterych bylo

na zakladé klinickych priznakd vysloveno podezieni na
CDG syndrom typu I. U vSech pacientd byl pomoci IEF
sérového transferinu nalezen patologicky profil CDG
typu | (Obr 1.). Zaroven bylo analyzovano i 9 vzorkl
lymfocytl od rodi¢l vySetfovanych probandd (obliga-
tornich heterozygotl) ve véku 22-41 let. Kontrolni sku-
pinu tvorilo 59 vzork( lymfocyt a 29 linii kultivovanych
fioroblast’ od osob ve véku 0,5-48 let, resp. 0,5-18 let
bez klinickych projev( CDG syndromu.

Figure 1. A. Isoelectric focusing analysis of serum transferrin
demonstrating typical pathological profile of CDG type | (A).
Positions of sialic transferrin isofoms are marked at left. CDG
| — patient with PMM2-CDG, C-control; typical clinical symp-
toms in patients with PMM2-CDG, abnormal fat distribution
in gluteal region (B); inverted nipples (C).

Chemikalie

Histopaque®1077, Hepes, DTT, KCI, leupeptin
a pepstatin, fosfomanoizomeraza, MgCl,, mandza-1-P,
mandza-6-P  (Sigma), glukéza-6-P-dehydrogenaza,
fosfoglukdzaizomeraza, NADP (dvojsodna stll) (Roche),
mandza-1,6-di-P byla pfipravena podle Van Schaftin-
gen [11].

Metody

Lymfocyty byly izolovany ze 7 ml periferni krve
s pfidavkem EDTA gradientovou centrifugaci (Histo-
paque®1077, Sigma). Kozni fibroblasty byly kultivovany
v D-MEM mediu s 10% obsahem fetdlniho bovinni-
ho séra v 5% CO,. Fibroblasty v mnozstvi 2x 75 cm?
o konfluenci 80 % byly sklizeny trypsinizaci. Peleta obou
typl bunék byla zamraZena a uchovavana pri -80°C.

P¥iprava vzorku

Peleta lymfocytd nebo fibroblastd byla rozmrazena
a homogenizovana pfi 4°C v 300 pl homogenizacniho
pufru (20 mmol/I Hepes pH 7,1, 1 mmol/IDTT, 25 mmol/l
KClI, leupeptin a pepstatin 10 mg/l) v homogenizatoru
sklo-sklo. Poté byl homogenat sonikovan (3x8 s, ampli-
tuda 20, pfi 4°C) a smés byla centrifugovana pfi 1550 g,
8 min, pri 4 °C. Supernatant byl uschovan pri -80 °C pres
noc. Druhy den byla rozmrazena suspenze centrifugo-
vana pfi 9000 g, 5 min, 4°C a vysledny supernatant byl
pouzit pro stanoveni aktivity enzymu. Na jedno méfeni
bylo pouzivano 50 pl supernatantu (koncentrace protei-
nu se pohybovala okolo 3-5 g/l).

Enzymové aktivity

Aktivita PMM2 a PMI byla méfena spektrofotome-
tricky jako pfeména NADP* na NADPH pfi 340 nm po
dobu 5 min pfi 37 °C v kyvetach o optické draze 1 cm

68

Klinicka biochemie a metabolismus 2/2016



v celkovém objemu 0,5 ml. Kazdé méreni bylo pro-
vedeno 2x. Aktivita byla vyjadrena jako nmol/min/mg
proteinu s pouzitim molarniho extinkéniho koeficientu
€,,,=6,22 (/mmol/cm). Méfeni bylo provedeno podle
Van Schaftingen (11) s mirnymi Upravami uvedenymi
nize.

Reakeni smés pro spektrofotometrické stanoveni
PMM2 obsahovala: 50 mmol/l Hepes pH 7,1, fosfoglu-
kdzaizomeraza (10 g/l), fosfomanoizomeraza (3,5 g/l),
glukdza-6-P-dehydrogenaza (10 g/l), 1 mmol/l mandza-
1,6-di-P, 0,25 mmol/l NADP, 50 mmol/l MgCl,, 3 mmol/l
mandza-1-P. Reakce byla startovana pridavkem 50 i
vzorku. Referenéni kyveta neobsahovala mandzu-1-P.

Reakéni smés pro spektrofotometrické stanove-
ni aktivity PMI obsahovala: 50 mmol/l Hepes pH 7,1,
fosfoglukdzaizomeraza (10 g/l), glukéza-6-P-dehyd-
rogenaza 4 g/l, 15 mmol/l NADP, 50 mmol/I MgCl,,
5 mmol/l mandza-6-P, reakce byla startovana pridav-
kem 50 ul vzorku. Referencni kyveta neobsahovala
substrat - mandzu-6-P. Aktivita PMI slouzila jako kont-
rolni enzym k vypocitani poméru PMM2/PMI.

Koncentrace proteinu ve vzorku byla stanovena dle
Lowryho [12].

Molekularné-geneticka analyza

Celkova DNA byla izolovana metodou feno-
lové extrakce. VSechny exony genu PMM2
(ENSG00000140650, ENST00000268261) a jejich
prilehlé intronové oblasti byly analyzovany metodou
pfimého sekvenovani na genetickém analyzatoru ABI
3500xL (Applied Biosystems). Mutace zjisténé u pro-
banda byly vZdy potvrzeny i u obou rodi¢l analyzou
jejich DNA.

Statisticka analyza

Vzhledem k tomu, Ze pozorovana data nemaiji nor-
malni rozdéleni, byly pouzity neparametrické statistické
metody. Rozdily mezi pacienty a kontrolami (resp. mezi
heterozygoty a kontrolami) byly testovany Wilcoxono-
vym dvouvybérovym testem. Za statisticky vyznamné
byly povazovéany dosazené hladiny testl nizsi nez 5 %.
Analyzy byly provedeny ve statistickém software R ver-
ze 3.1.2, R Core Team (2014).

Etika

VSechny odbéry a biochemické i molekularni analy-
zy byly provadény po informovaném souhlasu rodicu.
Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklara-
ci Svétoveé Iékarské asociace a byla schvalena etickou
komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

Vysledky

U PMM2 a PMI nebyly v lymfocytech a v kultivova-
nych fibroblastech nalezeny statisticky vyznamné roz-
dily v aktivitach v zavislosti na véku Ci pohlavi. Rozmezi
kontrolnich hodnot (2,5 % az 97,5 % kvantil) pro PMM2
v lymfocytech a fibroblastech uvadi obr. 2 a 3. Aktivity
kontrolniho enzymu PMI v lymfocytech a fibroblastech
jsou uvedeny na obr. 4.

Primérna aktivita PMM2 apomér PMM2/PMI
v lymfocytech a fibroblastech pacient( byly vyznamné
snizené (p<0,001) ve srovnani s kontrolnim souborem
(obr. 2, 3). Median pro aktivitu PMM2 v lymfocytech
vySetfovanych pacient’i odpovidal 6 % medianu kontrol
(p<0,001) (obr. 2, 3). Vyznamné snizena aktivita PMM2
v lymfocytech pod 10% medianu kontrolni skupiny
byla nalezena u 10 pacientd, stfedné snizena aktivita
mezi 10-30% u tfi pacientl a u tfi pacientl byla akti-
vita PMM2 do hodnoty 71 % medianu kontrol (Tabulka
1). Nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi skupinou hete-
rozygotd a kontrolnim souborem. Median pro aktivitu
PMM2 ve fibroblastech odpovidal 30% medianu kon-
trol (p<0,001). Vyznamné snizena aktivita PMM2 pod
10% medianu kontrolni skupiny byla ve fibroblastech
nalezena u tif pacientd, stredné snizena mezi 10-30%
u jednoho pacienta a u tfi byla aktivita PMM2 do hod-
noty 69 % medianu kontrol (Tabulka 1).

Aktivita kontrolniho enzymu PMI byla v lymfocytech
pacientd vy$Si neZ u kontrolniho souboru, zatimco ve
fioroblastech nebyly rozdily statisticky vyznamné (obr. 4).

Posléze byla u vSech 18 pacientl diagnéza PMM2-
CDG potvrzena ina molekularmée genetické urovni.
Nalezené mutace v PMM2 jsou uvedeny v Tabul-
ce 1. VSichni pacienti jsou slozeni heterozygoti, pfi-
ac.338C>T, které vedou kzameneé aminokyseliny
R141H a P113L, respektive.

Diskuse

V nasi studii jsme v souboru 18 pacient’ s klinic-
kym podezienim na CDG syndrom analyzovali aktivitu
PMM2, jejiz porucha podporuje diagndzu PMM2-CDG,
nejCastéjSiho typu CDG syndromu. Ackoliv az u 18%
publikovanych pacientll s PMM2-CDG byla v izolova-
nych lymfocytech a/nebo kultivovanych fibroblastech
nalezena normalni aktivita PMM2 [13,14], u vétSiny
nasich pacientll jsme prokazali vyznamné snizenou
aktivitu PMM2 pod 10% kontrolnich hodnot nebo ale-
spon stfedné snizenou aktivitu PMM2 na uroven 10
az 30 % kontrolnich hodnot. Pouze u jednoho pacien-
ta z naSeho souboru (P13) dosahovala aktivita PMM2
v lymfocytech 71 % medianu kontrolnich hodnot. Dia-
gndzu PMM2-CDG u pacienta 13 potvrdilo moleku-
larni vySetfeni PMIMZ2 genu, které ukazalo pritomnost
dvou mutaci ¢.[24delC]+[338C>T]. Delece nukleotidu
na jedné alele vede ke vzniku predCasného stop-kodo-
nu, zatimco ,missence” mutace na druhé alele vede
k zaméné prolinu za lysin na pozici 113, ktera sice
ovliviuje stabilitu diméru nativniho proteinu, ale pfimo
nezasahuje do aktivniho mista PMM2, takze patfi mezi
mutace s mirgjSim dopadem na funkci enzymu [15].
Ve prospéch enzymatické diagnostiky u pacienta 13
Svedci i snizeny pomér mezi PMM2 a kontrolnim enzy-
mem PMI.

Ve fibroblastech jsme zavazné snizeni aktivity PMM2
pod 10% zaznamenali pouze u tfi z osmi nami testo-
vanych pacient(. Také literarni Udaje uvadeéji pomér-
né vysokou residudlni aktivitu PMM2 ve fibroblastech
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patients  heterozygotes  controls patients  heterozygotes  controls
(n=16) (n=9) (n=58) (n=16) (n=9) (n=58)
PMM2
N mean SD median 2,5%q. 97,5%q. 1stQ. 3rdQ.
patients 16.00 0.16 0.22 0.07 0.01 0.68 0.02 0.18
heterozygotes 9.00 0.98 0.55 1.14 0.21 1.68 0.60 1.35
controls 58.00 1.24 0.91 1.16 0.34 258 0.73 1.42
patients vs. controls Wilcoxon test: p < 0.001
heterozygotes vs. controls Wilcoxon test: p = 0.456
PMM2/PMI
N mean SD median 2,5%q. 97,5%q. 1stQ. 3rdQ.
patients 16.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.02 0.00 0.02
heterozygotes 9.00 0.06 0.04 0.06 0.01 0.14 0.04 0.08
controls 58.00 0.08 0.07 0.07 0.02 0.27 0.04 0.09
patients vs. controls Wilcoxon test: p < 0.001
heterozygotes vs. controls Wilcoxon test: p = 0.445
Age
N mean SD median 2,5%q. 97,5%qg. 1stQ. 3rdQ.
patients 17.00 5.41 5.73 3.28 0.22 16.72 1.16  6.95
heterozygotes 9.00 32.94 570 33.18 23.43 40.97 30.91 34.58
controls 55.00 16.82 12.17 16.36 0.89 38.91 7.05 25.26

Fig. 2. Activity of phosphomannomutase (PMM2) and ratio to control enzyme phosphomannose isomerase (PMM2/PMI)
measured in isolated lymphocytes in group of patients, heterozygotes and controls. Due to non-normality of the observed
data, non-parametric statistical methods were used. Differences between patients and controls (resp. heterozygotes and con-
trols) were subject to Wilcoxon two sample tests. P-values less than 0.05 were considered as statistically significant. Analyses
were conducted using R statistical package, version 3.1.2, R Core Team (2014).

pacientl, coZ pii enzymatickém vySetreni zvysuije riziko
faleSné negativniho vysledku [16].

Nesoulad mezi residualni aktivitou PMM2 v lymfocy-
tech a fibroblastech ukazuje na tkanovée specifické roz-
dily. Studie na mutantnich proteinech prokazaly naru-
Senou kinetiku enzymu a sniZzenou stabilitu  mutant-
niho proteinu ve srovnani s kontrolnim vzorkem [17].
Residualni aktivita je vySSi ve fibroblastech také diky
tomu, ze fibroblast je rychle se délici bufika s aktivni
proteosyntézou ve srovnani s lymfocyty. Navic tento
fakt mdze byt doprovazen i moznosti selektivni vyhody
podminek kultivace u fibroblastd [16].

V souladu s literarnimi Udaji jsme u naSich pacien-
td s PMM2-CDG nezjistili vyznamngjsi korelaci mezi

jejich fenotypem, genotypem a residudlni aktivitou
PMM2 v obou tkanich. VétSina pacientd s PMM2-
CDG jsou slozeni heterozygoti, pficemz nejfrekvento-
vanejsi mutace R141H, ktera se vyskytuje cca u 40 %
pacientd, ovliviiuje vazbu Man-1-P do aktivniho mista
enzymu. Jeji dopad na aktivitu PMM2 je natolik zasad-
ni, ze dosud nebyla nalezena v homozygotni formé
[15]. Deset z 16 pacient’ naseho souboru ma mutaci
P113L, ktera ovliviiuje stabilitu diméru nativniho enzy-
mu a patii k mutacim s mirnéjSim dopadem [15].
Vzhledem k tomu, Ze je jiz znamo vice nez 50 rlz-
nych dédi¢nych poruch glykosylace na Urovni synté-
zy N-glykoprotein( a Ze jiz byli popsani i PMM2-CDG
pacienti s normalnim profilem transferinu pfi IEF [18],
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patients controls
(n=8) (n=28)

N mean SD median 2,5%q.

97,5%q. 1stQ. 3rd Q.

patients 8.00 0.47 0.35 0.45 0.08
controls 28.00 2.69 2.63 1.52 0.44

1.01 0.20 0.66
9.00 1.06 3.17

patients vs. controls Wilcoxon test: p < 0.001
PMM2/PMI

N mean SD median 2,5% q.

97.,5%q. 1stQ. 3rd Q.

patients 8.00 0.04 0.03 0.02 0.01
controls 28.00 0.22 0.21 0.14 0.04

0.10  0.01 0.04
0.70 0.09 0.21

patients vs. controls Wilcoxon test: p < 0.001
Age

N mean SD median 2,5% q.

97,5%q. 1stQ. 3rdQ.

patients 8.00 7.49 6.07 5.80 0.58
controls 29.00 4.41 5.02 2.78 0.23

1711 3.60 11.62
16.69 0.65 4.93

Fig. 3. Activity of phosphomannomutase (PMM2) and ratio to control enzyme phosphomannose isomerase (PMM2/PMI)
analyzed in cultivated fibroblasts in group of patients and controls. Due to non-normality of the observed data, non-parametric
statistical methods were used. Differences between patients and controls (resp. heterozygotes and controls) were subject to
Wilcoxon two sample tests. P-values less than 0.05 were considered as statistically significant. Analyses were conducted us-

ing R statistical package, version 3.1.2, R Core Team (2014).

je stanoveni aktivity PMM2 v izolovanych lymfocytech  Zkratky
nebo kultivovanych fibroblastech ipres fadu svych
omezeni vyznamnym pfinosem pfi diferencialni dia- PMM2

gnostice poruch glykosylace. PMI
IEF
Man-1-P
Zaveér

Byla zavedena metoda méreni aktivity PMM2 v izo-
lovanych lymfocytech a kultivovanych fibroblastech
a bylo stanoveno rozmezi hodnot u kontrol pro tyto dva
typy tkani. Metoda je uspésné vyuzivana v diferencialni
diagnostice pfi podezieni na PMM2-CDG.

fosfomanomutaza
fosfomanoizomeraza
izoelektricka fokusace
mandza-1-fosfat
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patients controls patients controls
(n=17) (n = 59) (n=8) (n=29)
Lymphocytes
N mean SD median 2,5%q. 97,5%q. 1stQ. 3rdQ.
patients 17.00 20.02 8.69 20.14 3.85 32.08 18.29 24.74
controls 59.00 16.94 6.40 16.21 5.06 31.17 1295 19.18
patients vs. controls Wilcoxon test: p < 0.05
Fibroblasts
N mean SD median 25%q. 97,5%q. 1stQ. 3rdQ.
patients 8.00 14.37 6.46 12.46 712 22.51 9.38 20.73
controls 29.00 12.65 5.89 10.72 5.62 25.08 856 15.63

patients vs. controls Wilcoxon test: p = 0.386

Fig. 4. Activity of phosphomannose isomerase (PM) in isolated lymphocytes and cultivated fibroblasts in patients and in con-
trols. Due to non-normality of the observed data, non-parametric statistical methods were used. Differences between patients
and controls (resp. heterozygotes and controls) were subject to Wilcoxon two sample tests. P-values less than 0.05 were con-
sidered as statistically significant. Analyses were conducted using R statistical package, version 3.1.2, R Core Team (2014).
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