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V teoretické casti této diplomové prace se pojednava
0 posttransla¢nich modifikacich proteinti, obzvlast¢ pak
0 N- a O-glykosylacich. Popsana je syntéza N- a O-
glykant, jejich funkce a nékteré strategie jejich analyzy
hmotnostni spektrometrii.

V experimentalni ¢asti byly studovany tfi glykoproteiny —
alpha-2-HS-glykoprotein (asialofetuin), cytokinin
oxidasa/dehydrogenasa (CKO) a polymerni myelomovy
IgA (plgAl). Asialofetuin byl pouzit jako standardni
protein, zatimco CKO a plgAl simuluyjici IgA
produkované pacienty trpici IgA nefropatii ziskany
z University of Alabama, byly pouzity jako vzorky
glykoproteinti. Asialofetuin, coz je protein modifikovany
jak N-, tak O-glykosylacemi, byl S§tépen trypsinem
v roztoku nebo kombinaci trypsinu a prolylendoproteasy
z Aspergillus niger (PSE). Ziskané peptidové smési byly
bud’ pfimo méfeny na hmotnostnim spektru MALDI
(,,matrix-assisted laser desorption/ionization*) TOF/TOF
(,,time-of-flight/time-of-flight) MS/MS (,tandem mass
spectrometry*) nebo separovany pouzitim chromatografie
na obracené fazi (RP-LC) a nasledné analyzovany na
MALDI-TOF/TOF MS/MS. Pro RP-LC separaci byla
pouzita 35 mm laboratorné ptipravena kolona a zafizeni
vyuzivajici jednoduchy mikrogradient. To poskytovalo
zjednoduseni glykopeptidovych smési, vysledkem ¢ehoz
bylo zlepSeni analyzy glykosylaci. Hlavnim cilem této
prace bylo identifikovat O-glykopeptidy a stanovit
lokalizaci odpovidajicich O-glykosylaci v pantové oblasti
IgAl. Pro tento ucel byl nejprve vzorek plgA separovan
pouzitim SDS-PAGE  (,,sodium  dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis®). Na vysledném
elektroferogramu se objevily dva pasy s molekulovymi
hmotnostmi 63 kDa a 28 kDa, které odpovidaly tézkému a
lehkému fetézci IgAl. Protoze peptidova sekvence
pantové oblasti obsahuje tii cysteinova rezidua, bylo také
nezbytné optimalizovat redukci/alkylaci vzorku plgAl,
coz vedlo kodstranéni nezadoucich peptidovych
modifikaci a zlepSeni signalu analyzovanych O-
glykopeptidi. Separovany tézky fetézec byl vyfiznut
z gelu a podroben S§tépeni trypsinu v gelu. Peptidova smés
byla separovana RP-LC vyuzivajici  zafizeni
s mikrogradientem a dale analyzovina MALDI-TOF/TOF
MS/MS. Jedna frakce obsahovala smés ridznych O-
glykoforem  tryptického peptidu  pantové oblasti.
Interpretace  MS/MS  spekter téchto O-glykopeptidi
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poskytla jednozna¢nou lokalizaci vSech O-glykosyla¢nich
mist vsedmi nejcetnéjSich glykoformach, vcetné
glykoforem galaktosa-deficientnich. Nase vysledky
reprezentuji prvni piimé urCeni mist mnohacetné O-
glykosylace s komplexni heterogenitou v pantové oblasti
IgAl pouzitim MALDI TOF/TOF MS/MS. Poslednim
studovanym  glykoproteinem  vtéto  praci byl
rekombinantni CKO isoenzym 1 z kukufice (ZmCKO1)
exprimovany v Yarrowia lipolytica. N¢ktera potencialni
N-glykosylacni mista byla experimentalné potvrzena
pouzitim hmotnostné spektrometrické analyzy.
V tryptickém peptidu  ZmCKO1 269-LTAPRPGGGGA
SFGPMSYVEGSVFVNQSLATDLANTGFFTDADVAR-
313 byla potvrzena N-glykosylace na Asn 294 technikou
MALDI-TOF/TOF MS/MS. Pii pouziti kyseliny ferulové
jako matrice byla na stejném aminokyselinovém reziduu
detekovana technikou MALDI-TOF hyperglykosylace v
rozpéti od ManyGIcNACc, do Mans,GIcNAC,, a to jak v
linearnim, tak v reflektronovém modu.

glykoproteomika; hmotnostni spektrometrie; N-glykany;
O-glykany; prolyl specific endoprotease
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The theoretical part of this diploma thesis deals with
postranslational modifications of proteins, especially N- a
O-glycosylation. It describes the synthesis N- and O-
glycans, their functions and some strategies of their
analysis by mass spectrometry.

In the experimental part three glycoproteins were
studied —  alpha-2-HS-glycoprotein  (asialofetuin),
cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKO) and polymer
myeloma IgAl (plgAl). Asialofetuin was used as a
standard protein, while CKO sample and plgAl
simulating 1gA from IgA nephropathy patients obtained
from University of Alabama were used as sample
glycoproteins. Asialofetuin as a protein modified with N-
and O-glycosylation was digested in solution with trypsin
or combination of trypsin and prolyl specific endoprotease
from Aspergillus niger (PSE). The obtained peptide
mixtures were either measured directly with matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI) time-of-
flight/time-of-flight (TOF/TOF) tandem mass
spectrometry or separated using revesed-phase liquid
chromatography (RP-LC) and subsequently analyzed by
MALDI-TOF/TOF MS/MS. The RP-LC separation using
35 mm laboratory made column using simple
microgradient forming device provided simplification of
the glycopeptide mixture and resulted in an improved
analysis of glycosylation modifications. The primary aim
of this work was to identify O-glycopeptides and to
determine the localization of corresponding O-
glycosylations at the hinge region of IgAl. For this
purpose, the analyzed sample of plgAl was first separated
using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The resulting
electropherogram showed two protein bands with the
apparent molecular masses of 63 kDa and 28 kDa that
correspond to heavy and light chain of IgA1. Because the
peptide sequence of hinge region contains three cysteine
residues, it was also necessary to optimize the
reduction/alkylation of plgAl sample, which resulted in
removing the undesired peptide modifications and
improved signal response of analyzed O-glycopeptides.
The separated heavy chain was cut out of the gel and
treated in-gel with trypsin. The peptide mixture separated
by RP LC microgradient device was further analyzed by
MALDI-TOF/TOF MS/MS. One sample fraction
contained the mixture of various O-glycoforms of the
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hinge region tryptic peptide. The interpretation of MS/MS
spectra of these O-glycopeptides provided unambiguous
localization of all O-glycosylation sites in seven most
abundant glycoforms, including the glycoforms deficient
in Gal. Our results represent the first direct site assignment
of multiple O-glycosylation with complex heterogeneity
of the IgAl hinge region using MALDI TOF/TOF
MS/MS. The last studied glycoprotein sample in this work
was recombinant maize CKO isoenzyme 1 (ZmCKOQO1)
expressed in Yarrowia lipolytica. Some of the potential N-
glycosylation sites were experimentally confirmed using
the mass spectrometry analysis. Especially, in the
ZmCKO1 tryptic peptide 269-
LTAPRPGGGGASFGPMSYVEGSVFVNQSLATDLAN
TGFFTDADVAR-313, the N-glycosylation at the Asn
294 residue was proved MALDI-TOF/TOF MS/MS.
Using ferulic acid as matrix, the hyperglycosylation
spanning from ManyGIcNAC, to MansiGIcNAC, of the
same amino acid residue was detected both in linear and
reflectron mode in MALDI-TOF MS analysis.
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast — provedeni reserSe literatury o nasledujicich tématech
e glykosylace proteint, syntéza a funkce N- a O-glykani a jejich analyza hmotnostni
spektrometrii

e glykoproteiny imunoglobulin A, asialofetuin a cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Experimentalni ¢ast
e optimalizace ptipravy vzorkl glykoproteini pro analyzu hmotnostni spektrometrii
o identifikace a lokalizace O-glykosylaci v pantové oblasti IgA1

o identifikace N-glykosylace na cytokinin oxidase/reduktase
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Teoreticka ¢ast

1. Uvod

1.1 Aplikace proteomiky pro vyzkum a hledani proteinovych biomarkeru

Proteomika je védecka disciplina zabyvajici se studiem proteinového slozeni bunky
tzv. proteomu (James, 1997). Zamétuje se predevsim na struktury a funkce proteint a jejich
kvalitativni a kvantitativni zastoupeni. Diky velkym pokroklim ve vyvoji analytickych
technologii pro vyzkum proteinti nachazi proteomika Siroké uplatnéni v objevovani novych
1éki a proteinovych biomarkert. Biomarkery jsou indikatory biologickych procesii a mohou
jimi byt geny, proteiny, mal¢ molekuly nebo metabolity (Hale et al., 2003). Na vyzkum
geneticky podminénych komplexnich hemoci bylo vynalozeno obrovské usili, diky ¢emuz je
dnes mozné v ur¢itych ptipadech pouzit jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jako
biomarkery uréitych nemoci a/nebo predispozic pacienta pro tyto choroby (Lai et al., 2001).
SNP poskytuji velmi hodnotné informace pouzitelné pii vybéru vhodné 1écby a k predikci
vyhlidek pacienta. OvSem zatimco SNP indikuji nachylnost k dané nemoci, je to aktivita
vysledného proteinu, ktery ji ve skuteCnosti determinuje. Biomarkery toxicity 1éki nebo
jejich ucinkt na lidsky organismus maji znacny potencial urychlit proces vyvoje 1€k, jelikoz
poskytuji informace o0 jejich ucinku diive, nez viibec dochazi k jeho klinickym projevim.
Biomarkery tak mohou mit pozitivni dopad na délku a naklady klinické terapie (Hale et al.,
2003).

Po ziskani obrovského mnozstvi informaci z projektti genomového sekvencovani se
zacala pozornost upinat smérem k produktim exprese gent, Cili proteinim. Proteinové
biomarkery také poskytuji prediktivni informace, ale na rozdil od SNP jsou vhodné i ve
sledovani ucinkti 1ékit béhem 1éCby pacientll. Praktickou vyhodou vyuzitelnou v klinické
praxi je méfeni zmén v zastoupeni proteind v télnich tekutinach, tkanich i burkach.
Vzhledem k velkym objemim dat ziskanych z analyzy proteint je ovSem nutné do vyzkumu
zavadet prostupné;jsi (,,high throughput™) ucinnéjsi a citlivéjsi techniky (Hale et al., 2003).

Ackoliv bylo vyvinuto nescetné mnozstvi rozdilnych variant tzv. ,assay"
technologii, které usnadnuji rychlé analyzy mmnoha proteinovych biomarkerti simultalné
z jediného vzorku (Kingsmore & Patel, 2003; Peluso et al., 2003). Tyto metody jsou nejvice
limitovany potiebou znalosti monitorovaného proteinu a vyvoj specifickych reagencii
(nejcasteji specifickych protilatek) pro tyto proteiny. Problémem je tedy nalezeni pokud
mozno viech relevantnich biomarkeri bez predchozi znalosti, co vlastné jsou. ReSeni se
nabizi v za¢lenéni separacnich technik, z nichz nékteré jsou pouzivany jiz desitky let spolu

s ,high throughput® hmotnostni spektrometrii. Témito separa¢nimi technikami jsou
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dvoudimenzionalni (2D) gelova elektroforéza (Chambers et al., 2000) a chromatografie
(Nilsson & Davidsson, 2000). Hmotnostni spektrometrii (MS) je také mozné pouzivat
k identifikaci a kvantifikaci proteini bez pfedchozi separace (McDonald & Yates, 2002).
Vyvoj kvantifikace metodami S hmotnostni spektrometrii je ukazkou toho, jaky
mohou mit tyto pfistupy uzitek v identifikaci biomarkeri v komplexnich vzorcich ve stylu
,high throughput“. OvSem jakkoli jsou tyto metody robustni, zmény v proteinovém sloZeni
naméfené timto zpusobem identifikuji pouze kandidaty na biomarkery. Jejich validace bude
navic vyzadovat velmi sofistikované bioinformatické zpracovani nasbiranych dat a urceni
jejich statistické vyznamnosti a spolehlivosti. Cely tento proces by mohl nakonec poskytnout
nastroje, které vyuziji experti pro vizualizaci dat a vykresleni smysluplnych zavéri na

zakladé biomarkeru nebo souboru biomarkert (Hale et al., 2003).

1.2 Vyznam proteomiky pro studium posttranslaénich modifikaci

V roce 2003 byl ukonéen jeden z nejvétsich védeckych projekti v historii lidstva
»~Human Genome Project, diky némuz bylo mozné ziskat primarni struktury mnoha
proteini (Schmutz et al., 2004). Ukazalo se vSak, ze pouhd znalost aminokyselinové
sekvence urcujici primarni strukturu proteinu neni zdaleka dostacujici pro vysvétleni jejich
rozmanitych biologickych funkci. Po syntéze proteinii ribozomy dochazi k jejich upravam,
které se souhrnné nazyvaji posttranslaéni modifikace - PTM (tab. 1). Tyto Gpravy moduluji
vlastnosti proteinti proteolytickym $tépenim nebo pridanim modifikujici skupiny na jednu
nebo vice aminokyselin. PTM proteinti zastavaji mnoho funkci v organismu. Mohou napf.
urCovat terciarni a kvartérni strukturu proteind a jejich lokalizaci nebo regulovat aktivitu
a interakce s dal§imi proteiny (Seo & Lee, 2004, Mann & Jensen, 2003). Piikladem muize byt
bunécnd signalizace zprostiedkovavana kinasovymi fosforylacnimi kaskadami, které jsou
zapinany a vypinany reversibilnim navazanim ¢i odstranénim fosfatovych skupin (Cohen,
2000) nebo ubikvitinylace cyklind podilejicich se na regulaci bunééného cyklu, ktera urcuje
jejich destrukci v definovanych ¢asovych bodech (Tyers & Jorgensen, 2000).

Pochopeni vztahu mezi PTM a zménami funkei proteind (,,posttranslatomika‘) je
dalsi obrovskou vyzvou pro biologické védy. Proteomika, respektive metody, které vyuZziva,
se staly velmi usp&$nym a efektivnim nastrojem pfi identifikaci proteini v komplexech
a organelach a v dnesni dob¢ je mozné analyzovat stovky proteinll v jediném experimentu.
Jakmile jsou proteiny identifikovany, vyvstdva dalSi otazka, zdali jsou nebo nejsou
posttransla¢né modifikovany a v piipadé, ze ano, jak. OvSem analyza PTM je mnohem
proteinti postacuje sekvencovani nebo zmapovani pouze nékolika peptid, analyza PTM
vyzaduje kompletni pokryti sekvence proteinu. Modifikované proteiny se vyskytuji in vivo
pouze v malych frakcich z celkového zastoupeni proteintt (méné nez 1 %), a proto jsou
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zapotfebi metody, které jsou schopny detekovat velmi nizkd mnozstvi vzorku (mén¢ 5-10
fmol). Dalsim problémem jsou analyzované vzorky, které jsou Casto heterogennimi smésmi
rozdiln¢ modifikovanych a nemodifikovanych proteint. Z tohoto diivodu je nutné vyvijet
nové metodiky separace k ziskani homogennich vzorkt. Ackoliv soucasna proteomika zatim
nevyvinula metodiku, kterou by bylo mozné plosné¢ zmapovat vsechny modifikace proteinti

V burice, jeji potencial a vyznam v oblasti porozuméni PTM je enormni (Seo & Lee, 2004)

Tab. 1.
Nékteré bézné a dulezité posttranslaéni modifikace (piepracovano z Mann & Jensen, 2003)
Typ PTM A Mr® Modifikované Stabilita® Funkce a poznamky
(Da) aminokyselinové
reziduum
Fosforylace +80 Tyr +++ Reverzibilni,
Ser +/++ aktivace/deaktivace enzymové
Thr +/++ aktivity, modulace

molekuldrnich interakci,
signalizace

Acetylace +42 S, K +++ Stabilita proteint, chréanéni
N-konce. Regulace interakci

protein-DNA (histony)

Methylace +14 K +++ Regulace genové exprese

Acylace, modifikace Bunécna lokalizace a cileni

mastnou kyselinou signald, vazba na membrany,
Farnesylace +204 C +++ medidtor protein-protein
Myristoylace +210 G, K +++ interakci
Palmitoylace +238 C (S, T, K) +/++
atd.

Glykosylace Exkretované proteiny,
N-glykosylace >800 N +/++ rozpoznavani/signalizace
O-glykosylace 203, S, T +/++ burika-bunka, reverzibilni,

>800 regulac¢ni funkce

GPI kotva >1000 C-konec ++ Glykosylfosfatidylinositolovéa

(GPI) kotva. Vazani enzymi a
receptortd na membrany,
prevazné na vnéjsSi stranu
plazmatické membrény
Hydroxyprolin +16 P +++ Stabilita proteinu a interakce

protein-ligand

Sulfatace +80 Tyr + Moduldtor interakci protein-

protein a receptor-ligand
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Tvorba disulfidové -2 C ++ Intra- a intermolekuldrni

vazby ,Ccrosslink", stabilita
proteinu

Deaminace +1 N, +++ MoZny reguldtor interakci
protein-protein a protein-
ligand

Pyroglutamova -17 Q +++ Stabilita proteinu, blokovani

kyselina N-konce

Ubikvitinylace >1000 K +/++ P¥eruSeni signédlu. Po
tryptickém Stépeni je
ubikvitinylac¢ni misto
modifikovano dipeptidem Gly-
Gly

Nitrace +45 Y +/++ Oxidativni poskozeni béhem
zanétu

*Kompletnéjsi seznam PTM A Mr hodnot 1lze nalézt na internetové strance:
http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home
http://www.unimod.org

®Stabilita: + labilni pfi tandemové hmotnostni spektrometrii, ++ mirné stabilni, +++ stabilni.

2. Klasifikace a struktura glykanovych komponent

Vyznamnym znakem proteomu V eukaryotickych bunkach je skutecnost, ze vétSina
proteint je objektem PTM, z nichz pravé glykosylace je nejbéznéjsi formou. Odhaduje se, ze
vice nez polovina vSech doposud charakterizovanych proteint jsou glykoproteiny. Cukerné
slozky glykoproteini vykonavaji kritické biologické funkce pii sbaleni proteind,
rozpoznavani receptori, imunitnich odpovédich, interakcich buiiky s okolim a pfi mnoha
dalsich bunéénych procesech (Varki, 1993).

Glykosylace jsou klasifikovany podle typu atomu, pies ktery jsou glykany ptipojeny
k proteinu. Prvnim a nejcastéjs$im typem je N-glykosylace a druhym je O-glykosylace. Tteti
hlavni tfidou jsou glykosylace lipida (Herget et al., 2009), o kterych se v této praci nebude

pojednavat.

2.1 N-glykosylace

Vsechny eukaryotické builky exprimuji glykoproteiny, které maji glykany
kovalentné pfipojeny pies amidovy atom dusiku asparaginu (Asn). N-glykany jsou vazany
na protein pouze v mistech s aminokyselinovou sekvenci Asn-X-Ser/Thr - tzv. ,sekvon®
(kde X je jakakoliv aminokyselina mimo Pro; Marshall, 1972). Oligosacharidové
intermediaty, které maji byt inkorporovany do struktury proteinu, jsou syntetizovany
kontrolovanym mechanismem, ktery je zprostiedkovan multi-enzymovym komplexem

oligosacharidyltransferasou - OST (Kaplan et al., 1987). OST katalyzuje pienos
14



oligosacharidu o slozeni GlczManyGIcNAc, (obr. 1a) zaktivovaného dolichol
pyrofosfatového prekurzoru na vznikajici polypeptidovy fetézec. Tento intermediarni
oligosacharid je nasledné upravovan v procesu, ktery je v souladu se spravnym slozenim
(,,folding™) proteinu (Helenius & Aebi, 2001). Béhem transportu oligosacharidu na Asn
reziduum slouzi hydroxyaminokyselina v pozici +2 (Ser/Thr) jako donor vodiku pro
vytvoieni vodikového mustku, ktery je nezbytny pro funkci enzymu OST (Imperiali &
Hendrickson, 1995, Wopereis et al., 2006). Ovsem ne vSechny sekvony pfitomné v proteinu
jsou glykosylovany. V praxi to znamena, Ze piitomnost sekvonu je pro glykosylaci nezbytna,
ale neni sama o sob¢ podmifiujicim kritériem ptitomnosti glykanu v daném misté (Apweiler
etal., 1999).

(a)

(b)

Symbol  Zkratka Monosacharid Symbol Zkratka  Monosacharid
O Gal Galaktosa . Man Mannosa
D GalNAc N-Acetylgalaktosamin . ManNAc  N-Acetylmannosamin
N GalN Galaktosamin B ManN Mannosamin
<]> GalA Galakturonovakyselina 0 ManA Manuronovakyselina
. Glc Glukosa ’ Kdn 2-Keto-3-deoxynonovakys.
. GIcNAc N-Acetylglukosamin ’ NeuS5Ac  N-Acetylneuraminonova kys.
B GlcN Glukosamin < Xyl Xylosa
Q GlcA Glukuronova kyselina Q IdoA Iduronova kyselina
A Fu Fukosa O Neu5Gc  N-Glykolylneuraminové kys.

Obr. 1

(a) Struktura tetradekasacharidu GlczMangGIcNAC,, ktery byva nékdy také oznaovan za prekurzor
N-glykant. Glykosidové vazby jsou oznaceny spojujicimi Carami mezi monosacharidovymi
jednotkami. U kazdé vazby je oznaCena pozice vazby a anomerni stav. (b) Symboly znacici cukerné
struktury schvélené podle organizace ,,Consortium for Functional Glycomics® (CFG). Kruhy znaci
hexosy, Ctverce N-acetylhexosaminy, diagonalné rozd€lené Ctverce hexosaminy a diamanty kyselé
cukry. Fukosa a iduronova kyselina jsou v L-konfiguraci, v8echny ostatni zdkladni monosacharidy
jsou v D-konfiguraci (www.functionalglycomics.org).

-ptepracovano z Herget et al., 2009 pomoci programu Glycoworkbench (Ceroni et al., 2008)
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Az na n€kolik vyjimek (Spiro, 2002) sdileji vSechny N-glykany jeden spolec¢ny
strukturalni motiv, tzv. jadro, jehoz struktura je ManzGICNAC, (obr. 2a) a od n€hoZ jsou
odvozeny dalsi tfi topologické tfidy. Pokud jsou k tomuto jadru pfipojeny vyhradné
mannosova rezidua, jedna typ s vysokym obsahem mannosy - ,high-mannose“ (obr. 2b).
Komplexni typy vétSinou neobsahuji dalsi mannosy, ale spiSe se u nich vyskytuji GlcNAc
ptimo pfipojené ke dvéma vétvim N-glykanového jadra. K témto komplexnim typiim mohou
byt navic navazany sialové kyseliny, a galaktosova a fukosova rezidua (obr. 2c, e).
Poslednim béznym typem jsou tzv. hybridni typy, které obsahuji jak motiv s vysokym
obsahem mannosy, tak komplexni (obr. 2d). Dalsi empirické strukturni odlisnosti N-glykant

zahrnuji fukosylace a pfipojovani riznych antén (obr. 2e, f; Dennis et al., 1999).

Obr. 2

Bézné tiidy N-glykand. Sedé ramecky oznaduji typické strukturni rysy vedouci k p¥islusné klasifikaci
glykanu: (a) Zéakladni jadro typické pro viechny N-glykany; (b) Typy s vysokym obsahem mannosy
vznikaji upravou vychozi struktury GlcsMangGICNAC, (viz obr. 1a), ktera je transportovana na Asn
reziduum glykoproteinu; (c) N-glykanové jadro je dale rozsifovano piipojenim GlcNAcC a Gal rezidui,
¢imz vznika komplexni tfida N-glykant; (d) Hybridni tfida obsahuje jak znaky typu s vysokym
obsahem mannosy, tak komplexnich typd; () N-glykan se étyfmi anténami s a(1-3) L-fukosou
ptipojenou v oblasti jadra; (f) N-glykan s oddélenymi anténami. PomysIné rozpileni struktury je
definovano ptipojenim B (1-4) D-GIcNAC Kk centralni mannose tvofici jadro.

-ptepracovano z Herget et al., (2009) pomoci programu Glycoworkbench (Ceroni et al., 2008)
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2.2 O-glykosylace

Obecné mluvime o O-glykosylaci proteinu, pokud je navazan mono- nebo
oligosacharid na aminokyselinové reziduum s funkéni hydroxylovou skupinou. Konkrétné se
jedna o aminokyseliny serin (Ser), threonin (Thr) nebo v men$i mife tyrosin (Tyr),
hydroxyprolin a hydroxylysin. Na rozdil od N-glykosylace, u které je za pocatecni krok
(ptenos prekurzového oligosacharidu na Asn) zodpovédny jediny enzym lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu - OST, piipojeni monosacharidu na aminokyselinu
u O-glykosylace mize katalyzovat nékolik rozdilnych glykosyltransferas (GT). To mize byt
také diivodem, pro¢ prozatim nebyl definovan zadny vyrazny sekvencni motiv pro vyskyt
O-glykosylace srovnatelny se sekvonem pro N-glykosylace (Wopereis et al., 2006). SloZitost
stanoveni takového sekvonu ilustruje i skutecnost, ze i kdyby kazdy rozdilny enzym
zodpovédny za pocatecni krok O-glykosylace preferenéné rozpoznaval urcity sekvenéni
motiv, vysledkem by byly pouze nejednoznaéna data pro O-glykosylované proteiny, protoze
by se sekvenéni motivy pro rozdilné GT mohly navzajem pickryvat (Herget et al., 2009).

Z historickych dtvodi je O-glykosylaci rozuméno ptipojeni GaINAc v a-konfiguraci
k Ser nebo Thr reziduu ¢innosti ¢lentt enzymové rodiny GalNAc transferas v sekre¢ni draze
béhem zrani proteinu v endoplazmatickém retikulu (ER) a Golgiho aparatu (GA). Z tohoto
pohledu mohou byt O-glykany definovany rozdélenim do osmi podtiid podle vyskytu
béznych strukturdlnich motivi na redukujicim konci a jednd se zde pouze o tzv.
O-glykosylaci mucinového typu (obr. 3; Herget et al., 2009). Budeme-li pouZivat obecnou
definici O-glykosylace, Ize je klasifikovat podle prvniho sacharidu vazaného na Ser, Thr

nebo hydroxylysin proteinu na sedm hlavnich tiid (tab. 2; Wopereis, et al., 2006).
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Tab. 2
Sedm hlavnich tiid O-glykosylaci (pfepracovano z Wopereis, et al., 2006)

Typy O-glykani u ¢&lovéka

Typ O-glykanu Struktura a peptidova vazba Glykoprotein
Sekretované + proteiny
Mucinovy typ (R) -GalNAc (al) -Ser/Thr .
plasmatické membrany
GAG (R)-GlcA (B1-3)Gal (B1-3)Gal (B1-4) Xyl (Bl) -Ser Proteoglykany
0-GlcNAc GlcNAc (B1) -Ser/Thr Jaderné a cytoplasmatické
O0-Gal Glc (al-2)+Gal (B1)-O-Lys Kolageny
O-Man -uAc (a2-3) Gal (f1-4) GlcNAc (Bl-2)Man (al) -Ser/Thr a-Dystroglykan
0-Glc Xyl (a1-3) Xyl (al-3)+-Glc (B1) -Ser EGF proteinové domény
O-Fuc -uAc (a2-3) Gal (B1-4) G1cNAc (B1-3) Fuc (al) -Ser/Thr EGF proteinové domény
Glc (B1-3) Fuc (al) -Ser/Thr TSR repetice
Jadrol O B-D-Gal(1-3)a-D-GalNAc

Jadro2 i B-D-GIcNAC(L-6)[p-D-Gal(1-3)]a-D-GalNAC
A 3

Jadro3 | B-D-GIcNAc(L-3)a-D-GalNAc

Jadro4 Fre B-D-GIcNAC(1-6)[-D-Glc(1-3)]a-D-GalNAc
P 3

Jadro5 [ =1 a-D-GalNAc(1-3)a-D-GalNAc

Jadro6 | il B-D-GIcNAC(1-6)a-D-GalNAc

Jadro7 el o-D-GalNAC(1-6)a-D-GalNAC

Jadro8 O] a-D-Gal(1-3)a-D-GalNAc

Obr. 3

Osm jader O-glykani mucinového typu ma vzdy spoleény D-GalNAc a navzijem se rozliSuji podle
béZnych strukturnich elementt na redukujicim konci.

-ptepracovano z Herget et al., (2009) pomoci programu Glycoworkbench (Ceroni et al., 2008)
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3. Biosyntéza oligosacharidi

3.1 Obecné rysy biosyntézy oligosacharidu

Na biosyntéze oligosacharidii se primarné podileji enzymy GT, které postupné
pripojuji jednotlivé oligosacharidy do linearnich a vétvenych cukernych fetézcii. Pro tento
ucel musi byt monosacharidové jednotky bud’ importovany do bunky, nebo ziskany
z ostatnich cukrd uvniti buiky. Obecné jsou pro syntézu vSech glykokonjugati vyzadovany
stavebni jednotky v podobé aktivovanych cukernych nukleotidovych donorid. Jiz dlouhou
dobu je znamo, Ze nukleotid uridin trifosfat (UTP) reaguje s glykosyl-1-P za tvorby
cukerného nukleotidového donoru S vysokym obsahem volné energie, ktery muze
participovat v syntéze glykokonjugat. Jakmile jsou cukerné nukleotidy nasyntetizovany
v cytosolu (nebo v ptipadé cytidin-5"-monofosfat-N-acetyl-uraminové kyseliny CMP-usAc
v jadie), jsou topologicky translokovany nejcastéji do ER nebo GA. Negativni naboj
cukernych nukleotidi jim brani v jednoduché difuzi skrz membrany do kompartmentti. Proto
pro n¢ musely eukaryotické buiilky vyvinout transportéry nevyzadujici energii, jimiz by se
dostaly cukerné nukleotidy do lumenu zminénych organel (Varki et al., 1999).

U eukaryot je znamo vice nez 10 biosyntetickych drah, které pfipojuji glykany
na proteiny a lipidy (Spiro, 2002; Freeze, 2006). V databazi ,,KEGG PATHWAY* (,,Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes*; http://www.genome.jp/kegg/pathway.html; Kanehisa
et al., 2004; Kanehisa et al., 2006) je kolekce map drah reprezentujicich soucasné
biochemické poznani o molekularnich interakcich a reakénich sitich a zahrnuje 18 drah pro
biosyntézu komplexnich cukrl a jejich metabolismu a 20 metabolickych drah, na kterych
cukry participuji. Na biosyntéze cukernych struktur nalezenych na proteinech a lipidech se
podili vice nez 200 enzymu a vice nez 30 riznych enzymii ma pfimou funkci v biosyntéze
jediného glykanu. Jednou z nejlépe charakterizovanych drah je biosyntéza komplexnich
oligosacharidu, které jsou pfipojeny k proteinu pres atom dusiku aminokyseliny Asn, ¢imz
vznikaji N-glykoproteiny (Helenius & Aebi, 2004; Konrfeld & Kornfeld, 1985; Helenius &
Aebi, 2001). Kromé vsech eukaryontnich bunék se glykosylace proteini odehrava v mnoha
archeobakteriich a vyjime¢né byly popsany i glykosylace v bakteriich (Benz & Schmidt,
2002).

O-glykosylace, kde jsou cukry prevazné piipojeny k Ser a Thr, se odehrava
posttranslacné v GA. Monosacharidy jsou pfipojovany jeden za druhym sérii reakci. To je
v kontrastu s N-glykosyla¢ni drahou, kde je prekurzorovy oligosacharid transportovan
v bloku na Asn. Druhym dutlezitym rozdilem je, Ze neni znamy Zadny typicky sekvencni
motiv pro vyskyt O-glykosylace, ktery by byl analogicky znAmému motivu u N-glykosylace
- Asn-X-Ser/Thr; X # Pro (Wopereis et al., 2006).
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3.2 Biosynteticka draha vedouci k N-glykaniim

N-glykosylace je nejcastéjsi modifikaci sekre¢nich a membranovych proteint
Vv eukaryontnich buiikach (Helenius & Aebi, 2001). Proteiny prochazejici sekre¢ni drahou
ER-GA jsou transportovany na bunéény povrch, odkud jsou poté exportovany nebo
ukotveny do plazmatické membrany, extracelularni matrix nebo bunééné stény. Glykany
pfipojené k témto glykoproteiniim ¢ni ven z buiiky a tvoii ¢ast glykokalyxu, coz je hutné
a komplexni uspotfadani cukrd, které pokryva vSechny bufiky v piirodé (Helenius & Aebi,
2001).

N-glykany jsou syntetizovany velmi starym, evolu¢né vysoce zakonzervovanym
procesem. Jejich syntézu lze rozdélit do Ctyi etap: (a) tvorba prekurzoru oligosacharidu,
ktery je napojen na lipid; (b) transfer celého bloku na polypeptidovy fetézec; (c) pocatecni
upravy; (d) findlni zkracovani a prodluZovani oligosacharid. Zatimco prvni tii kroky se
odehravaji v ER (obr. 4), kone¢né zkracovani a prodluzovani glykant je provadéno v GA.
Kazda jednotliva GT vykazuje silnou preferenci vicijednotlivym oligosacharidovym
motiviim, coz je zékladnim fidicim elementem této linearni, krokové biosyntetické drahy
(von der Lieth & Liitteke, 2009).

Glykosylaéni proces je zahajen v ER, kde je na lipidovy pienase¢ dolichol pyrofosfat
nashromazdén tetradekasacharid GlcsManyGICNAC,, ktery byva neékdy také oznacovan
za prekurzor N-glykant.. Tento celek je poté transportovan na vybrana Asn rezidua
polypeptidového fetézce. Biosyntéza samotného prekurzoru zacina v cytoplazmé a zahrnuje
translokaci heptasacharidu MansGIcNAC, napojeného na lipid do ER (Helenius et al., 2002).
Zde je dosyntetizovan do jeho zékladni podoby tetradekasacharidu GlczMangGIcNAC,-PP-
Dol. Ptenos prekurzorového oligosacharidu na Asn reziduum nascentniho proteinu je
katalyzovan OST (Kaplan et al., 1987). Vzhledem k tomu, Ze ke glykosylaci dochazi ve
chvili, kdy je protein v nesbaleném stavu, lIze klasifikovat tento proces za Kkotransla¢ni

proteinovou modifikaci (Yan & Lennarz, 1999).
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Obr. 4

Biosyntetickd draha N-glykand - biosyntéza oligosacharidu vazaného na lipid a jeho transfer

k nascentnimu polypeptidovému fetézci v ER. V modrych rameécich jsou zobrazeny evolu¢né
zakonzervované ALG (,,asparagin-linked glycosylation*) enzymy a nékteré dalsi proteiny podilejici se
na této draze. V riZovych rameécich jsou oznageny vrozené nemoci (CDG-,,congenital disorders of
glycosylation®) zptisobené vadnou funkci enzymu a naslednou nespravnou glykosylaci. Nemoci jsou
klasifikovany podle enzymu, jehoz funkce je nespravna (la-IL viz. Freeze, 2006). Syntéza zacina
na cytoplasmatické stran¢ ER. UDP-GIcNAc a GDP-Man jsou donory cukrl, které jsou
transportovany na dolichol (Dol). MansGIcNAC,-PP-Dol je poté prenesen na luminalni stranu ER
s pomoci Rftl (flipasa). Ten je postupné prodluzovan, az dosahne struktury GlcsMangGICNAC,-PP-
Dol, pti¢emz vyuziva jako donory monosacharidi Dol-P-Man a Dol-P-Glc. Oligosacharid je nasledné
ptipojen oligosacharidyltransferasou (OST) k dusiku amidové skupiny Asn rezidua, které je umisténo
v sekvenci Asn-X-Ser/Thr nascentnich proteint. Glykosylace probiha ve chvili, kdy neni polypeptid
sbalen do své kone¢né podoby. Proto miize byt tento proces klasifikovan jako kotransla¢ni modifikace
proteind.

-ptfepracovano s mensimi upravami z Helenius & Aebi, 2004 pomoci programu Glycoworkbench;
Ceroni et al., 2008)

Pocate¢ni upravy tetradekasacharidu napojeného na peptid se uskute¢nuji krokovym
odstranénim tii glukosovych rezidui dvéma exoglukosidasami. Oba enzymy jsou soucasti
tzv. kalnexin/kalretikulinového cyklu, coZ je systém kontroly kvality sbaleni proteint
(Williams, 2006). Jakmile jsou proteiny spravné sloZeny, opoustéji kontrolni cyklus a jsou

transportovany z ER do GA. Béhem prichodu ER a v cis GA dochazi k odstrafiovani
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nékterych nebo vSech mannosovych rezidui napojenych a-1,2-vazbou, na kterém se podili
cela série enzymtl mannosidas. Ve stiedni ¢asti GA a v trans GA jsou glykanové fetézce dale
upravovany na zakladni, komplexni nebo hybridni typy N-glykanovych struktur (viz
predchozi kapitola), které mohou obsahovat i vice nez pét antén (obr. 5). Bianténové glykany
JSOU nejvice zastoupenym typem, ale vyjimkou nejsou i tri- a tetraanténové struktury (von
der Lieth & Liitteke, 2009).

Stfedni-Golgi
Cis-Golgi

Endoplazmatické retikulum

Sialyltransferasy

GIcNAc Galaktosyl-

o |e— 1
Glukosidasa | Transferasall — Transferasa

ER-Mannosidasa GA. GlcNAc GA.
Mannosidasy ~ Transferasa Mannosidasa
IA,IB, IC I

--Asn-- --Asn-- —-Asn--  —-Asn-- --Asn-—-  --Asn--

Obr. 5

Biosynteticka draha N-glykant - pretvafeni zakladnich N-glykand na komplexni struktury, pfi
transportu z ER do GA. H-d po prfenosu na nascentni polypeptidovy fetézec je N-glykan dale
upravovan. Nejprve postupnym odstranénim koncovych glukosovych jednotek exoglukosidasami.
Glukosidasa I zodpovida za odstranéni terminalni glukosy a glukosidasa II odstépuje ob¢ zbyvajici
glukosova rezidua, pfi¢emz posledni glukosa ma vyznamnou funkci v procesu kontroly spravného
sbaleni proteinu (obr. 6). Po spravném sbaleni je glykosylovany protein pfipraven k transportu z ER
do GA. Po tupravé glukosidasami je struktura osekavana sérii mannosidas, které odstranuji néktera
nebo vSechna mannosova rezidua napojena a-1,2-glykosidovou vazbou. Tato uprava zacina v ER
a pokracuje v cis GA. Nasledna piestavba N-glykanového jadra se odehrava ve stfednim a trans GA
a jejim vysledkem jsou komplexni nebo hybridni typy glykanti, které mohou obsahovat i vice nez pét
antén. Ackoliv jsou bianténové glykany nejéast&jsi, bézné jsou i tri- a tertraanténové struktury.
-pfepracovano s mensimi Upravami z von der Lieth & Liitteke, 2009 pomoci programu

Glycoworkbench; Ceroni et al., 2008)
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3.2.1 Systém kontroly kvality — ,monitoring® spravného sbaleni (,,foldingu*)
glykosylovanych proteint

N-glykany hraji neptimou roli v procesu sbaleni proteinti. Tato funkce je zaloZena na
vazani nov€ nasyntetizovanych glykoproteind na lektiny v ER, kde proteiny prochazejici
sekre¢ni drahou ziskavaji spravnou tercidrni strukturu. Behem tohoto procesu slouzi glykany
jako tiidici signdly, se kterymi buiilka naklada tak, aby odrazely momentalni stav o slozeni
proteinu. Nespravné sblalenym proteinim je tak zabranovano v opusténi ER a naslednému
vstupu do GA (Parodi, 2000; Lowe & Marth, 2003).

Finalnim krokem v tvorbé vychoziho oligosacharidu vazaného na lipid
Vv biosyntetické draze N-glykant je pfidani koncového glukosového rezidua a-1,2-vazbou,
¢imz se vytvoii GlcsMangGICNAC, (obr. 1a). Pripojeni terminalni glukosy ma velkou
dilezitost, a to z toho divodu, ze slouzi jako rozpoznavaci determinanta substratu pro OST
(Burda & Aebi, 1998). lhned po pfipojeni prekurzoru N-glykant na rostouci polypeptidovy
fetézec odstrani enzym glukosidasa tu vnéjSi ze tfi pfitomnych glukos a vytvori se
Glc,MangGIcNAC,. Nasleduje odstranéni dalsi glukosy enzymem glukosidasou II a vznika
Glc;ManyGIcNAC,. Glykoproteiny s Glc;MangGIcNAC, epitopem jsou rozpoznavany
lektinovymi doménami dvou ER-rezidentnich lektinovych chaperonli, membranovym
kalnexinem (CNX) a jeho rozpustnym homologem kalretikulinem (CRT; obr. 6; Williams,
2006).

Vétsing proteinti sbalenych v ER se tvofi disulfidové vazby oxidacnim procesem
katalyzovanym thiol-disulfidoxidoreduktasami. CNX a CRT tvofi komplex s blizkym
homologem proteinu disulfidisomerasy (PDI) ERp57, ktera ma ¢tyfi domény podobné
thioredoxinu a ktera katalyzuje tvorbu disulfidové vazby a izomerizaci (Williams, 2006).
Kdyz glukosidasa II odstrani zbyvajici terminalni glukosu z glykoproteinu navéazaného
na CNX/CRT , vytvoii se GlcMangGICNAC, a glykoprotein disociuje z CNX/CRT. Nyni je
protein schopen opustit ER, a to az do té doby, dokud neni rozpoznan rozpustnym enzymem
UDP-Glc: glykoprotein glukosyltranferasou  (UGGT). UGGT  reglukosyluje  pouze
nekompletné sbalené proteiny a slouzi tak v cyklu jako ¢idlo kontrolujici sbaleni proteint.
Pokud je glykoprotein reglukosylovan, navaze se zpét na lektiny a v tomto cyklu zistava
do té doby, nez dojde k jeho spravnému sbaleni, oligomerizaci nebo degradaci. Pokud dojde
k blokaci N-glykosyla¢ni drahy, mnoho polypeptidi nedosahne spravného nebo kompletniho
sbaleni (Helenius & Aebi, 2001; Helenius & Aebi, 2004). Neschopnost zaujmout nativni
konformaci zptsobi, Ze takové proteiny neprojdou kontrolou kvality v ER a jsou zde

zadrzovany a nakonec degradovany (Ellgaard & Helenius, 2003; Spiro, 2004).
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Obr. 6

Navrzeny mechanismus kontrolniho systému, ktery zprostiedkovava spravné sbaleni glykosylovanych
proteinti. Nascentni protein vstupuje do lumenu ER ptes translokon. OST (oligosacharidyltransferasa)
rozpozna sekvence Asn-X-Ser/Thr, coZ jsou potencialni mista glykosylace a pfipojuje zde jiz piedem
ptipraveny tetradekasacharid GlcsMangGICNAC,. Nasledné jsou rychle odstranéna dvé vnéjsi
glukosova rezidua enzymy glukosidasou I a II a vytvoii se oligosacharid Glc;MangGIcNAC,, ktery je
rozpoznan kalnexinem (CNX) nebo jeho rozpustnym homologem kalretikulinem (CRT; neni
zobrazeno). Cykly uvolnéni a navéazani glykoproteinu jsou vyhradné kontrolovany odstranénim
a zpétnym navazanim koncového glukosového rezidua glukosidasou II respektive UDP-
glukosa:glykoprotein glukosyltransferasou (UGGT). UGGT je senzorem sbaleni, protoZe jako jedina
reglukosyluje non-nativni glykoproteinové konfomery. Vazani chaperonu slouzi k udrzeni non-
nativnich glykoproteinti uvnité ER a také k naverbovani ERp57, coz vede K tvorbé disulfidové vazby
a izomerizaci. Sbaleni se uskuteéiiuje po uvolnéni glykoproteinu z chaperonu. Dochazi k dal§imu
sestfihu oligosacharidu a exportu do GA. Nesbalené glykoproteiny, které zistavajici delsi ¢asovy usek
v CNX cyklu jsou sestiihdvany mannosidasou I. Vznika oligosacharid o struktuie MangGIcNAC,,
ktery rozpoznava lektin oznaCeny EDEM. EDEM je soucasti signalu vedouciho k retrotranslokaci
a nasledné degradaci proteinu v proteasomu (ER-associated degradation ERAD; Ireland et al., 2006).
-ptepracovano s mens§imi Gpravami z Williams, (2006) pomoci programu Glycoworkbench; Ceroni et
al., 2008)

3.4 Biosynteticka draha vedouci k O-glykanam

Na rozdil od biosyntézy N-glykanti, kdy se pocatecni krok odehrava kotranslacné
a tedy jesté pred tim, nez je protein shalen do své nativni struktury, biosyntéza O-glykand
probiha aZ po sbaleni a oligomerizaci proteinti v ER nebo v jednom z kompartmentd GA

(Brockhausen, 2006; Wopereis et al., 2006). Jak jiz bylo zminéno diive, O-glykosylace

24



proteinu zacina ptipojenim jednoho monosacharidu na hydroxyaminokyseliny Ser nebo Thr.
Typ cukerného rezidua na redukujicim konci glykanového fetézce (GalNAc, Xyl, GlcNAc,
Gal, Man, Glc nebo Fuc) uréuje tiidu, do které O-glykan spada (Wopereis et al., 2006).

GalNAc pripojeny a-glykosidovou vazbou na Ser nebo Thr (tzv. Tn antigen), tvofi
zaklad mucinového typu O-glykosylace. V zavislosti na cukernych reziduich piimo
ptipojenych ke GalNAc a druhu jejich vazeb, se rozliSuje na osm typli mucinovych
jadrovych struktur. Podobné jako N-glykany mohou byt tyto struktury dale rozsifovany.
Enzymy GT zodpovédné za prodluzovani, vétveni a ukoncovani glykanovych fetézcd, jsou
regio- a stereospecifické. To V praxi znamend, Ze piipojuji urcity monosacharid uréitou
vazbou ke specifickému motivu jiz pfitomného glykanového fetézce. Obvykle ovSem
nevykazuji specificnost vii¢i zakladnimu jadru dan¢ho glykanu. Diky tomu mohou stejné
enzymy modifikovat terminalni ¢asti N-glykani i mnoha O-glykant (Wopereis et al., 2006).

Dalsim béznym typem O-glykant jsou glykosaminoglykany (GAG). GAG jsou
dlouhé, linearni polysacharidy, které obsahuji repetitivni disacharidovou jednotku skladajici
se z GIcNACc nebo GalNAc rezidua spojeného s GICA, IdoA nebo Gal reziduem. V zavislosti
na slozeni této disacharidové jednotky se rozlisuji tii rozdilné tfidy GAG: (a) dermatan sulfat
a chondroitin sulfat (IdoA/GlcA + GalNAc); (b) heparin/heparan sulfat (GlcA/IdoA +
GIcNAC); (c) keratan sulfat (Gal + GIcNAc). Pojmenovani téchto glykosaminoglykant
reflektuje tkan, ze které byly ptivodné izolovany. Napt. hyaluronova kyselina a chondroitin
sulfat, dermatan sulfat a keratan sulfat jsou odvozeny od hyalinnich membran, chrupavky
a kiize. Zatimco keratan sulfat je spojen s proteinem pies N-glykosidovou vazbu nebo
O-glykanové jadro 2 (Funderburg, 2000), ostatni GAG jsou piipojeny K Ser pies spojovaci
tetrasacharid (GlcAB1-3GalB1-3GalB1-4XylB1; Wopereis et al., 2006; Raman et al., 2005).
Hyaluronan, ¢tvrta téida GAG (GIcA + GIcNAC), neni napojen K proteinu vitbec (Raman et
al., 2005). Elongace GAG fetézct je Casto doprovazena modifikaénimi kroky, pfi kterych
mohou byt Glc epimerizovany na IdoA a navic jsou pfidany sulfaty. V pfipad¢
heparin/heparan sulfatu mize nastat N-sulfatace na C2 atomu po N-deacetylaci (Aikawa et
al., 2001). Produkt jednoho modifika¢niho kroku je substratem v kroku dalsim, coz vede
k charakteristickym sulfatovym motivim. Kromé nékterych sulfotransferas, transferasy,
které hraji roli v biosyntéze GAG, jsou specifické prave pro tyto Ctyfi biosyntetické drahy
a nezasahuji do biosyntézy jinych tiid glykokonjugati (Wopereis et al., 2006; Liu &
Pedersen, 2007).

GIcNAc napojeny pres O-glykosidovou vazbu je reverzibilnim typem
O-glykosylace, ktera zahrnuje pouze jediné GlcNAc reziduum pfipojené k Ser nebo Thr. Na
rozdil od ostatnich glykosyla¢nich tiid, O-GICNAC neni pifidan béhem prichodu sekre¢ni
drahou vER nebo GA. Namisto toho enzymy, které katalyzuji piipojeni (O-GIcNAC

transferasa, OGT) a odstranéni (B-N-acetylglukosaminidasa, O-GIcNAcasa) GIcNAc se
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nachazeji v jadie a cytosolu, kde se podileji na regulaénich procesech (Wells & Hart, 2003;
Vosseller et al., 2002).

O-mannosylglykany byly poprvé objeveny v kvasinkach a po dlouhou dobu se mélo
za to, Ze jsou specifickym typem glykosylace u plisni. Postupem ¢asu byly nalezeny
i v glykoproteinech nebo glykopeptidech rezidujicich v savéim mozku, nervovych buikach
a kosternim svalstvu (Wopereis et al., 2006; Willer et al., 2003). Biosyntetickd draha
O-mannosylace kvasinkového typu se lisi od biosyntéz O-glykani popsanych vyse.
Predchozi biosyntézy se prevazné odehravaji v GA a vyzaduji aktivované formy cukru jako
donory cukru. Podobaji se tak procesim prodluzovani N-glykanovych fetézcu. Pocatek
O-mannosylace probiha v kontrastu s timto v ER. Podobné jako u N-glykosylace je v prvnim
kroku transportovan aktivovany cukr  dolichol-fosfat-p-mannosa  (Dol-P-B-Man)
k proteinovému fetézci (Willer et al., 2003). Po pienosu prvni mannosové jednotky
na protein dochazi k dalsimu prodlouzeni O-mannosylglykant, ale jiz v GA. Stejné jako
ostatni glykosyltransferasy lokalizované v GA, vyZzaduji pro reakci aktivované cukry jako
donory (Willer et al., 2003).

3.5 Funkce O-glykant

K béznym funkcim N- a O-glykani patii alternace vlastnosti proteinii nebo napt.
slouzi jako rozpoznavaci epitopy. O-glykany mucinového typu a GAG O-glykany zastavaji
jesté jednu esencialni roli a tou je vazba vody. Proteiny zvané muciny, které se ve velkém
mnozstvi vyskytuji na mukosalnich membranach, jsou velmi hust¢ O-glykosylovany
mucinovym typem glykan. O-glykany jsou velmi Casto sialovany, coz jim propujcuje
negativni naboj, ktery jim umoznuje zachycovat ionty a vazat velké mnozstvi vody. Muciny
jsou zesitovany intra- nebo intermolekularnimi disulfidovymi vazbami a tvofi rosolovity
matrix. Vznikly sliz tvofi §tit, ktery chrani epitelidlni bunky lezici pod nim pred patogeny
a napf. v piipadé traviciho traktu také pied proteolytickymi enzymy, které jsou organismu
vlastni (Wopereis et al., 2006).

Druhou ttfidou proteint, ktera vyuziva O-glykany k vazani vody jsou proteoglykany.
Jsou to glykoproteiny nesouci GAG glykosylace a jsou schopny vézat 1 az 130 GAG
fetézci. Tyto fetézce mohou byt relativné velké (kazdy mize mit vice nez 150
monosacharidi), takZze molekulova hmotnost glykanové ¢asti Casto vyznamné piesahuje
hmotnost samotného proteinu. Proteoglykany jsou jednou z hlavnich komponent chrupavek.
Voda, ktera je vazana GAG fetézci umoznuje tkani se reverzibilné¢ deformovat a tak
absorbovat tlak. Degradace chondralnich proteoglykant je jednim z hlavnich patologickych
ptiznakt artritidy (Caterson et al., 2000). GAG fetézce se také podileji na shromazdéni
a stabilizaci protein-proteinovych komplexii v extracelularnim matrix (napf. vazba rustovych

faktort na jejich receptory) nebo slouzi jako ko-receptory. Timto zpisobem moduluji riizné
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regulacni a signalni procesy (Raman et al., 2005; Bishop et al., 2007). Heparan sulfatové
proteoglykany maji funkci pfi zanétlivych procesech po zranénich, kdy verbuji leukocyty do
poskozené oblasti (Bishop et al., 2007). V klinické praxi se heparin/heparan sulfat pouziva
jako antikoagulant (Liu & Pedersen, 2007).

O-GlcNAc modifikace se spise podoba fosforylaci nez ,klasické™ glykosylaci a to
V tom piipadé, pokud je na jedno modifikacni misto jedno cukerné reziduum. Podobnost
s fosforylaci spocivd v dynamickém piipojovani a odstrafiovani GIcNAc. V obou ptipadech
se jednd o regula¢ni modifikace, které¢ Casto navzajem pracuji kompetitivnim zplisobem.
Takovato situace nastava, kdyz je dana aminokyselina cilem obou modifikaci, nebo kdyz
O-GIcNAc znemoziuje kinase fosforylovat aminokyselinova rezidua nachazejici se v jeho
blizkosti. Jako ptiklad 1ze uvést C-koncovou doménu RNA polymerasy II. O-GIcNAC se
podili na transkrip¢ni regulaci modifikovanim této polymerasy, transkrip¢nich faktort c-myc
nebo spl (Wells & Hart, 2003; Vosseller et al., 2002).

3.6 Mnoho rozpustnych a povrchovych proteini obsahuje malé klastry O-glykani

Na rozpustnych a povrchovych proteinech lze nalézt glykosylovana Ser a Thr
rezidua a malé klastry O-glykani mucinového typu. Tato glykosylaéni mista jsou
charakteristicky lokalizovana v pantové nebo spojovaci oblasti mezi sloZzenymi
a globularnimi doménami v multidoménovych proteinech. Ptikladem miize byt molekula
IgAl, kterd je glykosylovana v pantovém regionu mezi Fab a Fc ¢astmi tézkého tetézce,
0 niz bude jesté v této praci pojednano podrobnéji. Dal§im piikladem je makrofag-
mannosovy receptor, ktery je glykosylovan v n€kolika spojovacich castech, které oddéluji
domény rozpoznavajici globularni cukry.

Ptesnou tlohu O-glykanti ve spojovacich oblastech je velmi obtizné stanovit, ale zda
se, ze propujcuji pevnost jinak flexibilnim segmentiim polypeptid. Tyto cukry mohou také
poskytovat rezistenci segmentti proteini vici proteasam, nebot’ jsou jinak obzvlasté

nachylné ke Sté€peni, pokud nejsou pokryty glykany (Maureen & Drickamer., 2003a).

3.7 Glykosylace hraji kritickou roli ve zdravi organismi

Vzhledem ktomu, ze struktura a biosynteticka draha glykani je evoluéné
zakonzervovana od jednobunécnych kvasinek az po clovéka, lze ocekavat jeji enormni
biologickou dulezitost. OvSem specifické biologické funkce glykosylace byly pro védce po
dlouhy cas velkou zahadou. Az v poslednich dekadach se ukazalo evidentni, ze pokud
vykazuje jeden z biosyntetickych enzymu glykand chybnou funkci, nemohou byt bunky
v téle spravné glykosylovany. Je evidovano nékolik vrozenych lidskych chorob, nazyvanych
jako vrozené vady glykosylace (CGD-,,congenital disorders of glycosylation), které jsou

spojeny s deficienci v biosyntetické draze glykanti. Dopad takového defektu na struktury
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a funkce proteinti se velmi lisi. Proto jsou odlisné i klinické symptomy, které zavisi na tom,
ktery enzym vykazuje abnormalitu (Freeze, 2006; Freeze & Aebi, 2005).

CDG jsou instruktivnim ptikladem toho, jak chybna funkce nebo absence specifické
glykosyltransferasy, glykosidasy nebo proteinu pienasejiciho aktivovany cukr, mize mit
ptimou souvislost s né&jakou nemoci. Vétsina identifikovanych glykosylaénich poruch se
vztahuje ksyntéze N-glykant. Celkem bylo charakterizovano Sest drah (N-glykan,
O-mannosa, O-xylosa, O-GalNAc, glykolipidové kotvy a glykosfingolipidy), ve kterych byly
nalezeny geneticky podminéné poruchy glykosylace. Prozatim je klasifikovano 19 typu
CDG, kazdy s vlastnim defektnim enzymem (Freeze & Aebi, 2005). Takovéto defekty jsou
v mnoha ptipadech nasledkem mutace vjedné aminokyselin€é proteinu. Stanoveni
molekularni podstaty poruchy zodpovédné za chorobny fenotyp mtize proto odhalit normalni
funkci individudlniho produktu genové exprese (Schachter, 2000). Je vSak nutné si
uvédomit, ze glykany hraji kritickou roli ve fertilizaci a vyvoji organismu (Rosati et al.,
2000), coz znamend, Zze mnohé nedostateCnosti v glykosylaci jsou letalni pro embrya
zkoumanych zvifecich modelt. Ackoliv je tento fakt dilezity z hlediska zdravi jedince,
nebot tak dochazi k prevenci potencialn€ zavaznym metabolickym odchylkam, vysledkem je

nekompletni porozumeéni glykosylaénim procestim v buiice (Marek et al., 1999).
4. Analyza glykosylace

4.1 Piekazky v analyze glykosylace
Analyzu struktury glykant stézuje hned nekolik faktort. Jsou to:

(a) Biosyntéza glykani je proces, ktery neni fizen podle templatu. Na syntéze slozitych
glykanti se podili mnoho riznych enzymu, které jsou charakteristické velmi
definovanou specifi¢nosti a tak neexistuji Zzadné biologické amplifikac¢ni metody ve
stylu polymerasové fetézové reakce (PCR) jako je tomu v pfipadé DNA. V praxi to
znamena, ze glykany museji byt analyzovany pii jejich fyziologickych
koncentracich. Z tohoto pohledu je hlavnim problémem vyvinout vysoce citlivé
analytické metody, které budou schopny detekovat velmi mald mnozstvi materialu
(von der Lieth, 2009).

(b) Druhym hlavnim problémem je komplexita glykanovych struktur. Kazdy par
monosacharidovych rezidui miize byt navzajem propojen hned né€kolika zptisoby
a jedno reziduum muiZe byt spojeno se ttemi Nebo Ctyfmi dalSimi (vétvené struktury).
Informacni obsah, ktery je potencidlné kodovan sekvenci glykanti je také obrovsky.
Ctyfi nukleotidy vDNA mohou byt kombinovany do 256 moznych
Styfjednotkovych struktur (4%), aminokyselinova sekvence jiz dava 160 000
moznych ¢&tyfjednotkovych konfiguraci (20%). OvSem  strukturni variabilita
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monosacharidovych stavebnich bloki nalezena v pfirodé¢ je mnohem vétsi, nez
biologicka informace kodujici makromolekuly a potencionalné lze vytvorit vice nez
15 milionti ¢tyf¢lennych konfiguraci. Ackoliv maji oligosacharidy potencialné takto
vysokou kapacitu pro ulozeni biologické informace, v pfirod¢ je vyuzivana jen jeji
mala ¢ast. Analyza databaze glykanti KEGG z roku 2004 (Kaneshisa et al., 2004),
ktera obsahuje 4107 unikatnich glykanovych struktur (Kawano et al., 2005)
obsahujicich nejcastéji 9 monosacharidi (glukosa, galaktosa, mannosa,
N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin, fukosa, xylosa, glukuronova kyselina
a sialova kyselina) ukazala, ze pouze 302 (54 %) z 558 (devét monosacharidi, dva
anomery, 31 substitu¢nich moznosti) teoreticky moznych disacharidi se v této
databazi objevuje. Ddle existuje enormni pocet teoreticky moznych kombinaci
reak¢nich schémat, ovSem pouze 2178 ztéchto moznosti se opravdu v databazi
vyskytuje. Tato ¢isla naznaCuji, Ze strukturni rozmanitost glykanu je opravdu
obrovska, ale ze kombinace reakcnich schémat, kterd ve skuteCnosti existuji
Vv bunééném prostiedi, jsou limitovana schopnosti enzymui podilejicich se na
biosyntéze glykant stavét a modifikovat jejich struktury (von der Lieth, 2009).

(c) Ackoliv je v dané bunice pro vSechny proteiny stejna glykosylaéni masinérie, vétSina
glykoproteinti se vyvine s charakteristickymi glykosylaénimi motivy a heterogenni
populaci glykani v kazdém glykosyla¢nim misté - glykoformy (Rudd & Dwek,
1997; Chalabi et al., 2006; Arnold et al., 2007). Na jedno glykosylaéni misto
proteinu bylo nalezeno i vice nez 100 glykoforem a obvykle je pozorovano vice nez
10 glykoforem (Rudd & Dwek, 1997). Dalsi unikatni vlastnosti komplexnich
glykanti jsou ne-stechiometrické modifikace a mnozstvi chemickych substituci, coz
vyzaduje vyvoj zcela novych konceptli analyzy. Ptrikladem mizZe byt statisticky
vyskyt sulfatovych skupin na specifickych pozicich v glykosaminoglykanech, jako
jsou heparin nebo heparan sulfat (Coombe & Kett, 2005; Capila & Linhardt, 2002).

(d) Proteiny vazajici glykany se podileji na mnoha aspektech bunécné biologie. Podileji
se na rozpoznavani patogenii, buné¢ném transportu, endocytoze a modulaci bunécéné
signalizace (Collins & Paulson, 2004). Prifazeni biologické funkce cukrim
V rozpoznavani je ovSem slozité, protoze individudlni glykany vykazuji velmi slabé
interakce s proteinovym povrchem (Herrmann et al., 1997).

Z téchto divodt je detailni analyza glykant v¢etné vSech strukturnich aspektd velmi obtizna.
Procedury jsou cCasové velmi ndrocné a je potieba relativné velké mnozstvi (v fadu
mikrogramil) izolovanych oligosacharidi. Casto jsou aplikovany metody, které neumoziuji
detekci vSech strukturnich detailti glykand. Moderni analytické metody jsou vSak schopné
objasnit ~ vétSinu  strukturnich  znakGi = Vvrozmezi  koncentraci  vyZadovanych

v proteomickych/glykomickych projektech (von der Lieth, 2009).
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4.2 Analyza glykoproteint

Abychom mohli dévat do souvislosti funkéni vlastnosti s definovanymi strukturnimi
parametry, je zapotiebi provadét detailni analyzy struktury glykant pfipojenych ke
glykoproteinim. Nejbéznéjsi zpisob charakterizace glykosylace proteini zahrnuje
nasledujici kroky: (a) enzymatické nebo chemické uvolnéni piipojenych glykant; (b)
derivatizace uvolnénych glykanti reduktivni aminaci aromatickymi nebo alifatickymi aminy
nebo permethylaci; (c) analyza glykani. Kompletni vyhodnoceni struktury glykani vyzaduje
stanoveni slozeni cukrii, cukerné sekvence, monosacharidového vétveni, interglykosidovych
vazeb a anomernich konformaci. Glykoproteiny mohou navic nést nékolik rozdilnych
glykani. Casto se jednd o smési N- a O-glykan®, které se mohou vyskytovat
na glykosyla¢nich mistech v rozdilnych mnozstvich s rozdilnymi variantami stupné obsazeni
téchto mist. Nasledkem toho vyZzaduje analyza glykanti zapojeni hned né¢kolika analytickych
technik.(Morelle & Michalski, 2007).

Jednim =z nejvhodngjsich pristupti (zdaleka ne vSak jedinym) pro vyzkum
glykoproteinti je studium N- a O-glykani z rekombinantnich glykoproteini nebo vice
komplexnich biologickych vzorkti jako jsou nefrakcionované bunécné extrakty nebo
fyziologické tekutiny. N-glykany jsou uvolnény pouzitim peptidové N-glykosidasy F tj.
PNGasy F (Tarentino & Plummer, 1994) a O-glykany jsou uvolnény z N-deglykosylovanych
proteint/peptidu alkalickou B-eliminaci (Taylor et al., 2006). Izolované N- a/nebo O-glykany
jsou derivatizovany permethylaci (Ciucanu & Kerek, 1984) a methylované derivaty jsou
analyzovany pouzitim hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS (,,matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight*) nebo nano-ESI MS/MS (,,nano-electrospray ionization
tandem mass spectrometry*; Zaia, 2004). Dale jsou glykany podrobeny analyze vazeb
a Stépeny exoglykosidasami pro identifikaci monosacharidi a jejich anomernich konfiguraci
(Jacob & Scudder, 1994). Analyza vazeb je uskute¢néna ziskanim ¢aste¢né methylovanych
alditolovych acetatt permethylovanych vzorka (PMAA), které jsou analyzovany plynovou
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem (GC-MS; Hellergvist, 1990).
Stanoveni struktury je zaloZzeno na urCeni molekulové hmotnosti, tvorbé iontovych
fragmenttt (pozdé&ji vytvofenych tandemovou MS (MS/MS; Dell, 1987), nachylnosti
k exoglykosidasovému S$tépeni a datech o vazbach (Hellergvist, 1990). Tento robustni
a vysoce citlivy pristup vyuzivajici MS pro charakterizaci glykosylacnich schémat proteind,
bunék, tkani a fyziologickych tekutin dovoluje jak rychlou analyzu glykoforem, tak jejich
relativni kvantifikaci (Morrelle et al., 2006; Faid et al., 2007).

4.3 Priprava vzorku pro MS analyzu glykoproteomu

Glykoproteomika je odvétvi glykomického vyzkumu, ktery zahrnuje vSechny

glykokonjugaty s proteiny a zaméfuje se predev§im na analyzu glykosylaci vyskytujicich se
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na Asn rezudiich (N-glykosylace) nebo Ser/Thr (O-glykosylace). Glykoproteomicka analyza
uvolnénych oligosacharidii a glykopeptidli poskytuje dva riizné typy informaci. Jednak je to
globalni identifikace oligosacharidl a dale charakterizace glykosyla¢niho mista na proteinu.
Toto rozdéleni analyzy ma své opodstatnéni, nebot’ reflektuje dva rozdilné biologické
procesy V burnce. Stanoveni mista ukazuje na pocatek glykosylace (Casto kotranslacni),
zatimco kone¢na oligosacharidova struktura je vysledkem posttranslaéniho elongaéniho
mechanismu glykosylace v ER a GA (Karlsson & Packer, 2009).

Glykoproteomicky experiment vyuzivajici jako klicovou metodu hmotnostni
spektrometrii se pievazné provadi bud’ na uvolnénych oligosacharidech z glykoproteinu,
kdy se kizolaci glykoproteini pouziva gelova elektroforéza. Nasleduje enzymové nebo
chemické uvolnéni oligosacharidii a jejich chromatograficka separace popftipadé analyza
hmotnostni  spektrometrii. Druhou moznosti je analyza glykopeptidi ziskanych
proteolytickym Stépenim v gelu. Tento pfistup mtze byt aplikovan jak na celkovou smes
glykoproteinit a proteind v proteomu, tak také po obohaceni glykoproteinii napt. izolaci
pomoci lektint (Wilson et al., 2006).

Jiny pristup glykomické analyzy je zalozen na analyze vSech uvolnénych
oligosacharidii ze smési proteint. Tato globalni analyza mulze byt pouzita jako prvni
prizkumna metoda, ktera naznaci syntetickou drahu glykosylace v bunce. Odtud lze poté
celkovym srovnanim glyko-profild nalézt odchylky glykosylace, které jsou vysledkem
pozménéné glykosylaéni masinérie a mohou pfi¢inou néjaké nemoci. Pomérné nedavno byly
vyvinuty alternativni glykomické strategie pro identifikaci glykopeptidt, kde je glykosyla¢ni
misto stanoveno izolaci glykopeptidového komplementu buiiky (Zhang et al., 2003; Kaji et
al., 2003). Oba tyto ptistupy generuji komplementarni data pro vyzkum glykoproteomu.
V glykomickych aplikacich se zainaji také prosazovat sofistikovanéjsi techniky, jako je
znaceni glykokonjugati stabilnimi izotopy pro kvantifikaci (Yuan et al., 2005; Xie et al.,
2004) a 2D metody kzobrazeni a kvantifikaci hmotnostné spektrometrickych dat
oligosacharidi zMS a LC-MS (hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou

chromatografii; Nifionuevo et al., 2005).

4.4 Fragmentace glykani

V pocate¢ni fazi pouzivani hmotnostni spektrometrie pro analyzu glykosylace
metodami FAB-MS/LSIMS (,fast atom bombardement mass spectrometry*; ,liquid
secondary ion mass spectrometry) nebo tradi¢nich technik ionizace elektronem EI
(,,electron impact®) bylo vypozorovéano, ze glykokonjugaty, jako jsou volné oligosacharid
a glykosfingolipidy, vykazuji vyraznou fragmentaci oligosacharidové kostry spolu

s pseudomolekularnim iontem. Na zaklad¢ téchto poznatkii byla vytvofena nomenklatura
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fragmentace oligosacharidd (obr. 7; Domon & Costello, 1988) , ktera je s menSimi upravami
(Karlsson et al., 1996) stale zakladem pro vysvétlovani dé&ji odehravajicich se pfi
hmotnostni spektrometrii glykant. Je nutné si vSak uvédomit, ze nomenklatura pouze
popisuje fragmentaci oligosacharidi, ale nepiedpovida fragmentaci jako takovou. Mira
fragmentace muze byt ovlivnéna pouzitim rGznych fragmentacnich technik, ioniza¢nimi
mody (negativni nebo pozitivni), nabojovymi stavy rodicovského iontu, typem hmotnostniho

spektrometru a pfenosem energie pii kolizi (tab. 3; Morrele & Michalski, 2005).

Tab. 3

Parametry ovliviyjici fragmentaci oligosacharidii (piepracovano z Morrele & Michalski,
2005).

Parametr Priklad

Mod Pozitivni (+) a negativni (-)

Nabojovy (M + H]Y, [M + 2H1?", [M + 3H]

stav

Adukty [M + Nal*, [M + 2Nal?', [M - 2H], [M + Cl]~

Derivatizace Permethylace, redukce, reduktivni aminace redukujiciho

konce
Prenos Kolizi indukované/asociovand disociace (CID, CAD
energie ,collision-induced/associated dissociation™),

disociace zachytem elektronu (ECD ,electron capture
dissiociation™), fragmentace za iontovym zdrojem (PSD
»POst source decay")

Kolizni Vysoko-energetické srazky (>1 keV), nizko-energetické

energie srazky (<0,5 keV)
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Obr. 7

Nomenklatura podle Domona a Costella popisujici fragmentaci oligosacharidi. V této nomenklatuie
jsou ionty majici naboj na neredukujicim konci oznaceny A, B a C a ionty nesouci naboj na
redukujicim konci X, Y a Z. A a X odpovidaji St€peni kruhu, zatimco B, C, Y a Z odpovidaji §tépeni
glykosidovych vazeb. Dolni indexy oznacuji pozici $tépeni, zacinajici od redukujiciho konce pro X, Y
a Zionty a od nerudukujiciho konce pro ostatni. V pfipadé St€peni kruhu oznacuji indexy §t€penou
vazbu.

-pfepracovano z Domon & Costello, (1988) pomoci programu Chemsketch;

http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/)

Fragmenty komplexnich cukrti davaji vzniknout dvéma hlavnim typtim iontd, které
jsou vysledkem dvou typa Stépeni: (a) stépeni glykosidovych vazeb, kdy dochazi k prasknuti
vazby mezi cukernymi kruhy; (b) $té€peni uvniti kruhu, kdy praskaji dvé vazby na jednom
cukerném reziduu. Stépeni glykosidovych vazeb dava informaci o monosacharidové
sekvenci a vétveni. Stdpeni kruhtl je obvykle méné Gasté a miZe byt vyuzito ke stanoveni
vazeb (Morrele & Michalski, 2005).

Vyznamny efekt na fragmentaci oligosacharidu ma typ rodi¢ovského iontu. Polocasy
Zivota protonovanych iontl jsou kratsi nez u iontli koordinovanych alkalickymi kovy. U
iontl tvorenych alkalickymi kovy klesaji polo¢asy Zivota ve sméru Li*, Na’, K*a Cs".
Exotermicita vazani iontu klesa ve stejném potadi, coZ naznaCuje, Ze proponované
a lithiované ionty jsou tvofeny s prebytecnou energii a mohou byt vyuzity K iniciaci
fragmentace. Déle bylo vypozorovano, Ze nejvice vétvené oligosacharidy produkuji nejmensi
mnozstvi fragmentovych iont. Tento jev se pfisuzuje koordinaci kovového iontu na cukr.
Nejmensi alkalicky kov produkuje nejvétsi mmozstvi fragmentovych iontl. Pfitomnost
kvazimolekularniho iontu je tak zavisla jak na velikosti kovového iontu, tak na velikosti
cukru. Vsechny tyto vztahy jsou spoleCnymi znaky fragmentace u rtznych ioniza¢nich

technik (Ngoka et al., 1994; Cancilla et al., 1996)
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4.5 Fragmentace u MALDI-MS

Fragmentace u techniky MALDI-MS muze byt provedena nékolika ruznymi
zpisoby: fragmentace V iontovém zdroji (ISD ,,in-source decay*), rozpadem za iontovym
zdrojem (PSD ,,post source decay*) a kolizi indukovana disociace (CID ,,collision-induced
dissociation”). ISD fragmentové ionty pochazi z nestabilnich molekularnich ionta, velmi
rychle se rozpadaji a odpovidaji iontim vzniklym uvnitf iontového zdroje pted akceleraci
do hmotnostniho analyzatoru. Mohou byt pozorovany analyzatorem TOF (,time of flight®;
Naven et al., 1997) nebo pfistroji vybavenymi magnetickym sektorem (Harvey et al., 1995).
PSD ionty odpovidaji fragmentim vzniklych z metastabilich iontd po jejich extrakci
z iontového zdroje. K rozpadu dochazi mezi iontovym zdrojem a reflektronem pii pouziti
analyzatou TOF v reflektronovém modu. CID ionty jsou tvofeny ze stabilnich iont uvnitf
kolizni cely naplnéné neutralnim plynem. Parametry, jako je vinova délka laseru a energie,
extrakéni napéti a volba matrice, maji pfimy vliv na typ a stupén fragmentace iontt (Luo et
al., 2002).

Pii pouziti techniky PSD na iontech [M + Na]® z vétvenych oligosacharidi
ziskanych z glykoproteinii byly pozorovany charakteristické rozdily odpovidajici mistim
vétveni a vazebnym pozicim (Spengler et al., 1994). V PSD spektrech se dominantné
objevuji fragmenty odpovidajici S$tépeni glykosidovych vazeb, zatimco Stépeni kruhu je
velmi ojedinélé. Hlavnimi typy iontd jsou proto B, C, Za Y, které poskytuji informace
o0 sekvenci a vétveni. V experimentech vyuzivajicich CID fragmentaci lze v hmotnostnich
spektrech pozorovat kromé ionti série B, C a Y také mnohem castéji fragmenty tvotené
ukazuji celkovou konstituci monosacharidovych rezidui, coz poskytuje velmi hodnotné
informace o sekvenci a vétveni. Pfitomnost t€chto fragment dovoluje identifikovat Y ionty
a nasledné i B a C ionty, a tak lze ziskat informaci o sekvenci zcela neznamého

nederivatizovaného neutralniho glykanu (Harvey et al., 1997; Spina et al., 2000).

4.6 Hmotnostni spektrometrie uvolnénych oligosacharidu

Jak jiz bylo naznaceno dtive, ESI a MALDI MS hraji kritickou roli v charakterizaci
glykosylaci (Zaia, 2004). MALDI-TOF MS nabizi relativn¢ jednoduchy zptsob
pro ,,screening komplexnich smési. MS/MS metody vyuzivajici elektrosprej a jako
fragmentacni techniku nizkoenergetickou kolizi indukovanou disociaci CID (,,collision-
induced dissociation®) jsou zase velmi vhodnymi technikami pro produkci fragmentovych
iontl, diky nimz lze zjistit sekvenci a dokonce i urcit vazby mezi glykany.

MALDI-TOF MS je velmi ¢asto pouzivana v prvnim kroku analyzy. Divodem je
unikatni schopnost této metody rychle generovat informace o charakteru a diverzité glykant

uvolnénych z nativniho ¢i rekombinantniho glykoproteinu nebo dokonce vice komplexniho
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biologického vzorku. Neutralni glykany poskytuji intenzivni signaly v pozitivnim modu
odpovidajicim vzniku molekularnich iontéi typu [M + Na]’. Tento iontje ¢asto doprovézen
které davaji vzniknout smési ionti jako je napt. [M + Na]*, [M + K]", [M —nH + (n + 1)Na]*
a[M - nH + (n + 1)K]". Navic mohou sialované glykany velmi lehce ztratit vyznamné
mnozstvi sialovych kyselin v iontovém zdroji nebo po extrakci iontli z iontového zdroje
a vznikaji tak Spatn€ rozliSené fragmenty z metastabilnich iontd, které jsou casto vidét
v MALDI-TOF spektrech. Aby se piedeslo témto ztratam, analyzuji se sialované glykany
Vv linearnim negativnim modu (Morrele & Michalski, 2007). Dnes se pouziva n€kolik metod
derivatizace ke zlepSeni stability sialovych kyselin neutralizaci jejich zaporného naboje.
Jednou z nich je methylesterifikace karboxylovych skupin sialovych kyselin, kde reaguji
jejich sodné soli s methyljodidem, coz dovoluje simultanni analyzu neutralnich
a sialovanych oligosacharidi v pozitivnim modu (Powell & Harvey, 1996). Dalsi metodou je
permethylace glykand pouZzitim technik popsanych Ciucanu a Kerek, které také stabilizuji
sialové kyseliny (Ciucanu & Kerek, 1984). Existuje nékolik praci, které tento piistup jesté
znaéné zefektiviiuji (Ciucanu & Costello, 2003; Kang et al., 2005).

ve hmotnostni spektrometrii glykanii a nabizi hned nékolik vyhod: (a) velmi snadné
odstranéni soli pouzitim lipofilni extrakce; (b) vyznamné vylepSeni citlivosti detekce
molekularnich iontl; (c) umoziuje simultanni analyzu neutralnich a sialovanych
oligosacharidi v pozitivnim modu; (d) tento ptistup vede k predpovéditelné fragmentaci,
ktera poskytuje charakteristické ,,mapy* fragmentovych iontii pro kazdé cukerné reziduum;
(e) po MALDI-TOF MS analyze permethylovanych glykani mohou byt methylace navic
pouzity pro stanoveni vSech interglykosidovych vazeb analyzou GC-MS (plynova
chromatografie ve spojeni shmotnostni spektrometrii) chemicky modifikovanych
monosacharidd, které jsou ziskany methylaci, hydrolyzou, redukci a acetylaci glykant
(Morrele & Michalski, 2007).

Analyza vazeb pouzitim methylace probihd nasledujicim zptisobem. Nejprve jsou
vSechny volné hydroxylové skupiny intaktniho glykanu methylovany. Nasleduje hydrolyza
glykanového fetézce a tvorba monosacharidi. Jejich redukci se otevie kruh a vytvori
cukerny alkohol. Hydroxylové skupiny, které se pted hydrolyzou podilely na glykosidové
vazb€, jsou acetylovany a vyslednd smés tékavych cukernych derivati je analyzovana
pomoci GC-MS. Fragmentacni schéma pro kazdou cukernou slozku mize byt pouzito pro
identifikaci pozic riznych modifikaci, z ¢ehoz lze odvodit, ktera z hydroxylovych skupin se

podilela na glykosidové vazbé (Maureen & Drickamer, 2003b).
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4.7 Analyza glykopeptidu

Aby mohl byt vyfeSen problém suprese hmotnostné spektrometrickych signala
glykopeptidi v pritomnosti neglykosylovanych peptidd, bylo nutné zdokonalit metodiku
obohacovani glykopeptidi pouzitim riznych afinitnich metod. Pouziti specifickych proteas,
jako je trypsin, k ptipravé peptidovych smési ma jak své vyhody, tak nevyhody. Jednou
zvyhod je, Ze pokud je analyzovdn znamy protein, hmoty peptidi mohou byt lehce
predpovézeny a stejny vzorek lze pouzit jak K identifikaci proteinu, tak k charakterizaci
glykosylace Negativni strankou pouziti trypsinu je omezena kontrola nad velikosti
glykopeptidi. Bézné tryptické Stépy totiz mohou mit hmoty ptesahujici 2000 Da I mnohem
vice (suma hmoty tryptického peptidu a hmoty oligosacharidu; Karlsson & Packer, 2009).
Separace a obohaceni tryptickych glykopeptidi chromatografii jsou velmi komplikované
z divodu rozdilnych naboji a velikosti peptidu a oligosacharidu. Proto byly navrzeny
alternativni metody pro izolaci glykopeptidi, které vyuzivaji méné specifické proteasy, jako
jsou proteinasa Ka pronasa. Tyto enzymy §tépi peptidy v okoli glykosylaéniho mista
a v kombinaci se znalosti peptidové sekvence a charakterizace uvolnénych oligosacharidi
ptitomnych na glykoproteinu je mozné vydedukovat identitu a misto pfipojeni
oligosacharidu. Vyhodou tohoto pfistupu je, ze malé glykopeptidy mohou byt izolovany
standardnimi chromatografickymi metodami pouzivanymi pro analyzu oligosacharidd,
protoze peptidova ¢ast ma jen velmi maly vliv na chromatografické vlastnosti glykopeptidu
(An et al., 2003; Larsen et al., 2005).

Alternativné lze pouzit pro izolaci glykopeptidii hydrofilni interakce mezi
oligosacharidy a pevnou fazi, jako je napf. celulosa a sepharosa, jak bylo demonstrovano
pti obohacovani velkych glykopeptidt fibronektinu (Tajiri et al., 2005), které byly poté

separovany chromatografii na obracené fazi.

4.8 Analyza intaktnich glykopeptida

Hlavnim cilem pii analyze glykopeptidi je ziskat najednou informace jak
o strukturalni heterogenité oligosacharidu, tak o peptidové sekvenci. Pokud se ma pracovat
Vv glykoproteomickém kontextu, musi byt takovato analyza provedena na globalni Grovni
hned s nékolika glykoproteiny najednou z jedné tkané. Prvnim praktickym aspektem analyzy
glykopeptidi je fakt, Ze je obecné¢ slozité je detekovat pouzitim standardnich technik analyzy
peptidu. Jestlize se piekonaji problémy se supresi ionizace glykopeptidd, které lze obecné
pozorovat u MALDI-MS, stale zde ziistava problém se stanovenim heterogenity glykosylace
Vjednom glykosylacnim misté. Z divodu heterogenni glykosylace individualnich
glykopeptidi jsou obvykle vidét v hmotnostnim spektru mnohem méné nez neglykosylované
peptidy, a to dokonce i v piipadé, kdy je peptidova smés pripravena z jednoho glykoproteinu

(Karlsson & Packer, 2009). Pouzitim 2D SDS-PAGE mohou byt jednotlivé isoformy
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glykoproteinu separovany do nékolika skvrn podle naboje (sialové kyseliny a sulfaty)
a velikosti. Casto jsou rozpoznatelné jako sled skvrn s nékolika hodnotami pl a zvysujici se
kyselosti (Wilson et al., 2002). Takovato separace ruznych glykoforem poskytuje
homogennéjsi tryptické smesi. Pouzitim techniky IRMPD (,infrared multiphoton
dissociation®) bylo demonstrovano, ze FT (,,Fourier Transform*)-MS miiZze byt pouZita pro
sekvencovani  oligosacharidii sialovanych glykopeptidi  z cerebrospinalni tekutiny
(Hakansson et al., 2003a). LC-MS v kombinaci s rozdilnymi fragmenta¢nimi technikami,
jako jsou IRMPD a ECD (,,electron capture dissociation*) spolu s vysoko rozlisujici FT-MS,
jsou v soucasnosti nejpreciznéjsim pristupem pro sekvencovani glykant a proteinu z jednoho
vzorku (Hakansson et al., 2003 b). ECD byla také pouzita pro analyzu O-glykosylovanych
peptidt, obsahujicich nékolik glykosylacnich mist. Pfi pouziti ECD se preferen¢né Stépi
peptidova kostra bez ovlivnéni oligosacharidové casti, zatimco technikou IRMPD se
fragmentuje piednostné oligosacharid pied peptidovou kostrou (Renfrow et al., 2005).

K analyze obohacenych peptidovych frakci ze séra byla vjedné praci pouzita
technika MALDI-QIT (,,quadrupol ion trap®) s vyuZzitim sekven¢ni fragmentace v iontové
pasti za ucelem sekvenace cukrii (MS?) a peptidt (MS®; Wada et al., 2004). Existuje n&kolik
dalsich praci popisuyjicich analyzu glykopeptidd z purifikovanych proteind, které vykazuji
enormni mnozstvi informaci ziskanych obvykle manudlni interpretaci hmotnostné
spektrometrickych dat. Praktikovani tohoto druhu analyzy v globalnim méftitku je ovsem
nejen obrovsky ¢asoveé naro¢né, ale také interpretace dat a jejich vyhodnocovani jsou velmi

obtizné (Karlsson & Packer, 2009).

5. Modelové glykoproteiny

5.1 Alfa-2-HS-glykoprotein

Alfa-2-HS glykoprotein (AHSG), znamy také jako fetuin-A, je sérovy glykoprotein
syntetizovany a sekretovany jatry dospé€lych jedincti a mnoha organy béhem embryogeneze
(Terkelsen et al., 1998). Nazev ,,fetuin“ pochazi z latinského slova ,,fetus* (plod) a divodem
pro jeho pojmenovani je jeho majoritni zastoupeni z celkového proteinového obsahu v Krvi
plodu (Triffitt et al., 1976).

Fetuin-A obsahuje vysoky obsah glykosylaci, které se vyznacuji vyskytem sialovych
kyselin (Nie, 1992; Brown et al., 1992a). Proto je jeho molekulova hmotnost zna¢n¢ zavisla
na obsahu cukrti a pohybuje se v rozsahu od 51 do 67 kDa (Brown et al., 1992b). Ackoliv
AHSG ztratil béhem vyvoje schopnost inhibovat cysteinové proteasy, fadi se do velké
cystatinové rodiny proteinti (Ochieng & Chaudhuri, 2010). Vyzkum naznacuje, ze fetuin-A
je multifunkénim proteinem (Reynolds et al., 2005). Na zakladé studie mysi, jimz byl
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»knock-outovan“ gen pro A-fetuin, mu byla pfisouzena klicova fyziologicka role spoéivajici
v jeho schopnosti inhibovat ektopickou kalcifikaci, ktera je patologicka (Schafer et al.,
2003).

5.2 Cytokinin oxidasa/dehydrogenasa (CKO)
Cytokinin oxidasy/dehydrogenasy [EC 1.5.99.12] jsou enzymy katalyzujici

ireverzibilni degradaci cytokinint s isoprenoidnim fetézcem, ale i aromatickym fetézcem.
Preménuji cytokininy a jejich ribonukleosidy s nenasycenym fetézcem na adenin nebo
adenosin a odpovidajici aldehyd: (Galuszka et al., 2001)

N°-isopentenyladenin + akceptor + H,O —> adenin + 3-methylbut-2-enal +
redukovany akceptor

Aktivita CKO byla poprvé pozorovana v roce 1971 v surovém extraktu tabaku
(Paces et al., 1971) a od té doby byla nalezena v nékolika dal$ich rostlinach jako je kukufice,
pSenice, topol a fazole (Hare & van Staden, 1994)

CKO jsou zodpoveédné za vétsinu katabolismu cytokinind a jsou schopny inaktivace
hormonu v jediném enzymatickém kroku. Protoze zmény v CKO aktivité méni koncentrace
cytokininl v pletivech, jsou CKO dulezité pii kontrole lokalnich hladin téchto hormont
a podileji se na regulaci procest zavislych pravé na cytokininech (Bilyeu et al., 2001).

Molekulové hmotnosti rostlinnych CKO apoenzymu vypoctené z genovych sekvenci
jsou spise uniformni a pohybuji se mezi 56 000-64 900 Da. Nekteré rozdily v hmotach lze
vysvétlit pritomnosti posttranslacnich modifikaci. Ukazalo se, ze CKO z vétSiny rostlinnych
zdrojt jsou glykosylovany. Napft. enzym z kukufice ma osm predpovédénych glykosylacnich
mist, pficemz u péti z nich je pravdépodobnost glykosylace vyssi nez 50 %. Ostatni CKO
obsahuji jedno az osm predikovanych glykosylaénich mist (Bilyeu et al., 2001).

5.3 Imunoglobulin A (IgA)

IgA se vyskytuje ve dvou strukturné a funkéné odliSnych podtiidach. Prvni
podtiidou je IgA1l a druhou IgA2 (obr. 8a; Mestecky, 1988). IgA1 obsahuje na rozdil od
IgA2 unikatni inzerci v jeho pantové oblasti mezi prvni a druhou konstantni doménou
(Fragione & Wolfenstein-Todel, 1972). V této oblasti je koncentrovan velky obsah
aminokyselinovych rezidui Pro, Ser a Thr, coz jsou potencidlni oblasti pfipojeni az péti
O-glykanovych fetézct skladajicich se z N-acetylgalaktosaminu s B-1,3-navazanou
galaktosou, ktera mize byt sialovana (Baeyinger & Kornfeld, 1974; Renfrow et al., 2005).
Sialova kyselina mtze byt pfipojena k N-acetylgalaktosaminu také a-2,6-vazbou. Cukerné
slozeni téchto O-glykanli v pantové oblasti normalniho cirkulaéniho IgAl je variabilni.
Pievazujicimi formami jsou N-acetylgalaktosamin-galaktosovy disacharid a jeho mono- a di-
sialované formy (Tomana et al., 1997; Novak et al., 2000; Mattu et al., 1998).
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U vétsiny savel IgA cirkuluje v jeho polymerni formé. V lidském séru je prevazné
monomerni a predstavuje 15-20 % z celkového mnozstvi imunoglobulinil v séru. V oblastech
mukosalnich tkani je vSak nejvice zastoupenou tridou protilatek, kde je jeho hlavni role
ochrana pied patogeny. Zde je IgA exprimovan spolu s peptidem oznaCovanym J, ktery
stimuluje dimerizaci (Kerr, 1990). Naslednym vazanim na polymerni imunoglobulinovy
receptor pIgR, ktery je exprimovan na basolateralnim povrchu mukosalnich epitelidlnich
bungk, je dimerni IgA aktivné transportovan transcytozou skrz buiku (Mostov, 1994). Na
apikalni strané membrany jsou externi domény pIgR odstépeny a vznikly komplex je
vypustén do sekretu. Zbytek plgR oznacovany jako sekre¢ni komponenta (SC) je kovalentné
vazany k dimernimu IgA a tvoii spolu komplex SC-dIgA, ktery se znaci jako SIgA (obr. 8b;

Kerr, 1990)
(a) Antigen (b) Sekre¢ni
vazajici mista O-glykosylace komponenta (SC)

J Fetézec

/4
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Obr. 8

(a) IgA isotypy. IgA je slozen ze dvou té€zkych (modra) a dvou lehkych (svétle modra) fetézct. Tézké
fetézce se skladaji ze tfi konstantnich oblasti (Cyl, Cy2 a Cy3) a jedné variabilni oblasti (Vy), zatimco
lehké tetézce se skladaji z jedné konstantni oblasti (C) a jedné variabilni oblasti (V). Dale jsou
oznaceny pozice pro dokovaci mista na FcaRI a ¢ervenymi Sipkami je ukdzano na mista O- a N-
glykosylace. (b) Sekrecni IgA (SIgA) se sklada ze dvou IgA molekul (jedna svétle modra, druha
zelend). Vyznacen je také spojujici peptid J (oranzova) a sekrecni komponenta (¢erna).

-piepracovano z van Egmond et al., (2001)

5.3.1 Fyziologickd role IgA

Hlavnim ukolem IgA v organismu je ochrana mukosalnich povrchi.. Diky ptevaze
hydrofilnich aminokyselin v Fc oblasti IgA a hojné glykosylaci na IgA i SC je komplex
SIgA hydrofilni a negativné nabity (Kerr, 1990). Takovéto vlastnosti umoznuji SIgA
obklopit mikroorganismy hydrofilni ulitou a inhibovat tak jejich ptilnavost k mukosalnim

povrchiim, které je odpuzuji. Dalsi schopnosti SIgA je aglutinace mikrobu a interference
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jejich mobility prostfednictvim interakce s jejich flagelami. SIgA navic vaze produkty
metabolismu patogentl (enzymy a toxiny), ¢imz neutralizuje jejich uc¢inky (obr. 9a).

Z divodu nadbytku komponent ze stravy a mikrobidlni flory v oblastech

intestinalniho traktu je sliznice (lamina propria) neustale vystavovana antigentim, které tam

prochazeji difuzi nebo transcytozou. Lokalné produkované IgA interaguje s témito antigeny
a vzniknuv§i imunokomplexy jsou bud’ fagocytovany, nebo transcytozou navraceny zpét
do lumenu (obr. 9b). IgA ma v tomto ptipadé roli ,,imunitni eliminace®, ktera poskytuje
efektivni zptisob odstraniovani nadbyte¢nych imunokomplext ze sliznice (van Egmond et al.,
2001).

Velmi zajimavou schopnosti IgA je intracelularni neutralizace vira (obr. 9c).
Zatimco protilatky obvykle poskytuji malou ochranu proti intracelularnim patogentim, IgA
muzZe interagovat s virovymi ¢asticemi pfimo v buiice a inhibovat tak jejich replikaci nebo je
shromazd’ovat na povrchu infikované epitelialni buriky, kde mohou byt zneskodnény (van

Egmond et al., 2001).
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Obr. 9

Fyziologicka role IgA v mukosalni oblasti. Plazmatické buriky v lamina propria produkuji dimerni IgA (dIgA),
které se vaze na polymerni Ig receptor (pIgR) exprimovany na basolateralni stran¢ membran epitelialnich bunék.
Tento komplex je transportovan skrz epitelidlni butiky do lumenu, kde je pIgR Stépen a uvoliiuje se sekre¢ni IgA
(SIgA). (a) SIgA chrani sliznici pied bakterialni penetraci. Aglutinuje bakterie, interferuje jejich pohyblivost a
neutralizuje bakterialni produkty. (b) Antigeny v lamina propria jsou vazany IgA a mohou tak byt transportovany
skrz epitelidlni buniky stejnou cestou jako volné pIgA, ¢imz se ze sliznice odstraiuji nadbytecné antigeny. (c)
Béhem transcytozy muze IgA zachytit virové antigeny a branit tak virové syntéze a/nebo nashromazdit virus v
lumenu a nasledné ho zneskodnit.

-ptepracovano z van Egmond et al., (2001)
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6. Priklad aplikace analyzy glykosylace

6.1 Studium IgA nefropatie (IgAN)
IgAN (Bergerova nemoc) byla popsana v roce 1968 (Berger & Hinglais, 1968) na

zakladé imunohistochemického nalezu IgA a IgG imunokomplext v glomerularnim
mesangiu ledvin a dnes je nejcastéjsi primarni chronickou glomerulonefritidou znamou po
celém svété (Julian et al., 1988). V pocate¢nich fazich nemoci dochazi k nadmérné
proliferaci bun¢k mesangia a expanzi extracelularniho matrix. Pfi progresi nemoci muze
nastat béhem 20 let u 30-40% pacientd glomerularni a intersticialni skleroza a je nutna
transplantace ledvin (D'Amico, 2000).

IgA nachazejici se v mesangialnich imuno-depozitech je vyhradné podtiidy IgA
a nejcéastéji je v polymerni formé (Conley et al., 1980; Russell et al., 1986). Vyznacuje se
aberantni glykosylaci v pantové oblasti (obr. 10; Novak et al., 2008). Konkrétné se v tomto
misté vyskytuji O-glykosylace, které jsou deficientni na galaktosu (Mestecky et al., 1993;
Hiki et al., 2001). IgA1 cirkulujici u pacientt trpicich IgAN také nese O-glykany s deficienci
galaktosy, pfiCemz tyto molekularni varianty IgA1 se jen ziidka nachazeji v séru zdravych
jedinct (Novak et al., 2008; Barratt et al., 2007). Produkce téchto defektnich IgA1 molekul
je zpusobena zménénou expresi specifickych glykosyltransferas v buiikdch produkujicich
IgAl (Buck et al., 2008; Suzuki et al., 2008).

Vazani imunokomplexti obsahujicich aberantné glykosylované IgA1 (Tomana et al.,
1999) na mesangialni buriky indukuje patologické procesy v ledvinich charakteristické
pro IgAN (Novak et al., 2005; Novak et al., 2007). OvSem toto je pouze vysledkem diive
zapocatého patologického procesu, jenz je s nejvyssi pravdépodobnosti extrarenalniho
pivodu. Dikazem muze byt fakt, ze u vice nez 50 % pacientd s IgAN, kterym byla
provedena transplantace, se nemoc vraci béhem 2 let (Berger, 1988). Z tohoto duvodu jsou
faktory, které¢ néjakym zplisobem souvisi s tvorbou cirkulujicich imunokomplexti u pacienti
s IgAN predmétem velkého védeckého zajmu. Ackoliv je dnes zndmo, Ze aberantné
glykosylované IgAl molekuly jsou rozpoznavany protilatkami IgG nebo IgAl vykazujici
specificnost na glykany a to jak u pacient s IgAN, tak zdravych jedinct (Tomana et al.,
1997; Tomana et al., 1999), jen velmi malo se vi o pfesné specifikaci a molekularnich

vlastnostech protilatek.
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Obr. 10

Na obrazku je IgA1l s ozna¢enou O-glykosylaci v pantové oblasti a N-glykosylaci. Dale je zvyraznéna
sekvence odpovidajici pantové oblasti, kde jsou podtrzeny a oc¢islovany pozice aminokyselinovych
rezidui s nejéastéjsim vyskytem O-glykant (Mattu et al., 1998; Renfrow et al., 2005). Cervené
a modré rozdéleni sekvence oznacuje tandemovou repetici, kterd vznikla inzerci genového segmentu
kodujiciho pantovou oblast do fylogeneticky star§iho izotypu IgA2, ¢imz vznikl izotyp IgAl
(Fragione & Wolfenstein-Todel, 1972). Ve spodni ¢asti obrazku jsou rizné varianty O-glykana
vyskytujici se v pantové oblasti cirkulujiciho lidského IgAl (Field et al., 1989; Mattu et al., 1998).
V Cervenych kruzich jsou oznafeny galaktosa deficientni varianty O-glykosylace. PferuSované Cary
znaci dusilfidové vazby mezi podjednotkami.

-piepracovano z Novak et al., (2008)

6.2 Hypoteticky model patogenze IgAN

Na zakladé velkého mnozstvi publikovanych dat byl vytvoren model patogeneze
IgAN. Nékter¢ IgAl molekuly produkované bunikami sekretujicimi imunoglobulin
u pacientti s IgAN vykazuji deficienci galaktosy a nasledkem toho jsou rozpoznany jako
epitopy protilatkami IgG (nebo 1gAl) specifickymi na glykany. Vysledné imunokomplexy
jsou priliS§ objemné na to, aby mohly vstoupit do Disseho prostoru, Vv jatrech a byt
metalizovany normalni cestou. Disseho prostor se nachazi mezi sinusoidy a hepatocyty a je
fyzilogicky vyznamnym pro vyménu latek pravé mezi sinusoidy a hepatocyty.
Imunokomplexy se proto dostavaji do renalni cirkulace, kde projdou vétsimi pory
endotelialnich bunék glomerularnich kapilar obklopujicich mesangium. Poté se vazou

na mesangialni bunky a indukuji glomerularni defekty (obr. 11). Timto zptisobem lze IgAN

42



charakterizovat jako autoimunitni nemoc, kde aberantn¢ glykosylované IgAl hraje roli

autoantigenu (Novak et al., 2008).
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Obr. 11

Model patogeneze IgAN. Nékteré polymerni IgA1 (pIgAl) produkované B bunikami a plazmatickymi
bunkami vykazuji deficienci galaktosy a jsou rozpoznany jako epitopy IgG nebo IgAl protilatkami.
Vysledné imunokomplexy jsou piili§ objemné, nez aby mohly vstoupit do Disseho prostoru
a dosahnout asialoglykoproteinového receptoru (ASGP-R) V hepatocytech, ale jsou schopny projit
veétsimi pory v epitelidlnich bunkach glomerularnich kapilar obklopujicich mesangium. Vysledné
imunodepozity indukuji glomerularni poskozeni.

-piepracovano z Novak et al., (2008)

6.3 Proteomika miiZe pomoci v diagnéze a progoze IgAN

Zatim jedinym rozhodujicim diagnostickym vysetfenim IgAN je imunofluorescenéni

mikroskopie biopsii ziskané tkané ledviny. Charakteristickym nalezem jsou vyhradni nebo
prevladajici difuzni depozita IgA v mesangiu glomerult (D'Amico, 1987).
Proteomicka charakterizace a analyza celkovych proteintl ze séra a moci pacientti s IgAN je
novou, vzrusuyjici a ve velké mife neprozkoumanou oblasti I[gAN. Predbézné studie ukazaly,
Ze tento pristup mize poskytnout nové neinvazivni metody diagnézy IgAN a navic mize mit
ptidanou hodnotu v podobé prognozy nemoci (Haubitz et al., 2005).

Abnormaln¢ glykosylované IgAl molekuly v pantové oblasti, které jsou
charakteristické deficienci galaktosy a nadbytkem sialovych kyselin hraji rozhodujici roli
v patologii IgAN (Barratt et al., 2007). Tento objev odkryva obrovskou piilezitost provadet
profilace pacientli S podezienim na IgAN na zaklad¢ citlivého stanoveni sérovych hladin

téchto abnormalnich IgA1 molekul (Moldoveanu et al., 2007). Existuje totiz moznost, ze
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patogenni molekuly IgAl (a jejich autoprotilatky) se vyskytuji v téle pacienta o mnoho
mesicl nebo dokonce roku diive, nez se objevi klinické ptiznaky zjevné pro IgAN. Z toho je
jasné, Ze porozuméni abnormality O-glykosylace Ser/Thr rezidui v pantové oblasti IgAl
molekul je kliCovym pro vyzkum IgAN. Velmi uZitecnou informaci by bylo napft. zjisténi,
zdali je abnormalita IgA1 obecnou vlastnosti téchto molekul, nebo zdali ma jejich distribuce

lokalni charakter (napt. mandle, kostni dieni, lymfatické tkané ve sttevech; Glassock, 2008).

6.4 SloZitost analyzy glykosylace na IgA1 molekule
Analyza O-glykosylace na IgA1 molekule je obtizna hned z nékolika duvodi:

(a) V pantové oblasti je 9 (10) Ser/Thr rezidui jenZ jsou potencidlnimi misty
O-glykosylace, ktera jsou navic v klastru (Frangione & Wolfenstein-Todel, 1972)
(b) O-glykany v IgA1 vykazuji heterogenni slozeni (Novak et al., 2000)
(c) Glykany v pantové oblasti maji v§echny podobné nebo identické sloZeni (obr. 10)
(d) Aminokyselinova sekvence HR je tandemové repetitivni (Frangione & Wolfenstein-
Todel, 1972)
Vsechny tyto faktory brani selektivnimu odstranéni jediného glykanového fetézce a
naslednému stanoveni mista jeho pfipojeni a velmi komplikuji jejich analyzu (Allen, 1999).
Aplikace metod hmotnostni spektrometrie k analyze IgA1 O-glykosylaci by mohly
poskytnout moznosti detekce rozdili na molekularni Grovni v populacich IgAl mezi
zdravymi kontrolami a pacienty s IgAN. Dale zbyva zodpoveédét otazky, které IgAl
molekuly obsahuji O-glykosylace, jenz vedou ke tvorbé imunodepozitl v glomerulu pacientli
s IgAN, nebo zdali nastavd deficience galaktosy u IgAl ndhodné¢ nebo preferencné na
specifickych mistech.
Jednim z cild tohoto vyzkumu mutize tedy napt. byt vyvinuti pfimé metody, kterou by
bylo mozné stanovit populaci IgAl O-glykanovych isoforem z jedin¢ho zdroje, coz je
kriticky krok smérem k cili definovat rozdily v IgA1 O-glykosylacich mezi pacienty s IgAN

a normalnimi zdravymi kontrolami (Renfrow et al., 2005).
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Experimentalni ¢ast

7. Material a metody

7.1 Biologicky material

Vzorky IgA byly ziskany od Dr. Jana Novaka z Department of Microbiology,
University of Alabama v Birminghamu. Konkrétné se jednalo o vzorky rekombinantniho
polymerniho imunoglobulinu A  (pIlgA) vykazujictho deficienci galaktosy na
O-glykosyla¢nich mistech v pantové oblasti. Tento protein simuluje IgA produkované
pacienty trpicimi IgAN, a proto je vhodnym modelem pro charakterizaci abnormalni
O-glykosylace, ktera hraje hlavni roli v patogenezi této choroby (Barratt et al., 2007).
Dals§imi studovanymi glykoproteiny byly rekombinantni asialofetuin z fetalniho hovéziho
séra zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Némecko) a rekombinantni
cytokininoxidasa 1 z kukufice (ZmCKO1) exprimovana v Yarrowia lipolytica.

Ke §tépeni byly pouzity rafinosou modifikovany hovézi trypsin (Sebela, 2006),
prolyl endoproteasa z Aspergillus Niger purifikovana z komeréniho enzymového piipravku
Brewer’s Clarex od firmy DMS Food Specialties (Seclin, Francie). MALDI matrice o-
kyano-4-hydroxyskoticova kyselina, ferulova kyselina, sinapova kyselina a peptidova smés
pro externi kalibraci hmotnostniho spektrometru Microflex LRF20 (,,peptide calibration
standard 11°) byly zakoupeny od firmy Bruker Daltonics (Bremen, SRN). Peptidova smés
(,,Six peptide mix“) pro externi kalibraci pfistroje 4800 MALDI TOF/TOF™ Analyzer byla
ziskana od firmy Applied Biosystems (Framingham, MA, USA).

7.2 Chemikalie a dal$i material

Nasledujici chemikalie byly vétSinou od firmy Sigma Aldrich Chemie, pokud neni
uvedeno jinak:

e SDS-PAGE: 30% akrylamid/0,8% N, N'-methylen-bisakrylamid, 1,5 M Tris/HCI
(pH 8,8), 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8), vodou saturovany n-butanol, 10% (w/v)
dodecylsulfat sodny (SDS), 10% (w/v) peroxodisiran amonny (APS) vSe od firmy
Bio-Rad (Herkules, CA, USA)

o clektrodovy pufr: 0,025M Tris/HCI, 0,192M glycin, 0,1% SDS (pH 8,3)

e vzorkovaci pufry: Laemmliho vzorkovaci pufr - 62,5mM Tris-HCI (pH 6,8), 25%
glycerol, 2% SDS, 0,01%, roztok bromfenolové modfii, 5% B-merkaptoethanol od
Fluka BioChemika (Steinheim, Némecko); 2x koncentrovany vzorkovaci pufr -
0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol, 4% SDS, 0,02% bromofenolova modft,
0,2M DTT)
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e HCI na upravu pH pufru, Bio-Safe Coomassie Stain, kyselina octova, methanol

e uprava vzorku pro MS: kyselina trifluoroctova (TFA), kyselina mravenci (FA),
dithiothreitol (DTT), jodacetamid (IAM), octan amonny, hydrogenuhli¢itan amonny,
deionizovana voda, hydrogencitrat amonny (DAHC)

e odsolovani a zahusténi peptid: acetonitril (ACN), Empore Disk Cig 0od firmy 3M
(St. Paul, USA), POROS Oligo R3 (50 um castice, reverzni faze) od firmy
PerSeptive Biosystems (Framingham, MA, USA)

7.3 Piistrojova technika

Hmotnostni spektrometrie:

hmotnostni spektrometr MALDI-TOF Microflex LRF20 (Bruker Daltonics, Bremen, SRN),
tandemovy hmotnostni spektrometr 4800 MALDI TOF/TOF™ Analyzer (Applied
Biosystems, Framingham, MA, USA), MALDI teréik MSP AnchorChip™ 600/96 (Bruker
Daltonics, Bremen, SRN), MALDI teréik Opti-TOF™384 Well Insert (Applied Biosystems,

USA), vakuova centrifuga Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, SRN)

Odsolovani a separace peptidi

programovatelnd pumpa na mikrostiikatku (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA),
mikrostiikacka 50 ul (ILS, SRN), kapilary (Agilent Technologies, USA) (vnitini/vngjsi
pramér) 200/360 pm laboratorné naplnéné 5 pum ¢&asticemi AQ - Cig (Dr. Maisch GmbH,
NDR), davkovaci smycka o objemu 7,85 pl a pruméru 150/360 pum, teflonové spojky,
injek¢éni jehly, plynovy hotfak suzkym plamenem na piipravu kolon (Micro torch),
inzulinové stiikacky BD — Micro — Fine Plus o objemu 0,5 ml a rozmérech 0,33 mm x 12,7
mm (Becton, Dickinson and Company, Francie), Combitip (Eppendorf, SRN), GelLoader
$picky (Eppendorf, SRN)

Software:

flexAnalysis 2.4, Biotools 3.0, RapiDeNovo (Bruker Daltonics, Bremen, SRN), Mascot
Server 2.2 (Matrix Science, London, UK), 4000 Series Explorer (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA), Origin 7.5 (OriginLab, Northampton, MA, USA), Paint Shop Pro
8 (Jasc Software, USA), Data Explorer~ Software (Applied Biosystems, Framingham, MA,
USA), mMass (Institut chemické technologie v Praze, Ceska republika), GlycoWorkbench
(Ceroni et al., 2008)

Dalsi pouzité pristroje a pomucky:

souprava pro gelovou elektroforézu Protean Mini (Bio-Rad, USA), zdroj pro elektroforézu

BioRad PowerPac Universal (Bi-Rad, USA), vortex mixer (Stuart, UK); vahy (Sartorius,
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SRN); pH metr (Multical WTW, SRN); magneticka michacka (IKA, SRN); termostat Grant
(UK); mrazici box; lyofilizator; sonifikator; mikropipety 10 a 25 pl (Halmilton, USA);
pipety 5000, 1000, 200, 20, 10 a 2,5 ul (Eppendorf, SRN)

7.4 Metody

7.4.1 SDS-PAGE

Separace podjednotek proteind byly provedeny metodou 1-D SDS-PAGE s pouzitim
10 % T deéliciho a 4 % T zaostfovaciho (2,6 % C) gelu na soupravé Mini protean cell firmy
Bio-Rad (USA; Laemmli, 1970). Vzorky proteinti byly smichany s pfipravenym redukénim
vzorkovacim pufrem (62,5mM Tris-HCI o pH 6,8, 25% glycerol, 2% SDS, 0,01%, roztok
bromfenolové modii, 5% [p-merkaptoethanol) nebo 2x koncentrovanym redukénim
vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris/HCl o pH 6,8, 20% glycerol, 4% SDS, 0,02%
bromofenolova modf, 0,2M DTT) v poméru 1:1. Vysledné roztoky byly zahtfivany pii 95°C
po dobu 5 minut a poté ochlazeny tekouci vodou. Aparatura pro SDS-PAGE byla sestavena
ze soupravy Protean Mini (Bio-Rad, USA). Spodni (10 % T délici - ,,running®) a horni (4 %
T zaostfovaci - ,,stacking®, 2,6 % C) gely byly pfipraveny podle tabulky 4.

Tab. 4. SloZeni gelu (mnozstvi na 2 skla, varianta minigel v aparatufe Mini Protean)
#30% Akrylamid/0,8% N,N'-methylenbisakrylamid, "dodecylsiran sodny,

°N,N,N',N'-tetramethylendiamin, dperoxodisiran amonny

Spodni (separac¢ni gel) Horni (zaosttovaci gel)

AA/BIS? 3,4 mL AA/BIS 0,65 mL
1,5M Tris-HC1l, pH 8,8 2,5 mL 0,5M Tris-HCl, pH 6,8 1,25 mL
Destilovana voda 3,8 mL Destilovand voda 2,95 mL
10% sDS” 0,100 mL 10% SDS 0,100 ml
10% TEMED® 0,015 mL 10% TEMED 0,015 mL
10% Aps‘ 0,050 mL 10% APS 0,060 mL

Po umisténi skel s pfipravenymi polyakrylamidovymi gely do elektroforetické cely
byl na jeji dno a do prostoru mezi skla s gelem a plastovou nahradu az po okraj nalit
elektrodovy pufr (0,025M Tris/HCI, 0,192M glycin, 0,1% SDS - pH 8,3). Vzorky byly
davkovany tak, aby v kazdé jamce bylo cca 3 pg proteinu. Cela byla pfipojena ke zdroji
konstantniho napéti (120 V) a po uplynuti cca 1,5 hodiny byla elektroforéza zastavena. Gely
byly vyjmuty ze skel a pro jejich vizualizaci vloZzeny do barviciho roztoku o slozeni 2,5 g
Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% (v/v) methanol, 10% (v/v) ledova kyselina octova
a ponechany k barveni pies noc. Obarvené¢ gely byly poté odbarveny v odbarvovacim

roztoku obsahujiciho 7% (v/v) kyselinu octovou a 5% (v/v) methanol. Pokud byla provadéna
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alkylace proteini pred elektroforézou, ke zredukovanym vzorkim byl cca 20 min pied
zahéjenim elektroforézy pifidan alkyla¢ni roztok. Alkylace probihala 30 min pfi laboratorni
teploté ve tme. V ptipadé vzorkovaciho pufru obsahujiciho 5% B-merkaptoethanol byl ptidan
jodacetamid tak, aby finalni pomér koncentraci B-merkaptoethanolu a 1AM byl 1:1,5
a v piipadé vzorkovaciho pufru obsahujiciho 0,2M DTT byl pifidan jodacetamid tak, aby
finalni pomér DTT a IAM byl 1:3.

7.4.2 Stépeni proteinii v gelu, redukce a alkylace

Jednotlivé obarvené pasy gelu odpovidajici proteintim byly vyfiznuty skalpelem
a preneseny do Cistych plastovych zkumavek. Tyto prouzky byly dale rozd€leny na cca 4-5
mens$ich dilkd. Nasledovalo odbarveni kouskd gelu odbarvovacim roztokem o slozeni
100mM NH4HCO; a ACN v poméru 1:1. Pro tspesné odbarveni bylo zapotiebi alespon
dvakrat vyménit odbarvovaci roztok. Odbarvené kousky gelu byly umyty destilovanou
vodou (15 min) a suSeny v ACN dokud se nestaly bilé. ACN byl odstranén a k vysuSenym
gelovym kouskiim bylo pfidano 40 pl 10mM DTT v 0,1M NH;HCOj;. Redukce probihala 30
min pti 56 °C. Po odstranéni redukéniho roztoku byly kousky geld opét vysuseny ACN
a nasledovala alkylace ve 40 pl 55mM IAM v 0,IM NH4HCO; po dobu 20 min pfi
laboratorni teploté ve tme. V nasledujicich krocich byl odstranén alkylacni roztok, kosticky
gelu byly fadné oplachnuty ve 200 pl 0,1M NH4HCOj; a vysuSeny ve 150 ul ACN. Zasobni
roztok trypsinu o koncentraci 2uM byl ptipraven fedénim v 50mM NH;HCOs. Do vzorki
bylo ptidano 50 pl zasobniho roztoku trypsinu a v tomto roztoku byly inkubovany 1 hodinu
Vv lednicce. Zbytek roztoku, ktery nebyl nasat kousky geld, byl odstranén a bylo ptidano 40
ul 256mM  NH4HCOs. Vzorky ponofené ve §tépicim gelu byly inkubovany 24 hodin pti
37°C.

7.4.3 Piiprava laboratorné plnénych kolon

K inzulinové stiikacce BD — Micro — Fine Plus o objemu 0,5 ml s rozméry 0,33 mm
X 12,7 mm s upilovanou jehlou byla ptes teflonovou spojku na kapilary ptipojena asi 30 cm
kolona s primérem (vnitini/vng&jsi) 200/360 um od firmy Agilent Technologies. Faze, kterou
se méla plnit kolona, byla rozsuspendovana v methanolu a nechala se usadit na dné plastové
zkumavky. Usazena faze byla pridana do dalsi plastové zkumavky s methanolem v poméru
1:1. Plnéni kolony probihalo tak, Ze se volny konec kolony vlozil do plastové zkumavky
S pfipravenou fazi a jeji nasdvani pomoci napojené inzulinové stiikacky probihalo za
soucasného sonifikovani faze, aby se neusazovala na dné zkumavky. Timto zptisobem bylo
do kolony nasato asi 5 pl faze, kterd se usazovala v misté ptipojeni kolony a injekéni jehly.
Poté byla kolona naaranzovana tak, aby visela ve svislé poloze nad stolem. Na jeji spodni

volny konec bylo zavéseno 100 g zavazi. Nasledovné byla kolona par centimetrd nad
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zavazim pretavena plynovym hotakem s izkym plamenem. Pisobenim gravitacni sily zavazi
se v misté€ taveni kolony vytahla $picka vhodna pro nano sprej. Pomoci inzulinové stiikacky
byla faze stlaCena do nano $picky. Timto zplsobem byl vytvotren sloupec usazené obracené

faze o délce 35 mm. Nakonec se pripravena kolona ufizla tak, aby méla asi 10 cm.

7.4.4 Odsoleni, zahusténi a separace peptidi

Po sté€peni v gelu byly vzorky odsoleny a zahustény pies Spicky GelLoader, do nichz

byla aplikovana reverzni faze (Rappsilber et al., 2007) Piiprava S$picky probihala
nasledujicim zptisobem: pomoci ztupené injekéni jehly byl z Empore Disku Cyg vykrojen
maly kousek, ktery ztistal v jehle. Nasledn¢ se jehla napojena na injekéni stfikacku vlozila
zvrchu GelLoaderu co nejvice do jeho nitra a prudkym stlaenim pistu stiikacky byl
vykrojeny kousek Empore Disku vypuzen vzduchem do S$picky GelLoaderu. Do takto
ptipravené $picky bylo poté pridano 10 ul 60% ACN v 0,1% TFA z vrchu GelLoaderu tak,
aby se tento roztok prichytil asi 0,5 cm pod vrchnim ustim GelLoaderu. Do roztoku
zachyceného na stén¢ GelLoaderu se pridalo 0,5 ul suspenze POROS Oligo R3 ¢astic v ACN
a pomoci Combitipu se stlatenim vzduchu z vrchu Gelloaderu protlacila faze az do mista,
kde byl zachycen Empore Disk. Castice vytvofily sloupec a tim byla $pic¢ka pro odsoleni
vzorku pfipravena k pouziti. Samotné odsoleni a zahuSténi probihalo nasledovné: faze
v GelLoaderu byla zvlh¢ena 10 pl 60% roztoku ACN v 0,1% TFA. Protlaceni roztoku se
provadélo na zéklade stejného principu jako aplikace obracené faze pomoci Combitipu. Poté
byla provedena ekvilibrace protlacenim 10 pl 0,1% TFA. Protlacenim vSech 40 pl vzorku
Zjedné jamky GelLoaderem byly zachyceny peptidy vzniklé St€penim v gelu (viz Stépeni
proteinll v gelu). Ke zbytku peptidit uvéznénych v gelu bylo pfiddno 40 pl 1% TFA
a zkumavka byla umisténa na 10 min do sonifikatoru. Extrahovany vzorek byl protlacen
GelLoaderem a peptidy zachycené na sorbentu byly proplachnuty 10 pl 2% ACN v 0,1%
TFA aeluovany 10 pl 60% ACN v 0,1% TFA.
Dal$i varianta odsloleni vzorku byla provadéna piimo na MALDI teréiku - ,,on target
washing™ (Vorm et al., 1994). Vzorek ve §tépicim pufru byl nanesen na MALDI teréik
metodou zaschlé kapky a nechan uschout pii laboratorni teploté. Zaschly vzorek byl poté
piekapnut 0,5 ul 1%TFA a kapalina byla odsata jednorazovym papirovym ubrouskem. Tento
zpusob odsoleni vzorku ptimo na MALDI terciku byl proveden ve tfech opakovanich.

Separace odsoleného a zahusténého vzorku, ze kterého byl odpaten ACN (v pripadé
asialofetuinu nebyla procedura odsolovani na obracené fazi provadéna), byla provedena
pomoci mikrostiika¢ky 0 objemu 50 pl v mikrogradientu ACN v 0,1% TFA s pouzitim
laboratorné napInéné kolony o délce 3,5 mm a priméru (vnitini/vngjsi) 200/360 um Sum
casticemi AQ - Cig (Moravcova et al., 2009). Na mikrostiikacku se ztupenou jehlou byla
pfipojena pies teflonovou spojku davkovaci smycka o objemu 7,85 ul a priméru 150/360
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um. Poté bylo pies davkovaci smycku nasato do mikrostiikacky 10 pl 60%ACN v 0,1%TFA.
Takto naplnéna mikrostiikacka byla umisténa do programovatelné pumpy (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA). V dalsim kroku byla na davkovaci smy¢ku ptipojena pies
spojku jiz piipravena kolona (obr. 12). Nastaveni pumpy bylo nasledujici: objem 10 pl;
pramér mikrostitkacky 1,03 mm; rychlost pritoku 0,5 ul min™. Po ukonéeni promyti kolony
byla stejnym zptisobem provedena ekvilibrace 10 pl 2%ACN v 0,1%TFA. Vlastni separace
vzorku byla provedena vgradientu ACN vO0,1% TFA. Gradient ACN byl
v 50 pl mikrostiikac¢ce vytvofen nasledujicim zplisobem: postupné bylo nataZzeno do
mikrostiikacky s napojenou davkovaci smyckou 12 pl 60% ACN v 0,1% TFA, 4 pl 35%
ACN v 0,1% TFA, 4 pl 20% ACN v 0,1% TFA, 9 ul 2% ACN v 0,1% TFA, 5 ul vzorku
a 1lul 2% ACN v0,1% TFA. Takto naplnénd mikrostiikacka byla umisténa
do programovatelné pumpy. Nastaveni pumpy bylo nasledujici: objem 35ul, pramér
mikrostiikacky 1,03 mm, rychlost pritoku 0,5 ul min™. Vytékajici eluent byl manualng
kapan ptimo z kolony na MALDI desticku, na které jiz byla zaschla CHCA matrice, pii¢emz

prvnich 7 pl bylo odkapano do odpadu. Separace byla ukonéena po proteceni celého eluentu

kolonou (70 min).

50 pl mikrostrikacka spojka MALDI

desticka

N«

i n

umpa i - «
pump o kapilarnilaboratorné
klap|larn|, naplnénd kolona 5 um

davkovaci ¢asticemi AQ- Cyq

smycka (35 mm)
(7.85 ul)
Obr. 12

Nakres aparatury pro separaci peptidi pomoci mikrostiika¢ky v mikrogradientu ACN v 0,1% TFA na

35 mm kolon¢ laboratorné naplnéné obracenou fazi 5 um ¢asticemi AQ - Cyg.

7.4.5 Stépeni proteinii v roztoku

Ze zasobniho roztoku proteinu (pouze asialofetuin) rozpusténého v deionizované
vodé o koncentraci 10 mg ml™ byl odebrén alikvot 40 ul, do kterého bylo piidano 200 pl 50
mM NH;HCO;. Tento roztok byl smichan s 20 ul 100 mM DTT a cela smés byla inkubovana
45 min pfi 56 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 25 pl 400mM

jodacetamidu a roztok se nechal za temna 30 min stat. Alkyla¢ni reakce byla ukonéena
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ptidanim 25 pl 200 mM DTT a smés byla poté 15 min inkubovéana pfi laboratorni teploté.
Do roztoku alkylovaného proteinu bylo ptidano 100 pl roztoku trypsinu v 50mM NH,HCO;
o koncentraci 200 ng pl™* (pomér trypsin/protein 1:20) a vznikla smés se nechala inkubovat

ptes noc pii 37 °C. Pro méfeni na hmotnostnim spektrometru byl vzorek 20 krat zfeden.

7.4.6 Stépeni tryptickych peptidii v roztoku PSE

Pokud byla pouzita varianta Stépeni vzorku IgA kombinaci $tépicich enzymut
trypsinu a PSE (Sebela et al., 2009), z 10 ul odsolenych zahusténych alkylovanych
tryptickych peptidii IgA v 60% ACN a 0,1% TFA byl odebran alikvot 5 pl a ten byl smichan
se 14 ul 100mM DAHC. Do vzniklého roztoku byl ptidan 1 pl PSE o koncentraci 5 mg ml™
a smes se nechala inkubovat ptes noc pii 37 °C. Stejnym zpuisobem byl pfipraven vzorek
peptidi vzniklych tryptickym Stépenim asialofetuinu (viz predchozi odstavec), ktery vSak
nebyl odsolen a zahustén, ale 5 pl alikvot byl odebran piimo z 20 krat ziedéného zasobniho

ziedéného roztoku tryptickych peptida.

7.4.7 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Odsolené a zahusténé peptidy byly analyzovany na hmotnostnim spektrometru.
MALDI-TOF MS bylo provadéno na pfistroji Microflex LRF20 (Bruker Daltonics)
vybaveném iontovym zdrojem microScout a dusikovym laserem o vinové délce 337 nm.

Na MALDI teré¢ik MSP AnchorChip™ 600/96 - Bruker Daltonics (Vorm et al., 1994) bylo
naneseno 0,6 pl vzorku a 0,6 ul matrice (5 mg ml?* a-kyano-4-hydroxyskoficové
v ACN/0,1% TFA, 1:1, v/v nebo 10 mg ml™? ferulové kyseliny v ACN/0,1% TFA, 7:3, v/v)
metodou zaschlé kapky - ,,dried droplet® (Thomas et al., 2004). Hmotnostni spektra byla
naméfena v reflektronovém nebo linearnim modu (pouze CKO) pro pozitivné nabité ionty
na pristroji Microflex LRF20 s takto nastavenymi parametry: akcelera¢ni napéti 19,0 kV;
extrakéni napéti 16,3 kV; napéti na iontové optice 9,4 kV; reflektronové napéti 20 kV;
zpozdéna pulzni extrakce 300 ns. Zafizeni bylo extern¢ nakalibrovano smési peptidovych
standardii (Bruker Daltonics). Ziskana spektra byla zpracovéana softwary flexAnalysis 2.4

a Biotools 3.0 (Bruker Daltonics).

7.4.8 Tandemovd hmotnostni spektrometrie

Meéteni metodou MALDI-TOF/TOF byla provedena v pozitivnim reflektronovém
modu na pfistroji ABI 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA,
USA). Piistroj byl vybaven Nd: YAG laserem (355 nm) s délkou impulzi 3—7 ns a frekvenci
200-Hz. Spektra MS a MS/MS byla ziskana pouzitim dvojstupniového reflektronového
zrcadla. Akcelera¢ni napéti aplikované pii MS a MS/MS analyzach bylo nastaveno na 20 kV
respektive 8 kV. V modu MS/MS byla pouzita kolizni energie 1 kV. Pro méfeni s peptidy

51



byla pouzita matrice CHCA (5 mg ml™) rozpuiténa v roztoku acetonitrilu/0,1% TFA (3:2,
v/V) nebo sinapova kyselina (10 mg ml™) a pfistroj byl externd nakalibrovan Sesti peptidy
jako standardy. Odsolené a zahusténé peptidy ziskané Sté€penim proteind trypsinem v gelu
popiipadé v kombinaci s PSE v roztoku byly naneseny na MALDI tercik, smichany s matrici
a vzorky se nechaly uschnout za laboratornich podminek zptisobem popsanym diive. MS
a MS/MS data byla dale zpracovana pouzitim softwaru 4000 Series Explorer 3.5.3 (Applied
Biosystems).

Pokud byly peptidy separovany pomoci mikrostiikacky v mikrogradientu ACN
v 0,1% s pouzitim monolitické kolony (Moravcova et al., 2009) nebo laboratorné naplnéné
kolony Spum cCasticemi, naneseni vzorku probihalo nasledovné. Na MALDI tercik byla
nanesena matrice CHCA (5 mg ml™) rozpusténa v roztoku acetonitrilu/0,1% TFA (3:2, v/V)
a nechala se zaschnout pii laboratorni teploté. Vzorek byl manualné nandsen na pozice
s matrici v pribéhu separace piimo z kolony. Po ukonceni separace byly tyto pozice
pfekapany roztokem acetonitrilu/0,1% TFA (3:2, v/v) a po uschnuti pfi laboratorni teploté

byl vzorek odeslan k analyze na hmotnostnim spektrometru.
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Seznam pouzitych zkratek

ACR
AHSG
ALG

linkedglycosylation®)

CDG
CFG

CHCA
CID
CNX
CKO
CRT
DAHC
DTT
ECD
El
ERAD

ER
FAB

FA
FT-ICR MS

GA

GC

GPI
GT
IAM
IRMPD

ISD
KEGG

akrylamid
Alfa-2-HS glykoprotein

enzymy  spojené s glykosylaci  asparaginu  (,,asparagin-

vrozené vady glykosylace (,,congenital disorders of glycosylation®)
Konzorcium pro funkéni glykomiku (,,Consortium for Functional
Glycomics®)

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

kolizi indukovana disociace (,,collision induced dissociation)
kalnexin (,,calnexin®)

cytokinin oxidasa/reduktasa

kalretikulin (,,calreticulin®)

hydrogencitrat amonny

dithiothreitol

disociace zachycenim elektronu (,,electron capture dissociation)
ionizace elektronem (,,electron impact®)

protein zodpovédny za degradaci nespravng sbalenych protein v ER
(ER-associated degradation®)

endoplazmatické retikulum

ionizace bombardovanim rychlymi atomy (,,fast atom
bombardment*)

ferulova kyselina

hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci a iontovou
cyklotronovou rezonanci (,,Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry

Golgiho aparat

plynova chromatografie (,,gass chromatography*‘)
glykosylfosfatidylinositol

glykosyltransferasa

jodacetamid

disociace infracervenym multifotonem (,,infrared multiphoton
dissociation®)

rozpad v iontovém zdroji (,,in-source decay*)

Kjotska Encyklopedie Genti a Genomu (,,Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes®)
63



LC-MS hmotnosti spektrometrie ve spojeni s kapalinovou
chromatografii (,,liquid chromatography-mass spectrometry*

LSIMS hmotnostni spektrometrie s tvorbou sekundarnich iontt
z kapalného  vzorku (,,liquid secondary ion mass
spectrometry)

MALDI laserova ionizace a desorpce za ucasti matrice (,,matrix-
assited laser desorption/ionization®)

MS hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry*)

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie (,,tandem mass
spectrometry*)

nano ESI nano ionizace elektrosprejem (,,nano-electrospray

ionization*)

OST oligosacharidyltransferasa

PDI disulfidisomerasa (,,protein disulphid isomerase*)

plgAl polymerni imunoglobulin A 1

PSD rozpad za iontovym zdrojem (,,post source decay*)

PSE prolylendoproteasa (,,prolyl specific endoprotease®)

PTM posttransla¢ni modifikace

QIT kvadrupolova iontova past (,,quadrupol ion trap*)

SA sinapova kyselina

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecyl

sulfatu sodného (,,sodium dodecyl sulphate polyacryleamide gel
electroforesis®)
SNP jednonukleotidové polymorfismy (,,single nucleotide

polymorphism*®)

TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin
TFA kyselina trifluoroctova

TOF analyzator doby letu (,,time of flight*)
UGGT glukosyltranferasa

UTP nukleotid uridin trifosfat
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