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Souhrn 
Glykosylace proteinů hraje významnou úlohu v patogenitě některých bakterií. V předloženém příspěvku 

uvádíme jednak přehled současných analytických metod, které se využívají v analýze glykosylací eukaryo-
tických proteinů, a dále pak metody s experimentálně ověřenými modifikacemi, které mohou být aplikovány 
při studiu prokaryotických glykoproteinů.  
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„Sweet“ World of Bacteria: Methodical Approaches Used in Bacterial Glycoproteins Analysis 
 

Summary 
Protein glycosylation plays an important role in the pathogenicity of certain bacteria. In this article, we 

provide an overview of up-to-date analytical methods, which are utilized in the analysis of protein glycosyl-
ation of eukaryotic origin. The methods with experimentally verified modifications can be applied in a study 
of prokaryotic glycoproteins as well.  
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Úvod 
 
Posttranslační modifikace (PTM) jsou modifi-

kace kovalentní, které regulují funkce proteinů, ur-
čují jejich buněčnou lokalizaci a dynamické inter-
akce s ostatními proteiny. Dnes je známo více než 
třista typů PTM a stále nové jsou nalézány (30).  

Mezi nejběžněji se vyskytující a rovněž nejlépe 
prozkoumané PTM patří glykosylace proteinů. Jedná 
se o kovalentní připojení oligosacharidových struk-
tur nazývaných glykany k polypeptidovému řetězci 
proteinů, dávající tak vznik glykoproteinům. Zatím-
co o glykosylaci proteinů eukaryotických organis-
mů nebylo pochyb, existence glykoproteinů u pro-
karyot, a to zejména bakteriálních, byla ještě done-
dávna zpochybňována. Zásadní přelom však nastal 
s objevem glykoproteinů a objasnění glykosylační 
dráhy gramnegativní enteropatogenní bakterie Cam-
pylobacter jejuni (34). V současné době je známo 
několik mikroorganismů schopných glykosylovat 
své proteiny a je zcela evidentní, že tyto glykosy-
lace sehrávají důležitou úlohu v patogenitě mikroba 
a podílejí se na jeho invazi do hostitelského orga-
nismu (2, 15, 33). Přesná biologická role bakteriál-
ních glykoproteinů však nadále zůstává předmětem 
zkoumání.  

Vzhledem k markantním odlišnostem mezi eu-
karyoty a prokaryoty není překvapující, že i glyko-
sylace organismů těchto dvou říší se značně liší (3). 
Základní rozdíl je především v kvalitativním slože-
ní glykanů. Zatímco glykany eukaryotního původu 
jsou tvořeny výhradně kombinací glukózy (Glc), 
galaktózy (Gal), manózy (Man), N-acetyl-glukos-
aminu (GlcNAc), N-acetylgalaktosaminu (GalNAc), 
N-acetylneuraminové kyseliny (NeuAc) a fukózy 
(Fuc), glykany prokaryot bývají velice často složeny 
z neobvyklých monosacharidových jednotek z řad 
amino- a deoxysacharidů (22), jako je např. bacilos-
amin. Existence těchto netypických sacharidů znač-
ně ztěžuje identifikaci výsledné glykanové struktury 
i určení glykosylačního místa. 

Jak eukaryotní, tak prokaryotní glykosylace mů-
žeme rozdělit do dvou hlavních skupin, a to podle 
typu vazby mezi glykanem a proteinem. První sku-
pinu tvoří N-glykosylace, ve kterých je glykanová 
složka připojena k proteinu přes amidickou skupi-
nu asparaginu (Asn). Asparagin nesoucí glykosy-
laci je součástí tzv. glykosylačního motivu, který je 
u eukaryot tvořen sekvencí tří aminokyselin Asn- 
-Xaa-Ser/Thr (Xaa je jakákoli aminokyselina s vý-
jimkou Pro) (4, 11) a u prokaryot sekvencí pěti 
aminokyselin Asp/Glu-Xaa-Asn-Xbb-Ser/Thr (Xaa 
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Schéma 1: Strategie pro analýzu glykoproteinů 

 
a Xbb je jakákoli aminokyselina s výjimkou Pro) 
(17, 26). Přítomnost N-glykosylačního motivu v ami-
nokyselinové sekvenci proteinu je podmínkou nut-
nou pro glykosylaci, avšak ne dostačující. Zásadní 
úlohu zde sehrává rovněž konformace proteinu  
v místě glykosylačního motivu (26). Druhou sku-
pinu představují O-glykosylace, v nichž je glykan 
připojen k proteinu přes hydroxylovou skupinu se-
rinu (Ser) či threoninu (Thr) (viz barevná příloha 
s. I, obr. 1). Glykosylační motiv u tohoto typu glyko-
sylace nebyl popsán, takže prakticky každý Ser/Thr 
v aminokyselinové sekvenci proteinu může být 
potenciálním nositelem O-glykosylace. Vzhledem 
k tomuto faktu a dále existenci velkého počtu va-
riant oligosacharidových struktur, které mohou daný 
protein modifikovat, je identifikace glykosylací za-
hrnující objasnění struktury glykanu včetně určení 
glykosylačního místa, ne zcela banální úkol. 

Jelikož přítomnost glykosylace mění hmotnost 
proteinu, je pro správné určení struktury glykanu 
zcela nezbytné přesné určení molekulové hmot-
nosti. Pro tento účel je ideální analytickou technikou 
hmotnostní spektrometrie (24, 30, 39).  

Analýza glykosylací proteinů 
 
Studium bakteriálního glykoproteomu je založe-

no na kombinaci elektroforetických a chromatogra-
fických separačních metod s vysoce senzitivní me-
todou hmotnostní spektrometrie (1, 8, 20, 23). Vzhle-
dem k tomu, že většina bakterií není schopna gly-
kosylace, je vhodné nejdříve přítomnost glykosy-
lace ověřit. Teprve potom by mělo následovat obo-
hacení vzorku o glykoproteiny a jejich následná 
identifikace. Možná strategie při analýze bakteriál-
ních glykoproteinů je znázorněna ve schématu 1.  

 
Mapování výskytu glykoproteinů 

Detekce přítomnosti glykosylace ve vzorku se 
provádí po rozdělení proteinů jedno- nebo dvouroz-
měrnou gelovou elektroforézou. Separované glyko-
proteiny jsou poté detekovány pomocí značky, jež 
specificky reaguje s cukry (31).  

V současné době existuje celá řada komerčně 
dostupných detekčních kitů. Jeden z nejpoužívaněj-
ších kitů je založen na reakci fluorescenční značky 
obsahující reaktivní hydrazidovou funkční skupinu 
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s aldehydickými skupinami vznikajícími oxidací 
oligosacharidových jednotek glykoproteinů (viz ba-
revná příloha s. I, obr. 2) (13). Takto detekované 
potenciální glykoproteiny je možné vyříznout z gelu 
a poté identifikovat hmotnostní spektrometrií. 

Detekci glykoproteinů je možno také provést na 
nitrocelulózové membráně, na kterou byly separo-
vané proteiny přeneseny z gelu v procesu Western 
blotting. Detekce na membráně využívá vlastnosti 
lektinů – proteinů, které specificky rozpoznávají a 
vážou určité oligosacharidové struktury. Lektiny jsou 
značeny digoxigeninem, který reaguje se substrátem 
značeným antidigoxigeninem. Po přidání vhodného 
substrátu se přítomnost glykoproteinů projeví vzni-
kem barevných skvrn (32). I takto detekované poten-
ciální glykoproteiny je možné identifikovat, zde je 
však nutné přiřadit skvrny detekované na membrá-
ně odpovídajícím skvrnám na reprezentativním gelu 
a tyto pak analyzovat hmotnostní spektrometrií. 

 
Obohacování glykoproteinů 

Při analýze bakteriálních glykoproteinů je nutné 
si uvědomit, že proteiny nesoucí glykosylaci jsou  
v komplexních biologických vzorcích zastoupeny 
v minimálním množství ve srovnání s proteiny ne-
glykosylovanými. Proto je nezbytné nejdříve glyko-
proteiny ze vzorku izolovat nebo vzorek obohatit 
o glykoproteiny. K tomuto účelu je k dispozici celá 
řada separačních technik. Ačkoli se principy těchto 
technik pro izolaci glykoproteinů liší, jejich prove-
dení je v podstatě stejné. V zásadě mohou být pou-
žita dvě experimentální uspořádání. V prvním uspo-
řádání je vzorek nanášen na kolonu obsahující 
látku, která váže glykoproteiny, zatímco neglyko-
sylované proteiny procházejí. Zachycené glykopro-
teiny jsou poté z kolony uvolněny vhodným eluč-
ním činidlem. Druhé uspořádání se provádí vsádko-
vě ve zkumavkách s využitím centrifugy. 

Další aspekt, který je nutné brát v úvahu, je po-
vaha bakteriálního vzorku. Například při analýze 
glykoproteinů gramnegativních bakterií je žádoucí 
nejprve odstranit přítomný lipopolysacharid, který 
by jinak interferoval s použitými technikami. 

 
Lektinová afinitní chromatografie  je založena 

na reverzibilní biospecifické interakci určitých gly-
koproteinů, resp. jejich glykanů, s lektiny, jež jsou 
imobilizovány na pevném nosiči. Jako nosič může 
například sloužit biopolymer typu agaróza (9), dále 
magnetické partikule, čipy (36), silika (21) a další 
(viz barevná příloha s. I, obr. 3). Podle typu pou-
žitého lektinu je možné izolovat vybrané skupiny 
glykoproteinů. Některé lektiny rozpoznávají struk-
tury s manózovými či glukózovými zbytky, zatím-
co jiné mohou vázat galaktózové zbytky sacharidů.  

Při použití této izolační metody je velice důle-
žité složení vazebného/ekvilibračního pufru. Ten 
často obsahuje dvojmocné ionty, jež jsou nezbytné 
pro vazbu glykanu. Pro uvolnění navázaných gly-
koproteinů se používá eluční pufr složený z vazeb-
ného pufru a monosacharidu o vysoké koncentraci, 
který je analogem cukerného ligandu vázaného gly-
koproteinu.  

 
Hydrazidová chemie je dvoukroková obohaco-

vací technika, která využívá oxidace cis-diol skupin 
oligosacharidů za vzniku aldehydů (5), které pak 
reagují s imobilizovanými hydrazidovými skupina-
mi, což vede k tvorbě kovalentních hydrazonových 
vazeb (obr. 4) (27). Tyto vazby jsou natolik pevné, 
že zachycené glykoproteiny z nich již nelze uvol-
nit. Identifikace glykoproteinů je však možná, a to 
tak, že se proteinové části glykoproteinů podrobí 
enzymatickému štěpení proteolytickým enzymem 
trypsinem a vzniklé peptidy se analyzují na hmot-
nostním spektrometru. 

 
 

 
Obr. 4: Princip izolace glykoproteinů pomocí hydrazidové chemie  
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Chromatografie na derivátech kyseliny boro-
nové využívá tvorby kovalentní vazby mezi kyseli-
nou aminofenylboronovou a glykany obsahující ga-
laktózu či manózu za vzniku diesterů (obr. 5). Tato 
reakce probíhá v alkalickém prostředí. Snížením pH 
či použitím sorbitolu jsou zachycené glykoproteiny 
z kyseliny boronové uvolněny (19). 

Obr. 5: Princip izolace glykoproteinů pomocí aminofenylboro-
nové kyseliny 

 
Určení struktury glykanů 

Pro určení struktury glykanů je žádoucí glykano-
vou složku z glykoproteinu uvolnit. Pro tento účel 
se dají použít dva přístupy – uvolnění glykanů enzy-
maticky či chemicky. Uvolněné glykany jsou poté 
obvykle separovány od proteinů s využitím vhodné 
chromatografické techniky. Následuje jejich identi-
fikace na hmotnostním spektrometru (18). V praxi 
osvědčená strategie při analýze glykanů je znázor-
něna ve schématu 2. 

 
Enzymatické uvolnění glykanů je bezesporu 

nejúčinnější a nejvíce používané z důvodu velké 
specifity používaných enzymů. Nejčastěji používa-
ným enzymem je peptid-N-glykosidáza F (PNGáza 
F), která štěpí amidickou vazbu mezi terminálním 
N-acetylgalaktosaminem a asparaginem, čímž doj-
de k uvolnění intaktních N-glykanů (viz barevná 
příloha s. I, obr. 6) (35). Bohužel takovýto typ vaz-
by se nachází pouze u glykoproteinů eukaryotic-
kého původu, a proto tento postup nelze aplikovat 
u bakterií (40). Z tohoto důvodu se k uvolnění bak-
teriálních glykanů a rovněž také O-glykanů euka-
ryot používá chemické štěpení. 

 
Chemické uvolnění glykanů zahrnuje celou řa-

du chemických reakcí vedoucích k odštěpení glyka-
nů. Mezi ně patří hydrazinolýza (29), alkalická β- 
-eliminace (6) či amoniakální β-eliminace (12, 14).  
Pro značnou pracovní náročnost a riziko vedlejších 
reakcí hydrazinolýzou se dnes spíše preferuje pou-
žití β-eliminace. 

 
Separace uvolněných glykanů 

Komplexní směs uvolněných glykanů je dále 
podrobena separaci od neglykosylovaných a degly- 

 
Schéma 2: Strategie pro analýzu glykanů 

 

kosylovaných proteinů. Pro tento účel je možno 
použít kapalinovou chromatografii na obrácených 
fázích (RP-HPLC), která je založena na hydrofob-
ních interakcích separovaných látek s nepolární sta-
cionární fází, např. oktadecylovou. Použitím vody 
jako mobilní fáze se na této fázi zachytí málo po-
lární či nepolární proteiny a peptidy, zatímco více 
polární glykany jsou eluovány ven z kolony. 

Při použití grafitu (GCC) jako stacionární fáze 
je separační proces založen na adsorpci a umožňu-
je zbavit glykany nečistot a solí. Glykany se váží 
na grafit a jsou eluovány z kolony použitím mobil-
ní fáze, obsahující vyšší procento organického roz-
pouštědla (např. 25% acetonitrilu) (16, 25).  

 
Permetylace glykanů 

Ačkoli glykany mohou být analyzovány na hmot-
nostním spektrometru v nativní formě, z mnoha dů-
vodů je výhodnější provést jejich derivatizaci, což 
zvýší senzitivitu měření, protože metylované formy 
glykanů jsou snadněji ionizovány. Navíc permetyla-
ce čili náhrada vodíků za metylové skupiny umož-
ňuje měřit všechny typy glykanů, včetně těch, jež 
obsahují terminální sialové kyseliny, v pozitivním 
módu. V současné době je nejvyužívanější perme-
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tylační metoda podle Ciucanu a Kereka (7), která 
je založena na přídavku metyljodidu k dimetyl-
sulfoxidu obsahujícímu práškový hydroxid sodný 
(viz barevná příloha s. I, obr. 7). 

 
Hmotnostní spektrometrie 

Identifikace glykoproteinů hmotnostní spektro-
metrií se provádí naprosto stejně jako identifikace 
proteinů neglykosylovaných. Glykoproteiny dete-
kované na gelech či blotech jsou podrobeny enzy-
matickému štěpení. Výsledkem je směs peptidů a 
glykopeptidů, která je dále analyzována na hmot-
nostním spektrometru. V případě glykoproteinů, jež 
byly získány izolací některou z výše uvedených 
obohacovacích technik, je nutné nejdříve takto slo-
žitou směs peptidů a glykopeptidů rozdělit kapali-
novou chromatografií RP-HPLC, po níž následuje 
hmotnostně-spektrometrická analýza. 

Jak již bylo řečeno dříve, hmotnostní spektro-
metrie se rovněž uplatňuje při identifikaci cuker-
ných složek glykoproteinů – glykanů (10, 37, 38). 
Nejoblíbenější ionizační technika využívaná k to-
muto účelu je technika MALDI (matrix assisted 
laser/desorption ionization), při níž se tvoří jednou 
nabité ionty. Jako matrice se pro analýzu neutrál-
ních glykanů používá 2,5-dihydroxybenzoová ky-
selina (DHB). Vzhledem k nízkému detekčnímu 
limitu a nežádoucí fragmentaci není tato matrice 
vhodná pro analýzu glykanů kyselé povahy. Místo 
DHB se v tomto případě používá 2,4,6-trihydroxy-
acetofenon (28).  

 
 

Závěr 
 
Vzhledem k rozmanitosti glykanových struktur 

modifikujících proteiny představuje analýza nejen 
bakteriálních glykosylací náročný úkol, k jehož spl-
nění je nutno kombinovat celou škálu analytických 
metod, na jejichž konci stojí hmotnostní spektro-
metrie. Identifikace glykoproteinů a určení struk-
tury glykanů v těchto glykoproteomických studiích 
však zdaleka nic nevypovídají o funkci glykoprotei-
nů. Výsledky glykoproteomických analýz jsou dále 
použity ve funkční proteomice, kde je objasněn vztah 
přítomné glykosylace a její biologické role ve vzta-
hu k hostiteli. 
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