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REZUMAT

Cuvinte cheia: tulburarile congenitale ale proceselor de glicozilare, screening, diagnostic

Introducere. Dereglarile Congenitale ale Glicozildrii(CDG) reprezintd un grup de patologii genetice cu afecta-
re multisistemicd determinate de defecte enzimatice ce compromit biosinteza glicoproteinelor si glicoconjugatelor.
Datoritd progresului stiintific, CDG se bucurd de o crestere exponentiald, iar numarul acestora creste in paralel cu
cunoagsterea caile de glicozilare si constientizarea acestor afectiuni in randul comunitatilor medicale si stiintifice.
Primul caz raportat de CDG a fost in 1980 de catre prof. J.Jaeken, care in 1984 a implementat Focusarea Izoelectrica
a Transferinei(IEFT), ca metoda de screening pentru diagnosticul CDG. Material si metode. In cadrul Proiectului
SCREENGEN PS-20.80009.8007.22, in IMSP Institutul Mamei si Copilului, a fost implementatd IEFT in scopul di-
ganosticului CDG. Au fost colectate i prelucrate 50 de probe de ser a pacientilor suspecti pentru CDG, prin metoda
de screening IEFT. Rezultate. Au fost determinate 4 profiluri patologice caracteristice pentru CDG tip I. Restul probe-
lor au fost negative. Pentru excluderea abnormalititilor secundare au fost efectuate testiri metabolomice si analizele
molecular genetice (panel de gene/ WES/WGS). Astfel, au fost determinate 2 cazuri de Intolerantd ereditard la Fructoza
si 1 caz cu Galactozemie, considerate ca tulburiri secundare ale glicozilarii. In urma testirilor molecular—genetice,
in cadrul celorlalte profiluri patologice ale transferinei s-au determinat 1 caz de ALG 9 -CDG si 2 cazuri de Miopatie
tip GNE. Concluzii. Tinand cont de faptul cd CDG este un grup de tulburari ultra-rare cu implicare multisistemica si
fenotip heterogen, criteriile de screening pentru suspectarea CDG ar trebui sa include un spectru larg de manifestari
clinice. IEFT se necesita a fi implementat in toate laboratoarele de cercetare ca instrument de diagnostic al CDG.

SUMMARY

IEFT SCREENING IN THE DIAGNOSIS OF CONGENITAL DISORDERS OF GLYCOSYLATE PROCESSES
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Introduction: Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) represent a group of genetic pathologies with multisys-
temic effects determined by enzyme defects that compromise the biosynthesis of glycoproteins and glycoconjugates.
Due to scientific progress, CDG is enjoying exponential growth, and their number is increasing in parallel with the
knowledge of the glycosylation pathways and the awareness of these conditions among the medical and scientific
communities. The first reported case of CDG was in 1980 by Prof. J. Jaeken, who in 1984 implemented Isoelectric
Focusing of Transferrin (IEFT) as a screening method for the diagnosis of CDG. Material and methods. Within the
SCREENGEN Project PS-20.80009.8007.22, in the IMSP Institute of Mother and Child, IEFT was implemented for the
purpose of diagnosing CDG. 50 serum samples from patients suspected of CDG were collected and processed by the
IEFT screening method. Results. Four characteristic pathological profiles for CDG type I were determined. The rest of
the samples were negative. To exclude secondary abnormalities, metabolomic testing and molecular genetic analyses
(gene panel/WES/WGS) were performed. Thus, 2 cases of Hereditary Fructose Intolerance and 1 case of Galactosemia
were determined and considered as secondary disorders of glycosylation. Following the molecular-genetic testing,
among the other pathological profiles of transferrin, 1 case of ALG 9-CDG and 2 cases of GNE type Myopathy were
determined. Conclusions. Considering that CDG is a group of ultra-rare disorders with multisystem involvement and a
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heterogeneous phenotype, screening criteria for suspected CDG should include a broad spectrum of clinical manifes-
tations. IEFT needs to be implemented in all research laboratories as a diagnostic tool for CDG.

Introducere. Dereglarile Congenitale ale Glicozilarii
(CDG) reprezintd un grup de patologii genetice determi-
nate de defecte enzimatice ce compromit biosinteza gli-
coproteinelor si glicoconjugatelor. Datoritd progresului
stiintific, CDG se bucura de o crestere exponentiald, astfel
cd la moment sunt relatate 160 tipuri, care afecteaza mul-
tiple cdi a glicozildrii printre care: N-, O-glicozilarea, bio-
sinteza ancorei GPI si mixte. Numarul acestora va creste
in paralel cu cunoasterea cdile de glicozilare, imbunétati-
rea diagnosticului si constientizarea crescutd a acestor
afectiuni in randul comunitatilor medicale si stiintifice.
Majoritatea tipurilor de CDG sunt extrem de rare, preva-
lenta acestora fiind cuprinsa intre 0.1-0.5/100.000 popu-
latie, 70% corespunzénd tipului CDG Ia (PMM2-CDG),
cu o frecventa de 1:20.000 de nasteri. Glicozilarea repre-
zinta un proces esential in functionarea tuturor celulelor
organismului uman, datorita faptului ci aproximativ ju-
maitate din proteinele corpului nostru (si aproape toatd
suprafata celulard si proteinele secretate) sunt glicozilate
[1]. Astfel compromiterea acestui proces esential pentru
dezvoltarea tuturor sistemelor va determina heterogeni-
tate clinicd si implicare multisistemicd, ceea ce reflectd
complexitatea identificarii CDG-ului.

Material si metode. In cadrul proiectului SCREENGEN
PS-20.80009.8007.22, in IMSP Institutul Mamei si
Copilului, ca urmare a consultului medico-genetic au
fost colectate 50 de probe biologice a pacientilor sus-
pecti pentru CDG. Criteriile de selectie au inclus afectare
multisistemica de etiologie neidentificata, preponderent
implicarea sistemului nervos central. Serurile paicentilor
au fost analizate prin metoda de screening IEFT in cola-
borare cu echipa de cercetare din Laboratorul de Translare
Metabolomicd RadboudUMC, Nijmegen, Olanda. Pentru
excluderea abnormalititilor secundare au fost efectuate
teste metabolice (analiza urinei la acizi organici, galactoza
totald in singe) si analizele molecular genetice (panel de
gene/ WES/WGS) in colaborare cu Institutul de Chimie
Macromoleculard "Pentru Poni” din Iasi si Cytogenomic
Medical Laboratory, Bucuresti, Roménia.

Rezultate. In urma analizirii prin screeningul IEFT al
serurilor pacientilor suspecti pentru CDG s-au determi-
nat 4 profiluri patologice caracteristice pentru CDG tip
L. Restul probelor au fost negative. La etapa de excludere
a abnormalitétilor secundare ale glicozildrii, in unul din
cazurile cu IEFT pozitiv s-a determinat galactitol in uri-
nd si valoare scazutd a galactozei totale in sange, ceea ce
releva prezentei Galactozemiei, care ulterior a fost confir-
matd la nivel molecular-genetic prin prezenta mutatiilor
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heterozigote in gena GALT. In alte 2 cazuri a fost dia-
gnosticatd Intoleranta Ereditard la Fructoza, determin-
tndu-se la nivel molecular genetic mutati in gena ALDO
B. Atat Galactozemia, cat si Fructozemia sunt clasificate
ca tulburéri secundare ale glicozilarii, excluzand CDG-ul.
In acelasi timp, in unul cazurile cu profil patologice ale
transferinei de tip I, au fost efectuate teste de secventie-
rea (pe panel de gene/WES/WGS). Au fost determinate
mutatii in caracteristic pentru tipul ALG9-CDG. In 2 ca-
zuri ale unor pacienti cu tabloul clinic asemanator si mult
sugestiv pentru CDG, dar paterne IEFT negative, a fost
efectuat WGS, unde s-a determinat mutatie in gena GNE,
unul din tipurile mixte de CDG, determinat de deficienta
biosintezei acidului sialic.
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Fig. 1. Profilul transferinei
tip 1 si tip 21a IEFT .

Discutii. Glicozilarea este un proces enzimatic, in urma
cdruia sunt legate molecule de glican de proteine sau
de alte molecule organice. Sunt descrise céteva tipuri
principale de glicozilare: N-glicozilare si O-glicozilare,
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biosinteza ancorei GPI si mixte. N-glicozilarea (legarea
N-glicanilor la gruparea amino a asparaginei) cuprin-
de etapa de asamblare si de procesare care acopera trei
compartimente distincte: citoplasma, reticul endoplas-
matic(RE) si complex Golgi(AG). O-glicozilarea (legarea
O-glicanilor la grupaéri hidroxil treonini sau serind) im-
plicd doar etapa de asamblare in AG. Biosinteza ancorei
GPI incepe pe prospectul citoplasmatic al RE si se finali-
zeaza pe partea luminald. Primul caz raportat de CDG a
fost in 1980 de catre prof. ].Jaeken, care in 1984 a imple-
mentat Focusarea Izoelectricd a Transferinei(IEFT). La
momentul actual, aceastd este folositd pe scara largd ca
metoda de screening in vederea diagnosticului CDG-ului.
Transferina (Tf) este o proteind de transport a fierului
plasmatic cu doua situsuri de N-glicozilare a asparaginei
(Asn432 si Asn630), iar izoforma dominanti la indivizii
sanatosi este tetrasialo-Tf, in timp ce izoformele asialo-
si monosialo-Tf nu sunt de obicei detectabile. Fiecare
N-glican se termind cu doi acizi sialici incércati negativ.
In timpul analizérii probelor de ser prin IEFT se realizea-
zd o deplasare catodicd ca o consecintd a deficientei par-
tiale de acid sialic. Defectele glicozilarii pot fi impartite in
doua tipuri pe baza glicoformelor anormale de transfe-
rind: un model caracterizat printr-o crestere a di- si/sau
asialotransferinei, specific tipului CDG-I si al doilea mo-
del specific tipului CDG-II, caracterizat printr-o crestere
a tri-, di-, mono- si/sau asialotransferina (figl). Modelul
de tip 1 (CDG-I) indicd un defect de asamblare sau de
transfer al glicanului legat de dolicol in calea citosolului
sau RE, specific perturbirii N-glicozilarii. Modelul de tip
2 (CDG-1I) indicé un defect de procesare dupa transferul
glicanului in RE sau in timpul glicozilarii in AG, specific
dereglérii O-glicozilarii [10]. Se remarca faptul ca, [EFT
pozitiv apare si in alte patologii care implica afectarea se-
cundara a glicozilarii cum ar fi Galactozemia, Intoleranta
ereditari la fructoza, boala hepatica, abuzul cronic de al-
cool, infectiile cu microorganisme producatoare de neu-
raminidazd si polimorfismele transferinei [11,12]. Astfel,
se recomanda in algoritmul de diagnostic al CDG-ului,
excluderea abnormalititilor secundare ale glicozilarii. In
acelasi timp, au fost raportate si rezultate fals pozitive, cu
paterne caracteristice CDG-ului tip 2, in cazul nou-nds-
cutilor si sugarilor pana la véarsta de 3 luni. Motivul bi-
ochimic raiméne pana acum neclar, considerdndu-se ima-
turitatea proceselor enzimatice la nivelul ficatului [13].
In acelasi timp, in tipul mixt de CDG, putem avea profil
normal al transferinei, ceea ce determina omiterea unui
diagnosticului ca in cazul deficitului de sinteza a acidului
sialic, asociat cu stresul oxidativ care duce la atrofie mus-
culara si slabiciune in miopatia GNE.

Tindnd cont de faptul ca CDG implica afectare
multisistemica, criteriile de suspiciune sunt foarte
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variabile. Se recomanda a considera CDG in toate cazurile
cu: dismorfii (mameloane inversate, distributia anormald
subcutanatd a grasimii, microcefalie, deformari scheleti-
ce, cutis laxa), retard de crestere, manifestéri neurologice
(retard psihomotor sever, hipotonie axiala, ataxie, disto-
nie, convulsii frecvente, episoade asemanatoare acciden-
tului vascular cerebral, neuropatie, sindrom piramidal),
modificari ale RMN cerebral (hipoplazie cerebeloass,
atrofie olivo-ponto-cerebeloasa, atrofie corticald, ventri-
culomegalie), manifestari oftalmice (strabism, nistagmus,
retinopatie pigmentar, cataracta, atrofie opticd, colobom
ocular, glaucom), hepatopatie, fibroza hepatica, osteope-
nie, diaree cronicd, tulburdri endocrine (hipogonadism
hipogonadotrop, hiperinsulinism), cardiomiopatie hiper-
trofica, tulburari de coagulare, modificari biochimice (hi-
poglicemie, abnormalitéti ale transaminazelor, colesterol,
CK, CK-MB, fosfataza alcalind, proteine), malformatii
cardiace congenitale (defect de sept ventricul (VSD), val-
va aortica si tetralogia Fallot), malformatii de tip Dandy-
Walker si orice alte afectiuni multisistemice de etiologie
nedeterminata. Luind in considerare heterogenitatea cli-
nica care deseori mimeaza alte patologii CDG este incd
in mare masura subdiagnosticat, chiar si in Europa, cea
mai activa regiune in ceea ce priveste screeningul CDG la
nivel mondial. Tinadnd cont de nespecificitatea tabloului
clinic unii autori recomanda screeningul prin IEFT pen-
tru diagnosticul CDG la pacientii cu cel putin 2 organe
afectate, in special neurologic, oftalmoplegie progresivi
sau coagulopatie, pe cand altii sugereaza screeningul prin
IEFT la orice maladie inexplicabila [14]. Afectarea siste-
mului nervos central este relatata in peste 80 %, 22% -
revenind sistemului hepatic, 20% -cardiac si 20%-derma-
tologic. Aproape 10% din toate tipurile de CDG descrise
prezintd un anumit grad de implicare imunologica [2].
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Fig. 2. Tipurile de CDG cu implicare imunologicd majord si minord [2].

Glicani, datorita expresiei lor omniprezente in practic toa-
te suprafata celulara si proteinele secretate, au un rol im-
portant in complexitatea si diversitatea raspunsului imun.
Atat glicanii, ct si proteinele care ii leagd, creeaza o plat-
forma de contact si comunicarea intercelulara. Rolul larg
raspandit al glicozildrii este evidentiat de cdtre molecule
glicolizate ale sistemului imunitar. Acestea includ imuno-
globuline, molecule de adeziune (de exemplu, integrine
si selectine), PRR (de exemplu, toll like receptori - TLR
- si lectine), molecule de complement,citokine, chemo-
kine si receptorii acestora [3,4]. Glicozilarea receptorilor
imuni gazdei guverneazi initierea corectd a raspunsului
imun. Deoarece glicanii constituie de obicei o parte sem-
nificativa a intregului receptor, ele pot afecta modul in
care receptorii se pliazd si se asociazd intre ei ingisi sau
cu alte proteine, precum si stabilitatea acestora. Gradul
de disfunctie imunologici intre si in cadrul fiecdrui tip
de CDG variazd de la fenotipuri de imunodeficienta pana
la infectii recurente fard anomalii celulare (fig 2). PGM3-
CDG, MOG2-CDG, SLC35C1-CDG si MAN2B2-CDG
au un fenotip imunologic bine definit[2,5,6]. In ceea ce
priveste PMM2-CDG, infectiile contribuie major la mor-
talitatea infantild de 20% [7]. In acelasi timp, infectiile au
fost identificate ca declansatori ai episoadele asemanatoa-
re AVC[8]. Pe langa infectiile relevante, exista raportdri
de manifestdri alergice si intr-o mdsura mai micé de boli
autoimune in CDG [2,5]. Au fost de asemenea descrise
raspunsuri la vaccinare ineficiente [7]. Din punct de ve-
dere biologic, aceste descrieri clinice pot fi explicate prin
rolul central al glicanilor si al glicozilarii in ciile imune,
in special in interactiunea celuld-celuld si recunoasterea
patogenului, precum si in modularea raspunsului imun.
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In acelasi timp, deoarece majoritatea CDG prezintd nu-
meroase defecte anatomice si functionale in majoritatea
sistemelor de organe, inclusiv sistemul imunitar, patofizi-
ologia imund a acestor pacienti poate fi foarte complexa
si multifactoriala [9].

In acelasi timp, IEFT determini modificiri ale profilului
transferinei, doar in 60 %, in special la prezenta defec-
telor N-Glicozildrii. Insa, un rezultat normal la IEFT nu
exclude CDG, de aceea ca etapd finald de diagnostic se
recomanda metode de secventiere de noua generatie de
tip- panel de gene sau secventierea intregului exom/ge-
nom (WES/WGS) in cazul unei suspiciuni clinice si bi-
ochimice puternice[11].

Concluzii. Tinind cont de faptul cd CDG este un grup de
tulburdri ultra-rare cu implicare multisistemica si feno-
tip heterogen, criteriile de screening pentru suspectarea
CDG-ului necesita includerea unui spectru larg de mani-
festari clinice. Diagnosticul diferential al acestui grup de
tulburiri ar trebui sé fie foarte detaliat si meticulos, deoa-
rece fenotipul imitd cel mai adesea alte patologii genetice.
Procesul de diagnostic al CDG-ului reprezinti deseori o
provocare pentru clinicieni, de aceia se necesita imple-
mentarea IEFT ca metoda de screening in toate labora-
toarele de cercetare, in scopul depistarii cat mai precoce si
evitarea omiterii acestor grupuri de patologii.

Sursa de finantare: proiectul de cercetare "Medicina
Genomicdgsi Metabolomicdinserviciulprofilaxieimaladiilor
genetice pentru generatii Sdndtoase in Republica Moldova"
[Acronim: SCREENGEN, Cifru: 20.800009.8007.22].
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