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Abstract

Glycans of apolipoprotein C-III as alternative diagnostic biomarker in diagnostic of colorectal cancer

The association of many apolipoproteins with CRC was reported, however there are missing studies
about the role of serum apolipoprotein C-III in colorectal cancer (CRC) up to this date. The aim of the study was
to determine the O-glycoprofile of serum apolipoprotein C-I1I of CRC patients, that consists of three glycosylated
and one aglycosylated structure, and comparing data with healthy individuals. The main goal of this study was
focused on correlations between the ratio of its glycoforms and CRC. The results from MALDI-TOF MS analysis
showed elevated apolipoprotein C-III sialylation, represented by statistically significant increase in levels of
disialylated core 1 type O-glycan in CRC samples. This change in glycan composition could be considered as a
potential CRC biomarker, despite it is non-specific, as it can be also an accompanying sign of the other ongoing
inflammation. The analysis of apolipoprotein C-III glycoforms by mass spectrometry might be included in the
panel of non-invasive diagnostic biomarkers when considering CRC in suspected patients.
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Uvod a formulicia ciela

Apolipoproteiny tvoria viazanim sa s lipidmi lipoproteiny, st teda Struktirnymi
prvkami lipoproteinov a tiez kofaktormi enzymov. St povazované za promotérov proliferacie
a invazivnosti pri karcinogenéze a participuju tieZ na antitumorovej imunite, oxidativnom
strese alebo doruCovani lieciv [1]. Skupina apolipoproteinov pozostava z 22 ¢lenov a vicSina
z nich zohréava tlohu pri rakovine [2].

Z publikovanych stadii vyplyva, Ze zmenené hladiny apoA-I, apoC-I, apoD, apoE,
apoL-VI, apoM aapoJ suvisia s kolorektdlnym karcinomom (CRC) [2, 3]. Ako jeden
z konkrétnych prikladov mozno uviest' potencidl prognostického vyznamu pomeru apoB-
I/apoAl pri diagnostike CRC, kde vysSia hodnota tohto pomeru stvisela s kratSou dobou
prezitia [1]. Expresia apoC-III je takmer dvakrat nizsia pri pacientoch s rakovinou Zaludka
v porovnani so zdravymi kontrolami [4]. Doteraz nebola skiimana expresia apolipoproteiu C-
III (apoC-III) v stvislosti s pacientami s CRC.

ApoC-III pozostava zo 79 aminokyselin a obsahuje jeden core 1 O-glykan na Thr-74
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[5]. Z hladiska sialylacie mozno rozliit' tri hlavné glykoformy: nesialovanu apoC-Illo,
monosialovani apoC-III; a disialovanti apoC-IIl; formu; existuji vSak aj nesialované
glykovarianty ako napriklad aglykozylovany apoC-Illgo [6]. Tato izoformu moZzno stanovit
metddami hmotnostnej spektrometrie, pomocou tradi¢nej metody izoelektrického fokusovania
ju vSak nemozno stanovit’.

Aplikacia laserovej desorpcie aionizacie podporenej matricou (MALDI)
a elektrosprejovej ionizacie (ESI) v hmotnostnej spektrometrii (MS) pre stanovenie apoC-III
bola popisana a aplikovand Bondarenkom a kol. [7]. Analyza intaktného apoC-III nestuceho O-
glykany ho predurcuje ako vhodného kandidata pre priamu analyzu pomocou MS na zaklade
jeho pomerne nizkej molekulovej hmotnosti bez potreby tradicnych chemickych
a enzymatickych uprav vyuzivanych v proteomike. Cielom prace bolo stanovit’ glykoprofil
apoC-III v pacientskych vzorkach s diagné6zou CRC a porovnat’ ziskané data so skupinou
zdravych jedincov za Ucelom Statistického porovnania dat a sledovania pripadnych korelacii

v pomeroch zistenych glykoforiem apoC-III medzi tymito skupinami.

Material a metody

Vzorky séra vpripade CRC boli zbierané¢ od pacientov, ktori boli sledovani
v Klinickom centre ,,BeZanijska kosa“ (n = 42, vek 34-73 rokov). Pacientom bol
diagnostikovany CRC pouzitim kolonoskopie, transrektdlneho ultrazvuku a abdominalneho
CT; urceny bol taktieZ stupeini diferenciacie karcinomu. Kontrolna skupina vzoriek pozostavala
zo sér zdravych jedincov (n = 40, vek 35-74 rokov). Vzorky boli vo vSetkych pripadoch
odoberané rano po 12 hodinach postu pred odberom.

Analyza pomocou hmotnostnej spektrometrie bola vykonand metodou MALDI TOF
MS, pouzitym typom detektora bol hmotnostny analyzator doby letu (TOF). Pre MS analyzu
bolo vstupnym mnoZzstvom 10 pL séra, ktoré bolo inkubované s 250 uL 200 mM peroxidu
vodika pri 30 °C pocas 30 minut s pridavkom 0,1 % kyseliny trifludroctovej (TFA), aby bola
dosiahnutd uplnd oxidacia metioninov v proteinovej sekvencii a zjednotené signaly v MS
spektrach. K obohateniu apoC-III bola pouzita extrakcia tuhou fazou: Strata C8, 96-jamkova
platiia, 25 mg naplne/jamka. Platiia bola premyté acetonitrilom (ACN) a ekvilibrovana 0,1 %
TFA. Po nadavkovani vzorky boli jamky postupne premyté 0,1 % TFA a 30 % ACN + 0,1 %
TFA (TA30). Obohatena frakcia apoC-III bola eluovana 70 % ACN + 0,1 % TFA (TA70).
1 uL eluétu bol naspotovany na AnchorChip MALDI platiu s pridavkom 1 pL 2 % TFA pre
zlepSenie  ionizdcie alpul  matrice  pozostdvajucej] zo zmesi 20 mg/mL

2,5-dihydroxyacetofenonu v ACN a 18 mg/mL hydrogéncitranu diaménneho v etanole
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(DHAP:DAC, pomer 3:1). Kazda vzorka bola spotovana v duplikate. Spektra boli ziskané
v linearnom TOF mode pozitivnych iénov pomocou pristroja UltrafleXtreme Il MALDI mass

spectrometer (Bruker Daltonics, Nemecko). Ziskané MS data boli spracované manudlne,

pomocou softwareu flexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics, Nemecko) a porovnané s dostupnou
literatarou [8, 9].

Intenzity agykozylovanej (m/z 8797), nesialovanej (m/z 9162), monosialovanej (m/z
9453) a disialovanej glykoformy apoC-III (m/z 9744) boli extrahované zo ziskanych dat
pomocou softvérového programu flexAnalysis. Jednotlivé glykoformy boli kvantifikované
pomocou pomerov relativnej intenzity pikov. Pomocou softvérového programu Microsoft
Excel boli vypo¢itané priemerné hodnoty, t-testy a §tandardné odchylky. Statisticka
vyznamnost’ spracovanych dat bola stanovena pomocou troch hladin vyznamnosti t-testu: p <
0,05; p<0,01 ap <0,005.

Stadia bola schvalena Etickou komisiou Klinického centra »Bezanijska kosa*
(Schvalenie ¢. 3562) podla Helsinskej deklaricie. VSetci participanti udelili pre §tadiu

informovany suhlas.

Vysledky a diskusia
Vysledky MS analyzy poukazujii na zniZené mnozZstvo aglykozylovanej, nesialovanej
a monosialovanej apoC-III glykoformy avyznamné zvySenie disialovanej apoC-III

glykoformy v pripade CRC vzoriek v porovnani s kontrolami.
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Obr. 1. Reprezentativne MS spektra vybranej CRC a kontrolnej vzorky zobrazujice v§eobecnu
distribiciu apoC-III glykoform: aglykozylovana (m/z 8796), nesialylovana (m/z 9163), monosialylovana
(m/7 9453) a disialylovana (m/z 9745). H — hexéza, N — N-acetylglukézamin, S — kyselina sialova. Data
ziskané v linearnom moéde s rozliSenim <2500.
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Reprezentativne MS spektra séra CRC pacienta a kontrolnej vzorky mozno vidiet’ na
Obr. 1. Statisticka vyznamnost medzi CRC a kontrolnymi vzorkami bola vypoéitana pre 3 zo
4 glykoforiem apoC-III, menovite Slo o aglykozylovanu (p = 0,006), monosialovanu (p =
0,020) a disialovant (p = 0,002) apoC-III formu, Tab. 1. Zmenena sialylacia v pripade CRC
vzoriek je Statisticky najvyznamnejSia v pripade plne sialovanej (disialylovanej) O-glykanove;j
Struktary, pricom dana Struktira mala vysSie zastipenie v CRC vzorkéch. Doplnkom tejto
informacie je zniZenie vSetkych apoC-IIl prekurzorov danej Struktury: aglykozylovane;,

nesialovanej a monosialovanej glykoformy apoC-III.

Tab. 1. Relativna odozva pre $tyri glykoformy apoC-III v skupine kontrolnych a CRC vzoriek spolu
s hodnotou smerodajnej odchylky, pomer relativnej odozvy CRC a kontrolnych vzoriek a Statisticka
evaludcia rozdielu vyjadrena pomocou p hodnoty.

Relativna Relativna
odozva odozva Pomer p hodnota
Glykoforma ’ ’ relativnej p<0,005
kontroly CRC vzorky o
apoC-I11 _ _ odozvy p<0,01
(n = 40) (n=42) CRC / kontrol  “p<0,05
(v %,+SD)  (v%,=SD) =%
Aglykozylovana 7.87 +2.80 6,16 +£2.73 0.78 0.006"
(apoC-Iloo)
Nesialylovana
(apoC-III,) 9,48 £1,72 9,18+ 1,71 0,97 0,436
Monosialylovana 61,99 + 6,58 58,55 + 6,50 0,94 0,020"
(apoC-III;)
Disialylovana 2066+730  26,10+8,08 126 0.002"""
(apoC-IIL2)

Zaver

Hoci pric¢iny a mechanizmus vzniku pozorovanej hypersialylacie apoC-III pri CRC nie
st jasné a moZu byt sekundarnou pric¢inou, napriklad ako sprievodny znak prebiehajiceho
zépalu v tele, analyza glykoforiem apoC-III mézZe byt uZzitocnym néstrojom v paneli
neinvazivnych diagnostickych testov pri posudzovani CRC pri suspektnych pacientoch.
Stanovenie sialylécie jednotlivych glykoforiem apoC-III tieZ nesie znacny potencial pre d’alSie
klinické aplikacie, napriklad monitorovanie ochorenia. Vd'aka svojej robustnosti, rychlosti
merania a citlivosti je MALDI TOF MS metédou vhodnou pre tento Gcel. VyuZitie analyzy
glykoforiem apoC-III v 96-jamkovom formate predurcuje tuto metdodu ako vhodnt pre
vysokovykonnu diagnostiku, ¢o je v dneSnej dobe jednym z hlavnych cielov v diagnostike

rakovinovych ochoreni.
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