Chem. Listy 100, 1084—1095 (2006)

Referat

SOUCASNE TRENDY V ANALYZE EUKARYOTICKYCH PROTEOMU, GLYKOMU

A LIPIDOMU

PETR MAN? a KAREL BEZOUSKA™?

“ Mikrobiologicky tstav AV CR Praha, Videniska 1083,
142 20 Praha 4, "Katedra biochemie prirodovédecké
Jakulty Univerzity Karlovy, Hlavova 8, 128 40 Praha 2
bezouska@biomed.cas.cz

Doslo 12.9.05, pfijato 18.11.05.

Klicova slova: proteomika, eukaryotické organismy,
glykomika, lipidomika

Obsah

1. Uvod

2. Specifika eukaryotické proteomiky

3. Nové postupy eukaryotické proteomiky
4. Hlavni strategie glykomiky

5. Analyza glykosylaci

6. Urceni typu glykosylace

7. Nalezeni glykosylac¢nich mist a uréeni typu glykanii
8. Lipidomika

9. Zavér

1. Uvod

Cilem proteomiky je dynamické sledovani veskerého
souboru proteintt ur¢ité bunky, tkané, nebo organismu.
Nedavné desaté vyro¢i tohoto nového experimentalniho
oboru predstavujiciho dulezity milnik na cesté od genetic-
ké informace k jejimu vyjadieni v proteinech a soucasné
systémové analyze veSkerych fenotypovych znakid vedlo
k fad¢ diskusi a uvah o vysledcich, moznostech, omeze-
nich a perspektivach soucasné proteomiky'. Zdaleka nej-
zhavejsi diskuse se ptritom odehravaly v oblasti proteomi-
ky eukaryotickych organismt. Je to zplsobeno zejména
tim, Ze zatimco pii analyze genové exprese u bakterii ¢asto
vystacime s klasickou dvojrozmérnou proteinovou mapou
stoleti’, je takova analyza jen ve vyjimeénych pripadech
dostacujici pfi zkoumani proteomtl u eukaryotickych orga-
nismi. Abychom mohli pochopit obtiznost vytyceni za-
kladni vyzkumné linie v eukaryotické proteomice, o niz se
tak  vasnivé  diskutuje v akademickém  sektoru,
v laboratofich proteomickych firem, i na piidé mezinarod-
nich proteomickych organizaci jako jsou Human Proteome
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Organization (HUPO)’ popt. pravé ustavovana European
Proteomic Association (EuPA)*, musime se nejprve zaby-
vat nékterymi specifiky eukaryotické proteomiky. Jde
zejména o proteomiku ¢loveka a jinych modelovych orga-
nismi, jejichZ genom jiz byl Upln¢ nebo z velké vétSiny
sekvenovan.

2. Specifika eukaryotické proteomiky

Eukaryotickd proteomika byvéa casto uvadéna jako
pokraovani a vyusténi eukaryotické genomiky, od niz
prevzala nékteré pohledy a piistupy. Pfitom je vSak ne-
zbytné si uv€domit, Ze z metodického hlediska predstavuji
proteiny naprosto svébytnou tfidu biologickych makromo-
lekul zna€n€ odliSnych od DNA. Proteiny nelze na rozdil
od DNA molekul namnozit in vitro, proto jsou dodnes
proteomické experimenty zavislé na izolacich proteinti
z piirozenych zdroju, jejichz dostupnost je mnohdy ome-
zena.

Expresi relativné malého poctu gent (asi 40 000 geni
u c¢loveéka) vznikd ohromny pocet proteinovych molekul
v disledku existence genovych polymorfismu, splicingo-
vych variant a posttranslacnich modifikaci (viz nize).
Predpoklada se, ze lidsky proteom obsahuje pfes milion
riznych proteinovych molekul, byt stile nejsou
k dispozici tidaje pro kvalifikovangjsi odhad jejich poétu’.

V analyzovanych vzorcich eukaryotickych proteomu
se mohou proteiny vyskytovat v koncentracich, pohybuji-
cich se v rozmezi 10 fadli — zatimco koncentrace albuminu
v lidském séru je 50 mg ml™', koncentrace interleukinu-6
v témze materialu &ni 2 pgml™ (cit.*’). Tento ohromny
koncentracni rozsah klade nejen mimofadné naroky na
dynamicky rozsah analytickych metod, ale komplikuje
i separacni postupy, pfi nichz se separacni i¢innost ¢asto
zhorsuje vlivem nejhojnéji zastoupenych proteint.

Nedavné vyzkumy dale ukazuji, ze za fyziologickych
podminek se v buiice vyskytuje zna¢né procento proteinl
ve formé proteinovych komplext. Odhaduje se, Ze napf.
v kvasinkové buiice se mize vyskytovat az polovina vsech
pfitomnych proteinti ve formé proteinovych komplex,
znichz 40 % je jiz detailné charakterizovano®. Kromé
jednoduchych (binarnich, terndrnich nebo kvarternich)
proteinovych komplext jsou fyziologicky velmi vyznamné
1 dosti slozité proteinové komplexy — napf. ribosom obsa-
huje nékolik molekul ribonukleovych kyselin a kolem
stovky riiznych proteint’.

Samostatnou kapitolou vyznamné komplikujici vy-
zkum eukaryotickych proteomut jsou potom posttranslacni
modifikace proteinti. Téch je dnes jiz popsana vice nez
stovka a kazdym rokem pfibyva kolem desitky novych.
Jednou  z nejslozitejsi
v proteomice je glykosylace, které jsou vénovany kapitoly
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4-7 tohoto pojednani. Stejné rozmanité mohou byt ovsem
asociace proteinti s nepolarnimi lipidy, at’ jiz jde o kova-
lentni lipidové modifikace, nebo asociace membranovych
proteind s lipidy plasmatickych membran a membrano-
vych mikrodomén. Tomuto aspektu je vénovana kapitola 8
tohoto pfehledu.

Vsechny vySe uvedené charakteristiky eukaryotic-
kych proteomi kladou nejen vysoké naroky na pouzité
analytické metody z hlediska jejich citlivosti, dynamické-
ho rozsahu a robustnosti, ale Casto vytyCuji vyslovené
protichtidné pozadavky. Pro dokonalou separaci proteino-
vych smési je nezbytné pracovat s izolovanymi polypepti-
dy za denaturujicich podminek, pfitom se vSak ztraci in-
formace o biologickych ucincich proteint a jejich uspora-
dani ve funkéné vyznamnych proteinovych komplexech.
Pro separaci a analyzu proteinovych komponent eukaryo-
tickych proteoml je nezbytné znich odstranit chemické
substituenty vzniklé pii posttranslacnich modifikacich, ty
vSak Casto definuji jejich unikatni funkéné vyznamné iso-
formy. To vSe zplsobuje, ze v eukaryotické proteomice
zatim neexistuje jedind vSemi uznavana centralni metoda
nebo strategie vyzkumu, jakou je napt. amplifikace a sek-
venovani DNA v genomice. O riznych pfistupech a riz-
nych védeckych Skolach v eukaryotické proteomice pojed-
nava nasledujici kapitola.

3. Nové postupy eukaryotické proteomiky

Prehled jednotlivych technik postupné aplikovanych
ve vyzkumu eukaryotickych proteomd je znazornén na
obr. 1. Ackoliv byla dvojrozmérna gelova elektroforéza
dlouho hlavnim a jedinym nastrojem tohoto oboru'®'!,
pocatkem 90. let bylo zfejmé, Ze jiz nedostacuje zvySenym
narokiim a casto protichidnym potiebam jednotlivych
experimentll. Klicovym problémem se tehdy jevila sek-
vencni identifikace proteinovych skvrn na dvojrozmérnych
mapach, ktera zdstavala nezbytnou podminkou korelace
proteinovych map s biologii specifickych proteini obsaze-

hmotnostni spektrometrie
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nych v databazich genetickych sekvenci. V té dobé jiz
bylo evidentni, Ze metody chemie proteindl, napf. kvantita-
tivni aminokyselinova analyza nebo N-terminalni Edmano-
vo sekvenovani, pro svou pomalost, pracnost a vysoké
naroky na Cistotu analyzovanych proteind pfi feseni tohoto
problému pfili§ nepomohou. Rychlého rozsiteni vsak nao-
pak dosahly metody hmotnostni spektrometrie proteint,
jakmile byl v polovin€ 80. let rozfeSen problém zpisobu
ionizace velkych, net€kavych proteinovych molekul. Vel-
mi oblibenym nastrojem eukaryotické proteomiky se
v tomto ohledu stala zejména metoda peptidového mapo-
vani zalozena na Stépeni proteind pfimo v gelu a nasledné
analyze hmotnostni spektrometrii — nejcastéji spojenim
ionizace MALDI'>" a priletového analyzatoru. Tato me-
toda ve spojeni s programy prohledavajicimi databaze
proteinovych a nukleotidovych sekvenci dnes umoziluje
rutinng identifikovat protein ze skvrny obsahujici nanogra-
mova mnozstvi proteinu. Na zacatku 90. let bylo dal§im
vyznamnym pokrokem uvedeni hmotnostné spektrometric-
ké techniky zaloZené na ionizaci elektrosprejem'* do euka-
ryotické proteomiky, zejména poté, co byl Huntem a spol.
prokazany moznosti této techniky zaloZené na separacich
na kapilarach spojenych s tandemovou hmotnostni spekt-
rometrii (odtud zkratka LC-MS/MS) pfi analyze slozitych
smési peptidii eluovanych z molekul transplantac¢nich anti-
gent".

V sou¢ané dob¢ je v eukaryotické proteomice pouZzi-
van velmi Siroky soubor riznych metodik. Jsou zalozené
bud’ na vySe popisovanych biochemickych separacich
spojenych s hmotnostné spektrometrickou identifikaci at’
JjiZ v uspofadani ,,s gelem* nebo ,,bez gelu®, popf. na ana-
lyze proteinovych profild s vyuzitim jinych nastroju kvan-
titativni proteomiky, jako je pouZiti isotopovych proteino-
vych znagek'®, popiipadé proteinovych &ipi rizné kon-
strukce' ™" Charakteristicky je vysoky stupefi automatiza-
ce a robotizace, a to zejména ve firemnich laboratofich,
které dnes do oblasti eukaryotické proteomiky velmi
masivné investuji.

Vyse popsanymi analytickymi ndstroji fesi soucasna

proteinové
Cipy

LC-MS

LC-MS/MS i

sekvenovani nukleotidl

Obr. 1. Technologie souc¢asné eukaryotické proteomiky
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Obr. 2. Hlavni cile eukaryotické proteomiky

eukaryotickd proteomika nékolik okruhd otazek, jak je
znazornéno na obr. 2. Oblasti aktivné rozvijenou zejména
farmaceutickymi firmami je sledovani interakci protein-
ligand (v daném ptipad¢ protein-1écivo), pro coz jsou vyvi-
jeny nové bioafinitni techniky véetné nékterych umoziuji-
cich vyhodnotit i slabé biologické interakce s disocia¢nimi
konstantami milimolarniho fadu. Velkou oblasti zajmu
nadale ziistava analyza proteinovych komplexi a proteino-
vych profilti jednotlivych organel, jako je jadérko nebo
jaderna obalka’™?'. Oblibenym pfedmétem eukaryotické
proteomiky je déale vyzkum dynamiky jednotlivych rodin
funkéné vyznamnych proteind s jejich intracelularnimi,
jadernymi a membranovymi formami, a dale detailni vy-
zkum funkéniho vyznamu proteinovych modifikaci,
zejména fosforylaci, glykosylaci (viz. kapitoly 4-7) a lipi-
dovych modifikaci (kapitola 8). Jednotlivé dil¢i poznatky
jsou potom integrovany do globéalniho obrazu eukaryotické
bunky a jejich zmén v prubéhu klicovych fyziologickych
(bun&cny cyklus, apoptéza) nebo patologickych (infekce,
nadorova transformace) procest.

4. Hlavni strategie glykomiky

Posttransla¢ni modifikace proteinii predstavuji dnes
analyzy. Divodem pro to je jak ohromny celkovy pocet
téchto modifikaci mnohondsobné piesahujici celkovy po-
Cet proteinti a jejich variant, tak zdsadni vyznam téchto
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modifikaci pro funkci bilkovin (ovliviiuji zejména rozpust-
nost proteind, jejich stabilitu, transport do specifickych
organel, enzymovou aktivitu, schopnost vazat ligandy
aucCastnit se predani signdlu). Za jednu znejvyz-
glykosylace proteint. Stejné tak jako se proteomika zaby-
va studiem proteinového komplementu genomu, je hlav-
nim poslanim glykomiky studovat glykosylace proteinQ
alipidd. Cilem je ziskat znalosti o tom, jak glykosylace
ovliviiuje funkci téchto molekul a také jak se méni glyko-
sylace v ruznych stavech buriky nebo organismu. Tyto
poznatky se poté daji aplikovat napt. na diagnostiku one-
mocnéni spjatych s chybnou glykosylaci** . Prvnim kro-
kem je detailni popis glykosylaci proteint a s tim souvise-
jici rozvoj metodik umoziujici rychlé a jednoznacné ana-
lyzy.

Zakladni poznatky o glykosylacich

Glykosylace plni zejména funkci ochrannou — brani
proteolyze, pusobeni nizkych ¢i extrémné vysokych pH
a ochranuji proteiny pied volnymi radikaly. Dale také
u fady proteinli napomahaji zaujmout spravnou prostoro-
vou strukturu, zajistuji dobrou rozpustnost, ovliviiuji akti-
vitu enzymt, urcuji sméfovani uvnitf builky a stabilizuji
proteiny uvoliiované z buitky ven?. Sacharidy se také
uplatituji pfi interakcich mezi riznymi bunkami,
v mechanismu mikrobidlni infekce, nebo maji podptirnou
funkci pii interakei receptoru s ligandem?’.
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Odlisujeme dva zakladni druhy glykosylace N- a O-
typu. U N-glykosylaci je sacharid vadzén na volny amidovy
dusik aminokyseliny asparaginu, ktery se navic vyskytuje
v tripletu asparagin, nasledovany libovolnou aminokyseli-
nou (pozice N+1) a hydroxyaminokyselinou (pozice N+2)
— (Asn-Xaa-Ser/Thr). Je zndmo, Ze v pozici N+1 nemuize
byt prolin nebo kyselina asparagova. Tato pravidla jsou
odvozena z faktu, Ze glykosylovany jsou v naprosté vétsi-
n¢ triplety, které se mnalézaji v P-strukturdich nebo
smyckach a amidova skupina asparaginu zde tvofi vodiko-
vy miustek s kyslikem serinu nebo threoninu. Pfitomnost
prolinu by tvorbé tohoto mistku stericky brénila a skutec-
né neni popsan zadny protein majici glykosylovany triplet
Asn-Pro-Ser/Thr. Pfi pohledu na pozici N+2 je zajimavé,
ze jsou znamy proteiny, u nichz dochazi k N-glykosylaci
na tripletu Asn-Xaa-Cys (plasmovy protein C a von
Willebrandiv faktor, aspartatové proteasy kvasinek).
Z toho vyplyva, ze kritéria pro pfipojeni sacharidové struk-
tury nejsou tolik striktni a hydroxyaminokyselina mize byt
nahrazena cysteinem. Z pohledu sacharidu vychazime
u savéich N-glykosylaci ze zakladni struktury — 2 N-acetyl-
glukosaminy a 3 mannosy (obr. 3a). Od této struktury pak
navazanim ruznych monosacharidovych jednotek odvozu-
jeme skupinu mannosovych, komplexnich a hybridnich
oligosacharidt (obr. 3b, 3¢ a 3d). Vedle variaci co do po-
¢tu navazanych monosacharidd se vS§ak miizeme setkat i se
strukturami zakon¢enymi sulfatem ¢i fosfatem. U vyvojo-
v¢€ nizsich organismu a rostlin pak mizeme nalézt i struk-
tury zcela odlisné od vyse uvedenych (obr. 3e).

Z hlediska biosyntézy je N-glykosylace kotranslacnim
jevem, nebot” k pfipojeni oligosacharidu k proteinu docha-
zi v endoplasmatickém retikulu jesté pred ukoncenim jeho
biosyntézy. Vychozi oligosacharid je vétveny, je charakte-
risticky vysokym obsahem mannosy, a na jedné vétvi je
zakonCen linearni sekvenci tfi glukosylovych zbytkd.
V endoplasmatickém retikulu a nasledné v Golgiho kom-
plexu se postupné odstépuji glukosové a n€které mannoso-
vé zbytky, a pfipojuji se jiné monosacharidové jednotky.
Evolucné puvodnéjsi jsou struktury mannosového typu,
u vysSich organismu je pak existence mannosovych struktur
znamkou urychlené sekrece nebo metabolické poruchy®*'.
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Obr. 3. Schématické znazornéni hlavnich N-vazanych oligosa-
charidovych struktur; a) ,.jadro skladajici se ze dvou N-acetyl-
D-glukosamind a tfi D-mannos, b) piiklad struktury s vysokym
obsahem mannosy, c) hybridni struktura, d) komplexni struktura,
e) priklad neobvyklého typu N-vazaného sacharidu. Symboly:
m — N-acetyl-D-glukosamin, ® — D-mannosa, © — D-galaktosa,
0 — kyseliny sialové, >— L-fukosa
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Zatimco N-glykosylace se fidi vySe uvedenymi pravi-
dly, u glykosylaci O-typu se doposud zadna pravidla nepo-
dafilo nalézt. Sacharidova struktura (mono-, di-, tri-, ¢i
oligosacharid) je vazana pfes hydroxyskupinu serinu nebo
threoninu. Jsou vSak popsany i O-glykosylace na tyrosinu,
hydroxyprolinu a hydroxylysinu. Zakladnich osm savc¢ich
struktur predstavujicich tzv. jadro, tvoii N-acetyl-
galaktosamin a na né& vazany jeden Ci dva sacharidy
(galaktosa, N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin).
Od téchto osmi struktur se dale odvijeji nejriiznéjsi typy
oligosacharidii. O-Glykosylace se vétSinou neobjevuje na
proteinech osamocené, ale v urcitych shlucich v oblastech
bohatych na vyskyt serinu a threoninu. Funk¢né se O-glyko-
sylace uplatiiuje v tvorbé krevnich skupin, Gcastni se na
vyvoji krevnich bunék, a fada O-glykoproteini se podili na
ochrang epitelu®’.

5. Analyza glykosylaci

Pti analyze glykosylaci je cilem:

zjiSténi, zda dany protein je ¢i neni glykosylovén,
urceni typu glykosylace,

nalezeni glykosyla¢nich mist,

urceni typu struktury a mikroheterogenity na jednotli-
vych mistech.

V nasledujicich kapitolach jsou probrany metodiky,
které se k vySe jmenovanym analyzam pouzivaji. Zvlastni
diraz pak je kladen na hmotnostné spektrometrické techni-
ky, které se daji povazovat za nejuniverzalnéjsi nastroj.

Detekce glykoproteint

Prvnim a nejsnaze rozliSitelnym znakem glykoprotei-
nu je jejich charakteristickd migrace pfi polyakrylamidové
elektroforéze. U jednorozmérnych geld vidime, ze se dany
pruh nesoustfedi do tenké zony, ale tvofi SirSi pruh. Na
dvourozmérnych gelech se glykoproteiny bud’ separuji do
fady bodu o stejné molekulové hmotnosti, ale mirn¢ odlis-
ném isoelektrickém bodu (pI) nebo tvofi tzv. ,,smear” —
protahly pas ve sméru pl.

Dalsi variantou detekce glykoproteinii je oxidace
kyselinou jodistou nebo manganistanem a modifikace oxi-
dovaného sacharidu bud barvivem Fuchsinem, fluo-
rescenéni znackou nebo biotinem s hydrazidovou skupi-
nou. Zatimco modifikace biotinem a ndsledna detekce
streptavidinem konjugovanym s kienovou peroxidasou je
uréena pouze pro vzorky na poly(vinylidendifluoridové)
membrang, daji se znaceni barvivem ¢i fluorescencni znac-
kou pouzit jak na membrané, tak v gelu. Detekeni limity se
pohybuji mezi 25-100 ng pro barevné znaceni, 5-25 ng
pro fluorescenci a 20—100 ng pro biotinylaci. Jinou techni-
kou, ktera nam navic poskytne informaci o terminalnich
sacharidovych jednotkach, je prevrstveni proteiny schop-
nymi sacharidy navazat’>. V fad& piipadii viak nejrychlejsi
odpovéd poskytne analyza celého proteinu hmotnostni
spektrometrii na MALDI nebo ESI-FT-ICR. Neni-li pro-
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Obr. 4. Priklady hmotnostnich spekter glykoproteini — identifikace glykoforem; a) DQH-protein nesouci O-glykosylaci, méfeno
v linedrnim médu technikou MALDI-TOF; b) propeptid B-N-acetylhexosaminidasy nesouci O-glykosylaci. Spektrum namétené na ESI-
FT-ICR odhaluje zastoupeni jednotlivych glykoforem (od jedné hexosy az po 8 hexos)

tein glykosylovan, ziska se jeden ostry pik (pokud neuva-
zujeme vyskyt vicenasobné nabitych iontd). Je-li protein
glykosylovan, projevi se klasickd mikroheterogenita jiz na
proteinovém spektru, ve kterém odhalime sérii pikd, je-
jichz vzdalenost odpovida urcitému sacharidu (hexose,
deoxyhexose, kyseliné sialové apod.) (obr. 4, cit. %), Zde
je nutno fici, Ze hmotnostni spektrometrie neni schopna
odlisit od sebe napf. jednotlivé hexosy. Ty maji totiz stejné
sloZeni a tim i stejnou molekulovou hmotnost. Proto roze-
znava pouze sacharidy liSici se slozenim — hexosu od deo-
xyhexosy, hexosu od N-acetylhexosaminu apod. MALDI
matrice pouzivané pro analyzu malych glykoproteinit (do
10 000 Da) jsou kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB)
nebo kyselina 3-hydroxy-o-kyano-skoficova (HCCA)™.
Pro vétsi proteiny je pak praktiCtéjsi vyuzivat kyselinu
sinapovou (SA), 2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP) nebo
kyselinu 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoovou (HABA).

6. Urceni typu glykosylace

Nejpouzivanéj$im pristupem je enzymova deglykosy-
lace N-glykosidasou F (PNGasa F). Ta odstépuje celou
sacharidovou strukturu a zaroven s tim méni piivodné gly-
kosylovany asparagin na aspartat. Byl-li protein N-gly-
kosylovan, projevi se deglykosylace jednak snizenim mo-
lekulové hmotnosti a zaroven zaostfenim pasu na gelové
elektroforéze. Nevyhodou je, Ze fada proteinli po totalni
deglykosylaci zcela ztraci své ptvodni vlastnosti a snadno
se srazi. PNGasa F navic Spatn¢ odStépuje glykany, které
jsou fukosylovany na kotevnim N-acetylglukosaminu.
Alternativou k PNGase F je vyuziti endoglykosidas (Endo
H, Endo F1-3), které Sstépi vazbu mezi N-acetyl-
glukosaminy, z nichZ jeden je vazan na asparagin. Vysled-
kem pak je protein, ktery na vSech ptivodné glykosylova-
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nych mistech nese jeden N-acetylglukosamin. Vyhodou je,
ze takto deglykosylované proteiny si mnohdy zachovavaji
své pavodni vlastnosti. Pii pouZiti endoglykosidas je na-
vic mozné pfiblizné uréit typ N-vazanych oligosacharidl
na daném proteinu. Zatimco Endo F1 odstépuje sacharido-
vou strukturu u vysoce mannosovych a hybridnich glyka-
nu, F2 funguje pfedevsim u dvojantenarnich komplexnich
a pouze slabé u vysoce mannosovych struktur, F3 je vhod-
na pro dvoj- a tifantenarni struktury, které jsou navic fuko-
syl;gvainy. Endo H neodstépuje pouze slozené oligosachari-
dy™.

U O-glykosylaci bohuzel neexistuje zadny univerzalni
pristup. O-Glykosidasy jsou vhodné pouze pro odstépeni
malého poctu nepfili§ slozitych sacharidovych sekvenci,

mi exoglykosidasami.

Pokud enzymova S$tépeni neposkytuji pozadovany
vysledek, lze vyuzit i fadu chemickych metod. Pravdépo-
dobné nejznamgéjsi je hydrazinolyza. K odsolenému a Cis-
tému glykoproteinu se pfida bezvody hydrazin a reakéni
smés se necha inkubovat 4 h pii 95 °C (odstépi se N- i O-
vazané sacharidy) nebo 5 hodin pii 60 °C (mélo by dojit
k selektivnimu odstépeni pouze O-vazanych sacharidi).
Vzhledem k nebezpecnosti bezvodého hydrazinu je nutné
pracovat s nalezitou opatrnosti. Po skonceni reakce je hyd-
razin odpafen na vakuové odparce a uvolnéné sacharidové
struktury se N-acetyluji acetanhydridem v hydrogen-
uhli¢itanu sodném®’. Hlavni nevyhodou hydrazinolyzy je
destrukce proteinové ¢asti a navic u O-glykoproteind neni
Casto deglykosylace tplna. Alternativou pro deglykosylaci
je puisobeni trifluormethansulfonové kyseliny, které pone-
chava aminokyselinovy skelet glykoproteinu, avsak zcela
ni¢i vSechny sacharidové komponenty. U N-glykosidicky
vazanych struktur zistava pfipojen pouze prvy N-acetyl-
glukosamin®®. Daldi moznosti je selektivni O-deglyko-
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sylace v alkalickém prostiedi hydroxidu amonného, uhlici-
tanu amonného nebo hydroxidu sodného v koncentraci do
0,1 M. Reakce (jedna se o B-eliminaci) probiha za teplot
kolem 50 °C po dobu 10-18 h. Jelikoz samotna eliminace
by vedla k degradaci uvolnénych glykand (tzv. peeling),
pridava se do reakce borohydrid sodny, ktery z uvolnénych
glykani tvoii alditoly™. Pokud mé byt p-eliminace pouZita
také pro uvolnéni N-vézanych glykant, pouZiva se 1 M
hydroxid a teploty kolem 100 °C. Je vSak tieba dodat, Ze
chemické deglykosylace vzdy vyZzaduji velkd mnoZstvi
vzorku a optimalizaci reakénich podminek pro dany glyko-
protein.

7. Nalezeni glykosylaénich mist a uréeni
typu glykanu

Pro nalezeni glykosylac¢nich mist existuje fada riz-
nych strategii. Zakladem je identifikace vSech teoreticky
moznych N-glykosyla¢nich mist v dané proteinové sek-
venci'’ a dale pokus o nalezeni potencialnich O-glyko-
sylagnich mist* ™. Klasicka strategie spo¢iva v deglyko-
sylaci PNGasou F a vyuziti pfemény asparaginu nesouciho
N-vazany glykan na aspartat. Deglykosylovany protein je
nasledné §tépen proteasou Asp-N, ktera plsobi na N-konci
kyseliny asparagové. Jelikoz enzymova deglykosylace
vnesla do sekvence nova zasahova mista pro tuto proteasu,
objevime ve spektrech deglykosylovaného proteinu nové
peptidy. Pro jejich snazsi identifikaci lze vyuzit deglyko-
sylaci ve smési normalni vody a vody obohacené o kyslik

+2amu

)

1670,8 16728

Obr. 5. Detail isotopové obalky isotopicky neznaceného (plna
¢ara) a znaceného (te€kovana Cara) peptidu pii enzymové
deglykosylaci; jde o deglykosylaci PNGasou F ve smési H,'°0
a H,"®0 (30:70). Charakteristicky isotopovy profil (posun m/z
0 2 hmotnostni jednotky) dovoluje jednoznacéné identifikovat
peptidy, které ptivodné nesly N-vazany oligosacharid
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0 (smés by méla obsahovat minimalng 50 % H,'80).
Jelikoz se pri deglykosylaci na asparagin pfenasi hydro-
xyskupina z reakéniho prostiedi, inkorporuje se '°OH
i ""OH. To se nasledné v hmotnostnich spektrech projevi
na isotopové obélce daného peptidu (obr. 5, cit.2%**).

Nalezeni vSech N-glykosyla¢nich mist v§ak vétSinou
neni otazkou jednoho pokusu, a tak je tfeba kombinovat
znaceni *O spolu se $tépenim n&kolika riznymi proteasa-
mi (trypsin, chymotrypsin, Asp-N, Glu-C, atd.) a méfe-
nim jak peptidovych map, tak koliznich spekter peptidi.
Pti pouziti endoglykosidas H nebo F nam ztstava kotev-
ni N-acetylglukosamin pfipojeny na dany peptid.
Z koliznich spekter pak muzeme piesné identifikovat, na
kterém asparaginu je glykan pfipojen (obr. 6).

S rozvojem novych hmotnostné spektrometrickych
technik si mizeme dovolit hledat glykosyla¢ni mista i na
celém glykosylovaném proteinu. Protein je nejprve §tépen
vybranou proteasou a znameéfenych celych hmotnosti
glykopeptidl nebo jejich koliznich spekter mizeme nejen
identifikovat, zda je dané misto glykosylovano, ale rovnou
urujeme, jaky typ oligosacharidu je na jednotlivych mis-
tech pfipojen. Navic jesté ziskdvame informaci o mikrohe-
terogenité¢ daného glykosylacniho mista (vyskyt riznych
forem urcitého typu oligosacharidu). Pro identifikaci na
zaklad¢ celych hmot je vhodna technika MALDI-TOF,
avsak nejlepsich vysledki 1ze dosahnout pfi spojeni mikro-
kapilarni HPLC s iontovou cyklotronovou rezonanci, kde
dosahuje presnosti méfeni pod 1 ppm a identifikace jsou
tak zcela jednoznacné. Pro interpretaci spekter smési pep-
tida a glykopeptidi je vhodné vyuzit specializované soft-
wary, které glykopeptidy snadno a rychle identifikuji*>*.
Pti vyuziti ionizace MALDI se jako nejvhodnéjsi matrice
doporucuji DHB a HCCA pro glykopeptidy bez naboje
a THAP pro glykopeptidy obsahujici negativné nabité
skupiny (kyselina sialovd, sulfét).

Pro méfeni koliznich spekter je nejCastéji vyuzivano
spojeni mikrokapilarni HPLC s iontovou pasti nebo
s hmotnostnim spektrometrem q-TOF. Vyhodou g-TOF je
moznost selektivni detekce glykopeptidid. Na instrumentu
(operujicim v LC-MS/MS modu) je nastavena jemna frag-
mentace ve zdroji (dochazi k disociaci monosacharidovych
jednotek) a pokud jsou detegovany diagnostické ionty
(napt. o m/z 204, 292, 366), jsou provedeny MS/MS expe-
rimenty s glykopeptidy, které se pravé eluuji z kolony
ajsou puvodci zmifiovanych ztrat monosacharida?’. Na
iontové pasti 1ze tento experiment provést dvéma zptisoby.
Prvni vychazi z faktu, Ze drobna $tépeni se ve zdroji objevi
i za normalnich podminek a navic, Ze iontova past je velmi
rychle skenujici instrument. Bez probléml pak naméfime
MS/MS spektra ze vSech fragmentd vzniklych ve zdroji.
Z glykopeptidi obsahujicich vysoky pocet sacharidovych
jednotek ziskdme informaci o typu pfipojené struktury
a ze Stépeni peptidu nesouciho pouze prvou sacharidovou
jednotku urc¢ime pozici, ve které je sacharid pfipojen
(obr. 7).

Druhy zplisob vyuziva nasledné fragmentace, kdy
vprvnim  MS/MS je Stépen cely  glykopeptid
a v naslednych koliznich experimentech (MS® — MS/MS/
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Obr. 6. Kolizni spektrum peptidu nesouciho N-viazany N-acetylhexosamin; ve spektru jsou oznaceny b- a y-ionty vzniklé fragmentaci
peptidovych vazeb. Ve spektru vidime jak ionty nesouci sacharid, tak ionty, které jej ztratily (oznaceny ¢arkou). Krouzek oznacuje ionty
vzniklé z piislusného $t€pného iontu ztratou vody. Na sekvencich peptidu v levé horni ¢asti obrazku jsou vyznacena mista $tépeni. P —

peptid. Spektrum bylo naméfeno na kvadrupolové iontové pasti
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Obr. 7. Analyza glykopeptidi tandemovou hmotnostni spektrometrii; a) ESI-MS spektrum glykopeptidu nesouciho strukturu
s vysokym obsahem mannosy - schematicky zndzornéno v levé €asti panelu; symboly vysvétleny v obr. 1. Hlavni pik nélezi trojnasobné
nabitému iontu. Déle jsou ve spektru vidét fragmenty vzniklé ve zdroji. b) MS/MS spektrum z glykopeptidu znazornéného v levé Casti
panelu a). V koliznim spektru vidime fragmentaci glykosidickych vazeb, zcela chybi $tépeni vazeb peptidovych. Z daného spektra lze
vyéist infomaci o typu oligosacharidové struktury. ¢) Stépeni tietiho stupné z hlavniho iontu MS/MS spektra uvedeného v panelu b). Jde
v podstats o MS® experiment. Z tohoto spektra lze jiZ ur&it aminokyselinovou sekvenci peptidu a také lokalizovat misto N-glykosylace.
Prekurzorem je peptid nesouci pouze kotevni N-acetylhexosamin. Na sekvencich v pravé ¢asti panelu c) jsou vyznacena mista Stépeni
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MS) jsou fragmentovany vybrané §tépné ionty naméfené
v MS/MS experimentu. Nejlépe se tento typ experimentu
provadi na linearni iontové pasti, kterd se vyznacuje vyso-
kou citlivosti v MS" médu a ma jesté rychlejsi sken nez
kvadrupdlova iontova past. Pomérné nova instrumentace
kombinujici kvadrupolovou iontovou past s ionizaci TOF
a MALDI se pak vyznacuje specifickou vlastnosti, ze jiz
v MS/MS spektru glykopeptidu nalezneme S§tépné ionty
odpovidajici fragmentaci jak sacharidové slozky, tak
i peptidovych vazeb*. Viechny vyse uvedené techniky
jsou snadno aplikovatelné na glykopeptidy s N-vazanymi
glykany. Pokud vSak mame nalézt O-glykosylacni mista,
dostavame se do oblasti, ktera jiz tak trivialni neni. Jeden
zpusob spociva v rozstépeni proteinu bromkyanem (Stépi
za methioninem) a nasledném Edmanové odbouravani
ziskanych §tépt. V misté, kde je glykosylovany serin nebo
threonin, chybi signal pro fenylthiohydantoinovy (PTH)
derivat dané aminokyseliny, a glykosylovana PTH-
aminokyselina protéka na zacatku gradientové eluce, témer
v mrtvém objemu®’. VyuZiti iontové pasti nebo q-TOF pro
identifikaci mist O-glykosylace je mozné, i kdyz identifi-
kace O-glykosylac¢nich mist v peptidech, kde se naléza
vice nez jedno misto, je znacné obtizna. Misto toho je
mozno vyuzit elegantni feSeni, které nabizi kombinace
disocia¢nich technik dostupnych na spektrometrech s ion-
tovou cyklotronovou rezonanci. Jde o disociace infracerve-
nym laserem (IRMPD), ktera poskytuje podstaté stejné
vysledky jako klasicka kolizné indukovana disociace, je
vSak mozno ji nastavit tak, Ze probihd pouze selektivni
fragmentace glykosidovych vazeb, zatimco peptidové vaz-
by zistavaji nedotéeny. IRMPD tak lze vyuzit k urceni
typu glykanu, ktery je k danému glykopeptidu pfipojen.
Druh4 technika, disociace zachytem elektronu (ECD), pak
zcela selektivné fragmentuje pouze peptidové vazby
a ponechdva glykosyl nedotéen. Z ECD spekter lze poté
jednoznacné identifikovat pozice, které byly glykosylova-
ny**~*, Na FT-ICR piistrojich vybavenych navic prediaze-
nym kvadrupoélem lze provést alternativu této metodiky,
ato kombinaci kolizn€é indukovaného Stépeni s riznymi
energiemi a ECD.

Vyse uvedené postupy vsobé kombinuji nalezeni
glykosylaénich mist a pfiblizné urceni typu oligosachari-
dové struktury. Pro pfesny a detailni popis glykanu je vSak
nutno pouzit jinych technik. V prvni fad¢€ je nutno glykan
odstépit a zbavit proteinové komponenty. S Cistym oligo-
sacharidem je mozno provadét celou fadu analyz:
fluorescen¢ni znaceni nasledované chromatografii
(HPLC), kapilarni elektroforézou (CE) nebo gelovou
elektroforézou (PAGE),
vysokoucinnou iontové vyménnou chromatografii na
aniontovém meénici spojenou s pulsni amperometric-
kou detekci (HPAEC-PAD),
postupné odstépovani s
a méfeni MS,
permethylaci nasledovanou MS a MS/MS analyzou,
MS a MS/MS analyzy nederivatizovanych oligosacha-
ridu,

pouzitim exoglykosidas
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nukledrni magnetickou rezonanci.

Musime vSak poznamenat, ze vzhledem ke striktné
danym pravidlim pro biosyntézu N-vazanych sacharidu,
neni mnohdy nezbytné nutné znat ptesnou stukturu glyka-
nu. Plati totiz jednoduché pravidlo, Ze ¢im vice se o urcité
glykosylaci chceme dozvEédét, tim vice musime pfipravit
daného glykoproteinu.

Princip fluorescen¢niho znaceni a nasledné separace
(HPLC, CE, PAGE) spociva v modifikaci oligosacharidu,
jejich rozdéleni a porovnani se znamymi standardy. Jako
fluorescencni znaCky mohou slouzit napf. kyselina 2-amino-
benzoova (2-AA) nebo kyselina 8-aminonaftalen-1,3,6-tri-
sulfonova (ANTS).

Technika kapalinové chromatografie na anexech
s pulsni amperometrickou detekci (HPAEC-PAD) velmi
ucinné separuje sacharidy v alkalickém prostiedi a dokaze
rozdelit glykany nejen podle rizného obsahu jednotlivych
sacharidd, ale také odliSného vétveni. Pro identifikaci se
zde opét vyuziva porovnani se standardy. Vyhodou jak
flourescen¢niho znaceni s HPLC, tak i HPAEC-PAD je
moznost pomérné piesné kvantifikace separovanych gly-
kand.

Pti postupném odstépovani s pouzitim exoglykosidas
je vhodné zacit s izolovanym a preciSténym oligosachari-
dem. Volbou exoglykosidas s riznou specifitou a méfenim
MS zjistujeme, jak jsou jednotlivé monosacharidové jed-
notky spojeny a postupné oligosacharid odbouravame>*-*.
Pii vyuZiti kombinace derivatizace ndsledované analyzou
MS zjistime nejen jaka je molekulova hmotnost oligosa-
charidu, ale ziskame také detailni informaci o vétveni.
Derivatizace (permethylace) se provadi methyljodidem
v dimethylsulfoxidu za pfitomosti NaOH. Hlavnim davo-
dem pro derivatizaci je zajiSténi stability pfi ionizaci tvr-
dymi ionizanimi technikami a druhym divodem je
umoznit vycist z MS/MS spekter informaci o vétveni. Pti
Stépeni oligosacharidy nejCastéji praskaji v mist¢ glykosi-
dové vazby (fragmenty B a Y) (obr. 8, cit.>®). Toto $tépeni
vSak neni dostate¢né informativni a nejzajimavéjsi
z hlediska strukturniho jsou tzv. fragmentace pies kruh
(obr. 8). Ty vznikaji bud’ pti vysokoenergetickych Stépe-
nich nebo pii ionizaci rychlymi atomy (FAB)™.

V mnoha piipadech je pfi méfeni oligosacharidl
vhodné provadét analyzu v negativnim moédu. Glykany

."1,5 X1

e
0,2A1
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2,4A2

Obr. 8. Schématické znazornéni Stépeni oligosacharidi; nazvy
iontll podle Domon a Costello. Necastéjsi je tvorba ionti B a Y.
Nejvice informativni jsou fragmentace ptes kruh — vznikaji ionty

AaX



Chem. Listy 100, 1084—1095 (2006)

708,6

857,7

Referat

PtdGro

== 00 693,6 (1.S.)
28 Ptdins
S5 507  PptdEtn 885,7
R 662,6
o £ 0 N R

= 708,6

PI1225,2 (14:1,

662,6

[93,6

PI279,2 (18:2)

PI1283,2 (18:0)

762,6
742,6 . 7926
738,6 .
714,6 N
Pl 255,2 (16:0) 7426 7926
. 820,7
7146 770,6'
7). B

81ﬁ7 840,7 857,7 '«
bk »

PI303,3 (20:4)

PI327,3 (22:6)
650

70!

0 750 800 900 950

m/z

Obr. 9. Ptiklad tiplné lipidomické analyzy pro cholinové fosfolipidy”'; v horni Gasti obrazku je sumarni spektrum, v drahach fosfolipi-

dy s riiznymi mastnymi kyselinami

nesouci zaporné nabitou skupinu se zde mnohem lépe ioni-
zuji a i u neutralnich oligosacharidi mnohdy dostaneme
informativnéj$i rozpadova spektra nez v modu pozitiv-
nim>%. V pozitivnim moédu se oligosacharidy pievazné
nabijeji nikoliv protonaci, ale ionty alkalickych kovi. Nej-
intenzivngjsi signal dostdvame pro molekulu modifikova-
nou sodikem a druhy nejintenzivnéjsi signal pro molekulu
modifikovanou draslikem. U glykant s negativni skupinou
muzeme naméfit 1 sodnou sl daného sacharidu, ktera je
navic nabita sodikem. Z téchto diivodii je mnohdy obtizné
urcit, jakd je skutecna molekulovd hmotnost analyzované-
ho sacharidu, a proto se pouziva kationizace lithiovymi
ionty. Lithné ionty (ve form¢ hydroxidu lithného) se ptida-
vaji v koncentraci od 0,5 do 5 mmol I"'. Vy3i koncentrace
jiz ptisobi nezddouci potlaceni signalu. Optimalni koncent-
race kolem 1 mmol I"' nezarudi, Ze glykany naméfime
pouze jako lithiované, avSak silné oslabi signal molekul
modifikovanych sodikem a téméf zcela potlaci signal mo-
lekul modifikovanych draslikem. Hojné¢ se vyuzivaji i dalsi
zpusoby kationizace, a to zejména pii koliznich experi-
mentech, kdy je cilem dosahnout selektivni tvorby urci-
tych diagnostickych 3t&pnych iontl (piidavky iontd Cs’,
Ag', Cu®', Mg*, Ca*', Mn*")*"%?, Zatimco kationizace se
pouziva pro analyzy v pozitivnim mddu, ptidavky aniontl
(napt. CI', Br, I, NO;") jsou vyuzivany pro meéfeni
v médu negativnim a pro podpoteni tvorby diagnostickych
fragmentti v MS/MS spektrech®.

Nejpfimocaiej§im typem analyzy, ktery mizeme na
oligosacharidovych strukturach provadét, je NMR. Ta
naprosto bezchybné ur¢i nejen monosacharidové sloZeni,
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ale poskytne i detailni informaci o vazbach mezi jednotli-
vymi sacharidy®. Nevyhodou viak jsou vysoké néaroky
NMR na ¢istotu a mnoZzstvi vzorku, kterym je v fad€ pfipa-
di obtizné vyhovét.

Pro analyzu slozitych smési oligosacharidii je mozno
také vyuzit spojeni HPLC-MS. Pro chromatografii se nej-
Castéji vyuzivaji kolony naplnéné normalni fazi (aminové
nebo diolové kolony). Je tieba uvazit, ze oligosacharidy
s redukujici skupinou se mohou na amino kolonu ¢4ste¢né
chemicky vazat, proto je upiednostiiovana kolona diolova.
Velmi populérni jsou také nosice na bazi porezniho aktiv-
niho uhli®>%.

8. Lipidomika

Veskeré metodické pristupy eukaryotické proteomiky
jsou zaloZené na analyzich pfirodnich latek hydrofilni
povahy, at’ jiz jde o vlastni proteiny, nebo jejich modifika-
ce nabitymi a polarnimi skupinami, jako jsou fosfaty nebo
sacharidy. V komplexnich biologickych systémech ov§em
hraji nezastupitelnou ulohu i nepolarni latky typu lipidi.
V proteomice se s nimi setkdvame zejména jako se substi-
tuenty modifikujicimi polypeptidové fetézce a tim i biolo-
gickou aktivitu proteinti. Hmotnostni spektrometrie se
ukézala jako velmi vhodnd metoda pro analyzy téchto
modifikaci®. S lipidy mohou oviem proteiny byt spojeny
téz nekovalentné — mohou zprosttedkovat jejich zakotveni
v biologickych membranach, a mohou slouzit i jako sub-
straty, jak je tomu u rliznych enzymi a kofaktort lipidové-
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" genomova proteinové funkéni biologické

technika DNA > mRNA > produkty > proteiny > systémy
integre;ce dat
navrh . .
aktivita simulace
kvantitativni okalizace
s ) proteinové profily
prototyp expresni profily :
mapa proteinovych
komplexu
zavedené t sekvenovani

Obr. 10. Vyzkumné sméry na cesté k biologii systémii
ho metabolismu. V prvém pripadé se mohou lipidy stat Hex hexosa
dilezitymi separa¢nimi nastroji pfi izolaci urcitych protei- HexNAc N-acetylhexosamin
novych frakci plnicich v burice dilezité funkce, jako napf. HPAEC kapalinova chromatografie na anexech (angl.
u protein membranovych mikrodomén nezbytnych pfi High Performance Anion Exchange Chromato-
bun&éné signalizaci®. Spojeni isotopové znaenych lipido- graphy)
vych prekurzori s hmotnostni spektrometrii s ionizaci MALDI ionizace laserovym paprskem (angl. Matrix
elektrosprejem se stalo v posledni dobé oblibenym nastro- Assisted Laser Desorption and Ionization)
jem analyzy bun&nych lipidoma® a sledovani metabolis- PAD pulsni amperometricka detekce
mu lipidd véetné detailnich studii piislusnych enzymi. PAGE  polyakrylamidova gelova elektroforéza
Lipidomika je nyni pouzivana ve stejném smyslu jako PNGasa protein N-glykanasa
proteomika, tj. jako moderni a G¢inna metoda pro doku- TOF time-of-flight, detekce hmotnosti zaloZend na
mentovani celkovych lipidovych profild zdravych a ne- dobé letu

mocnych bunék’'. Piiklad takové analyzy pro cholinové
fosfolipidy je uveden na obr. 9.

9, Zavér

Eukaryotickd genomika, proteomika i glykomika se
dnes stava soucasti nového, integrujiciho sméru
v biologickych védach oznaCovaného jako biologie syté-
md. Schéma postupné integrace jednotlivych popisnych
disciplin do systémové biologie je znadzornéno na obr. 10.
Tento novy obor je zaloZen na myslence, Ze pocet jednotli-
vych komponent biologického systému je vysoky, ale ko-
nec¢ny. Shromazdéni a integrace dostate¢ného poctu idaji
o expresi jednotlivych proteind, jejich posttranslacnich
modifikacich a vzajemnych interakcich by tak jednoho dne
mély vyustit v integrovany pohled na biologické systémy
a matematickou (pocitatovou) simulaci jejich vyvoje'.

Seznam zkratek

CE kapilarni elektroforéza (angl. Capilary Electro-
phoresis)

Endo endoglykosidasa

ESI ionizace elektrosprejem (angl. Electrospray Io-
nization)

FT-ICR iontové cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci
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Projekty, pri nichz byly ziskany vyse uvedené vysled-
ky, jsou podporovany vyzkumnym centrem 1M4635608802
., Centrum cilenych terapeutik* MSMT CR.
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An enormous complexity of eukaryotic proteomes, in
which tens of thousands of different genes give rise to
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millions of protein products, brings about new demands
and challenges on the sensitivity, dynamic range, and ro-
bustness of analytical approaches employed for their
analysis. The technologies behind the modern proteomics
of eukaryots rely on a combination of microscale separa-
tion techniques and powerful detection methods, first of all
by mass spectrometry. Analysis of other classes of natural
compounds such as carbohydrates or lipids requires the
development of innovative strategies several of which are
described in this review. The analytical methods resulted
in the acquisition of a wealth of information that needs to
be sorted, presented, and cataloged using modern tools of
current bioinformatics.



