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Souhrn

Glykosylace proteif hraje vyznamnou uUlohu v patogenitekterych bakterii. V fedloZzeném fispevku
uvadime jednaksehled sodasnych analytickych metod, které se vyuZivaji \yaaaglykosylaci eukaryo-
tickych proteir, a dale pak metody s experimengtiveirenymi modifikacemi, které mohou byt aplikovany

pri studiu prokaryotickych glykoprotein
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~Sweet“ World of Bacteria: Methodical Approaches Usd in Bacterial Glycoproteins Analysis

Summary

Protein glycosylation plays an important role iretpathogenicity of certain bacteria. In this aréichve
provide an overview of up-to-date analytical methaahich are utilized in the analysis of proteigagsyl-
ation of eukaryotic origin. The methods with expmmtally verified modifications can be applied istady

of prokaryotic glycoproteins as well.

Key words: Glycosylation; Glycan; Glycoprotein; Chromatogrgpiass spectrometry.

Uvod

Posttransléni modifikace (PTM) jsou modifi-
kace kovalentni, které reguluji funkce protgiar-
¢uji jejich buré¢nou lokalizaci a dynamické inter-
akce s ostatnimi proteiny. Dnes je zndmo vice nez
tiista typhs PTM a stale nové jsou nalézany (30).

Mezi nejl&zngji se vyskytujici a rovéZ nejlépe
prozkoumané PTM patglykosylace protein Jedna
se o kovalentniifpojeni oligosacharidovych struk-
tur nazyvanych glykany k polypeptidovérretzci
proteini, davajici tak vznik glykoproteim. Zatim-
co o glykosylaci proteiin eukaryotickych organis-
mt nebylo pochyb, existence glykoprotéia pro-
karyot, a to zejména bakterialnich, bylaedbne-
davna zpochyiovana. Zasadnirplom vSak nastal
s objevem glykoproteina objasani glykosyla&ni
drahy gramnegativni enteropatogenni baki€een-
pylobacter jejuni(34). V sodasné dob je znamo
nékolik mikroorganisni schopnych glykosylovat
své proteiny a je zcela evidentni, Ze tyto glykosy-
lace sehravajitdezitou Ulohu v patogeritmikroba
a podileji se na jeho invazi do hostitelského orga-
nismu (2, 15, 33).#@sné biologicka role bakterial-
nich glykoproteifi vSak nadaletstava pednetem
zkoumani.

Vzhledem k markantnim odliSnostem mezi eu-
karyoty a prokaryoty neniipkvapuijici, Ze i glyko-
sylace organisintéchto dvourisi se znéng 1isi (3).
Z&kladni rozdil je fedevsim v kvalitativnim sloze-
ni glykari. Zatimco glykany eukaryotnihaipodu
jsou tvdeny vyhradd kombinaci glukézy (Glc),
galaktézy (Gal), man6zy (Man), N-acetyl-glukos-
aminu (GIcNAc), N-acetylgalaktosaminu (GalNACc),
N-acetylneuraminové kyseliny (NeuAc) a fukdzy
(Fuc), glykany prokaryot byvaji veligasto slozeny
z neobvyklych monosacharidovych jednotetad
amino- a deoxysachatid22), jako je nap bacilos-
amin. Existencesthto netypickych sachafidzna:-
n¢ ztéZuje identifikaci vysledné glykanové struktury
i uréeni glykosylgniho mista.

Jak eukaryotni, tak prokaryotni glykosylacé&-m
Zeme rozdlit do dvou hlavnich skupin, a to podle
typu vazby mezi glykanem a proteinem. Prvni sku-
pinu tvai N-glykosylace, ve kterych je glykanova
slozka gipojena k proteinu jf@s amidickou skupi-
nu asparaginu (Asn). Asparagin nesouci glykosy-
laci je sodésti tzv. glykosyléniho motivu, ktery je
u eukaryot tveéen sekvenciit aminokyselin Asn-
-Xaa-Ser/Thr (Xaa je jakékoli aminokyselina s vy-
jimkou Pro) (4, 11) a u prokaryot sekvenditip
aminokyselin Asp/Glu-Xaa-Asn-Xbb-Ser/Thr (Xaa
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Schéma 1: Strategie pro analyzu glykopratein

a Xbb je jakakoli aminokyselina s vyjimkou Pro)
(17, 26). Ritomnost N-glykosyléniho motivu v ami-
nokyselinové sekvenci proteinu je podminkou nut-
nou pro glykosylaci, avSak ne dasifci. Zasadni
Ulohu zde sehrava ro¥h konformace proteinu
v misg glykosylaniho motivu (26). Druhou sku-
pinu predstavuji O-glykosylace, v nichZ je glykan
pripojen k proteinu fes hydroxylovou skupinu se-
rinu (Ser)¢i threoninu (Thr) (viz barevnéaiiioha
s. |, obr. 1). Glykosykni motiv u tohoto typu glyko-
sylace nebyl popsan, takze prakticky kazdy Ser/Thr
v aminokyselinové sekvenci proteinuiube byt
potencialnim nositelem O-glykosylace. Vzhledem
k tomuto faktu a dale existenci velkéhocpova-
riant oligosacharidovych struktur, které mohou dany
protein modifikovat, je identifikace glykosylaci-za
hrnujici objas#ni struktury glykanu &etré uréeni
glykosylatniho mista, ne zcela banalni ukol.
JelikoZz gitomnost glykosylace &mi hmotnost
proteinu, je pro spravné demi struktury glykanu
zcela nezbytné ipsné uteni molekulové hmot-
nosti. Pro tento del je ideélni analytickou technikou
hmotnostni spektrometrie (24, 30, 39).

Analyza glykosylaci proteini

Studium bakterialniho glykoproteomu je zaloZe-
no na kombinaci elektroforetickych a chromatogra-
fickych separénich metod s vysoce senzitivhi me-
todou hmotnostni spektrometrie (1, 8, 20, 23). ¥zhl
dem k tomu, Ze &Sina bakterii neni schopna gly-
kosylace, je vhodné ndjee pritomnost glykosy-
lace owfit. Teprve potom by ®lo nasledovat obo-
haceni vzorku o glykoproteiny a jejich nasledna
identifikace. MoZn4 strategidipnalyze bakterial-
nich glykoproteif je znazorgna ve schématu 1.

Mapovani vyskytu glykoproteih

Detekce pitomnosti glykosylace ve vzorku se
provadi po rozéleni proteiri jedno- nebo dvouroz-
meérnou gelovou elektroforézou. Separované glyko-
proteiny jsou poté detekovany pomoci &na jez
specificky reaguje s cukry (31).

V sowasné dob existuje celdfada komame
dostupnych detekich kitl. Jeden z nejpouZivén
Sich kiti je zaloZen na reakci fluoreseein znaky
obsahujici reaktivni hydrazidovou fuirk skupinu
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s aldehydickymi skupinami vznikajicimi oxidaci
oligosacharidovych jednotek glykoprotéifviz ba-
revna piloha s. I, obr. 2) (13). Takto detekované
potencialni glykoproteiny je moznéivgnout z gelu
a poté identifikovat hmotnostni spektrometrii.
Detekci glykoproteifi je mozno také provést na
nitrocelul6zové membrdn na kterou byly separo-
vané proteiny feneseny z gelu v procesu Western
blotting. Detekce na membrawyuziva vlastnosti
lektini — proteiri, které specificky rozpoznavaji a
vazou utité oligosacharidové struktury. Lektiny jsou
znaeny digoxigeninem, ktery reaguje se substratem
zna&enym antidigoxigeninem. Pdigani vhodného
substratu seifitomnost glykoproteit projevi vzni-
kem barevnych skvrn (32). | takto detekované poten-
cialni glykoproteiny je mozné identifikovat, zde je
v8ak nutné pradit skvrny detekované na membra-
n¢ odpovidajicim skvrndm na reprezentativnim gelu
a tyto pak analyzovat hmotnostni spektrometrii.

Obohacovani glykoprotei

Pri analyze bakterialnich glykoprotéige nutné
si uwdomit, Ze proteiny nesouci glykosylaci jsou
v komplexnich biologickych vzorcich zastoupeny
v minimalnim mnoZstvi ve srovnani s proteiny ne-
glykosylovanymi. Proto je nezbytné n#jek glyko-
proteiny ze vzorku izolovat nebo vzorek obohatit
o glykoproteiny. K tomuto &elu je k dispozici cela
fada sepatmich technik. &koli se principy &chto
technik pro izolaci glykoproteinlisi, jejich prove-
deni je v podstatstejné. V zasadmohou byt pou-
Zita dw experimentélni usgéadani. V prvnim uspo-
fadani je vzorek nandSen na kolonu obsahujici
latku, ktera vaze glykoproteiny, zatimco neglyko-
sylované proteiny prochazeji. Zachycené glykopro-
teiny jsou poté z kolony uvainy vhodnym elg-
nim ¢inidlem. Druhé usp@dani se provadi vsadko-
vé ve zkumavkach s vyuzitim centrifugy.

Dal3i aspekt, ktery je nutné bréat v avahu, je po-
vaha bakterialniho vzorku. N#klad pi analyze
glykoproteiri gramnegativnich bakterii je Zadouci
nejprve odstranit iitomny lipopolysacharid, ktery
by jinak interferoval s pouZzitymi technikami.

Lektinova afinitni chromatografie je zaloZena
na reverzibilni biospecifické interakciditych gly-
koproteini, resp. jejich glykam, s lektiny, jeZ jsou
imobilizovany na pevném nasi Jako nosi mize
nagriklad slouzit biopolymer typu agaréza (9), dale
magnetické partikuleiipy (36), silika (21) a dalsi
(viz barevna filoha s. I, obr. 3). Podle typu pou-
Zitého lektinu je mozZné izolovat vybrané skupiny
glykoproteiri. Nekteré lektiny rozpoznavaji struk-
tury s manozovyméi gluk6zovymi zbytky, zatim-
co jiné mohou véazat galaktézové zbytky sacharid

Pri pouZiti této izol&ni metody je velice ile-
Zité slozeni vazebného/ekvilirsiho pufru. Ten
¢asto obsahuje dvojmocné ionty, jeZ jsou nezbytné
pro vazbu glykanu. Pro uvaini navdzanych gly-
koproteini se pouziva elini pufr slozeny z vazeb-
ného pufru a monosacharidu o vysoké koncentraci,
ktery je analogem cukerného ligandu vazaného gly-
koproteinu.

Hydrazidova chemieje dvoukrokova obohaco-
vaci technika, ktera vyuziva oxidacis-diol skupin
oligosacharid za vzniku aldehyitl (5), které pak
reaguji s imobilizovanymi hydrazidovymi skupina-
mi, coZ vede k tvorbkovalentnich hydrazonovych
vazeb (obr. 4) (27). Tyto vazby jsou natolik pevné,
Ze zachycené glykoproteiny z nich jiz nelze uvol-
nit. Identifikace glykoproteiin je vSak mozna, a to
tak, Ze se proteinovéasti glykoproteif podrobi
enzymatickému 8peni proteolytickym enzymem
trypsinem a vzniklé peptidy se analyzuji na hmot-
nostnim spektrometru.

CH,OH CH,OH N, NH, CH,OH
9 o] NH NH Q
—
OH O 5 .
oxidatni inidlo

OH o] HO O © HO | ‘O\ . .
Oligosacharid | | Oligosacharid Dligesalctinid

@] @] | |
Protein Protein hle [iH Protein

A

Obr. 4: Princip izolace glykoproteinpomoci hydrazidové chemie
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Chromatografie na derivatech kyseliny boro-
nové vyuziva tvorby kovalentni vazby mezi kyseli-

nou aminofenylboronovou a glykany obsahuijici ga-

laktozuc¢i mandzu za vzniku diestiefobr. 5). Tato
reakce probiha v alkalickém priedi. Snizenim pH
¢i pouzitim sorbitolu jsou zachycené glykoproteiny
Z kyseliny boronové uvotmy (19).

HO\ /OH HO
HO B o OH
O OH
pH>8
+ +
HO OH NH, B

NH,
Obr. 5: Princip izolace glykoproteinpomoci aminofenylboro-
nové kyseliny

2H,0

Uréeni struktury glykani

Pro ugeni struktury glykaf je Zadouci glykano-
vou sloZku z glykoproteinu uvolnit. Pro tentéel
se daji pouzit dvaifstupy — uvolgni glykani enzy-
maticky ¢i chemicky. Uvolgné glykany jsou poté
obvykle separovany od protéiis vyuZitim vhodné
chromatografické techniky. Nasleduje jejich identi-
fikace na hmotnostnim spektrometru (18). V praxi
oswdcena strategieipanalyze glykah je znazor-
néna ve schématu 2.

Enzymatické uvolnéni glykani je bezesporu
nejiinngjsi a nejvice pouzivané ziebdu velké
specifity pouzivanych enzyimNejastji pouZiva-
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Schéma 2: Strategie pro analyzu glykan

[ enzymaticka ]

kosylovanych proteiin Pro tento &el je mozno
pouzit kapalinovou chromatografii na obracenych
fazich (RP-HPLC), ktera je zaloZena na hydrofob-

nym enzymem je peptid-N-glykosidaza F (PNGaza nich interakcich separovanych latek s nepolarni sta

F), kterd &tpi amidickou vazbu mezi terminalnim
N-acetylgalaktosaminem a asparaginéimz doj-

de k uvolgni intaktnich N-glykafi (viz barevna
ptiloha s. I, obr. 6) (35). BohuZel takovyto typ vaz-
by se nachazi pouze u glykoproteiaukaryotic-
kého pivodu, a proto tento postup nelze aplikovat
u bakterii (40). Z tohototdvodu se k uvoléni bak-
teridlnich glykaf a rovrez také O-glykaf euka-
ryot pouZziva chemickeé &teni.

Chemické uvolréni glykani zahrnuje celoda-
du chemickych reakci vedoucich k ag&ni glyka-
na. Mezi né pati hydrazinolyza (29), alkalickf-
-eliminace (6)i amoniakaln-eliminace (12, 14).
Pro zn&nou pracovni natmost a riziko vedlejSich

cionarni fazi, nap oktadecylovou. PouZitim vody
jako mobilni faze se na této fazi zachyti malo po-
larni ¢i nepolarni proteiny a peptidy, zatimco vice
polarni glykany jsou eluovany ven z kolony.

Pri pouziti grafitu (GCC) jako stacionarni faze
je separéni proces zaloZen na adsorpci a umnz
je zbavit glykany né&stot a soli. Glykany se vazi
na grafit a jsou eluovany z kolony pouZitim mobil-
ni faze, obsahujici vySsi procento organického roz-
poustdla (nap. 25% acetonitrilu) (16, 25).

Permetylace glykaia

Ackoali glykany mohou byt analyzovany na hmot-
nostnim spektrometru v nativni fo¥e mnoha -
vodi je vyhodrjSi provést jejich derivatizaci, coz

reakci hydrazinolyzou se dnes spiSe preferuje pou- zvysi senzitivitu n¥eni, protoZze metylované formy

Ziti p-eliminace.

Separace uvolénych glykani
Komplexni smis uvolrenych glykari je dale

glykani jsou snadgji ionizovany. Navic permetyla-
ce ¢ili nahrada vodilk za metylové skupiny umoz-
nuje nefit vSechny typy glykad, véetrg téch, jez
obsahuji terminalni sialové kyseliny, v pozitivhim

podrobena separaci od neglykosylovanych a degly- médu. V sodasné dob je nejvyuzivasi perme-
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tylaéni metoda podle Ciucanu a Kereka (7), ktera
je zaloZena naifdavku metyljodidu k dimetyl-
sulfoxidu obsahujicimu praskovy hydroxid sodny
(viz barevna filoha s. |, obr. 7).

Hmotnostni spektrometrie

Identifikace glykoproteith hmotnostni spektro-
metrii se provadi naprosto st&jjako identifikace
proteini neglykosylovanych. Glykoproteiny dete-
kované na gelecti blotech jsou podrobeny enzy-
matickému Stpeni. Vysledkem je s&s peptidi a
glykopeptidi, kter4 je dale analyzovdna na hmot-
nostnim spektrometru. Viipac glykoproteiri, jez
byly ziskany izolaci &terou z vySe uvedenych
obohacovacich technik, je nutné réye takto slo-
Zitou snes peptidi a glykopeptid rozclit kapali-
novou chromatografii RP-HPLC, po niz nasleduje
hmotnosti-spektrometricka analyza.

Jak jiz byloteteno dive, hmotnostni spektro-
metrie se rov& uplatiuje @i identifikaci cuker-
nych slozek glykoprotein— glykara (10, 37, 38).
Nejobliberjsi ioniz&ni technika vyuzivana k to-
muto &elu je technika MALDI (matrix assisted
laser/desorption ionization)fimiz se tvéi jednou
nabité ionty. Jako matrice se pro analyzu neutral-
nich glykar pouziva 2,5-dihydroxybenzoova ky-
selina (DHB). Vzhledem k nizkému detelkmu
limitu a neZadouci fragmentaci neni tato matrice
vhodné pro analyzu glykérkyselé povahy. Misto
DHB se v tomto fipad pouziva 2,4,6-trinydroxy-
acetofenon (28).

Zavér

Vzhledem k rozmanitosti glykanovych struktur
modifikujicich proteiny pedstavuje analyza nejen
bakterialnich glykosylaci natoy Gkol, k jehoz spl-
néni je nutno kombinovat celou Skalu analytickych
metod, na jejichz konci stoji hmotnostni spektro-
metrie. ldentifikace glykoproteina ugeni struk-
tury glykani v téchto glykoproteomickych studiich
v3ak zdaleka nic nevypovidaji o funkci glykoprotei-
na. Vysledky glykoproteomickych analyz jsou dale
pouZity ve funkni proteomice, kde je objasnvztah
piitomné glykosylace a jeji biologické role ve vzta-
hu k hostiteli.
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