CO JE ANALYTICKA
GLYKOBIOLOGIE?

- - Relativné nova védni oblast integrujici nové
pristupy k méreni zakladnich biologickych procesti
na bunecne a molekularni urovni. Stavi na znalosti
ulohy konjugatd dalezitych latek jako jsou
bllkovin\szrogeiny) a lipidy, ve spojeni s )
cukernymi slozkami biologicke hmoty, takzvanymi

oligosacharidy (nebo glykany). Zde hovorime o
takzvanrch giykoproteinech, glykolipidech a

proteoglykanech.

+ - I kdyz vyznam techto cukernych latek
Eglykonjugatfl) pro selektivni regulaci dtlezitych
unecnych procestl je zrejmy po vice nez dvé
desetileti, do nedavne doby nebylo mozne tyto
biologicky dulezité procesy kvantitativné
vyhodnotit.




ROLE MODERNI ANALYTICKE
CHEMIE

-Noveé metody a pristrojova technika oteviraji znacné
moznosti biologickeho a lekarskeho vyznamu.

-Jednim z hlavnich tkolt I],e velice citliva a )
strukturalne detailni analyza biologickych matrici v
malych objemech a stopovych mnozstvich biologicky
df;lvezitych latek. Hmotnostni S‘Ektr_ometri_e je
klicovou detekcni metodou v glykobiologii.

-Pouziti novych separacnich pristupii chromatografie
a elektroforezy je rovnez zadouci.

-Kvili komplexnosti analytickych dat je rovnéz nutné
vyuzit pocitacove techniky a bioinformatiky.




Bakterialni Virové
infekce infekce

ZAandstlivé KOMPLEXNI Bun&&né

procesy SACHARIDY rozmnozovani

Obranné Krevni
mechanizmy Hojeni srazlivost
ran




8 Emil Fischer
s Laureat Nobelovy ceny za chemii

1902




Monosacharidové strukturni jednotky glykanu
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Heterogenita N-glykosylace na glykosylacnich

mistech fibronektinu z bunék a plazmy
(2350 zbytku a sedm N-glykosylacnich mist)
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LEKTINY

- Jsou specializované proteiny rostlinného i
zivociSného pavodu, které rozpoznavaji urcité
motivy sacharidoveé struktury. Jsou znamy jiz vice
nez 100 let a empiricky vyuzity po mnoho let jako
histologicka kontrastni Cinidla pro rozpoznavani
rtiznych bunécnych seskupeni

- Lektiny jsou dale vyuzivany pro izolaci a
precisténi biologickych vzorkt

- V posledni dobé je téchto proteinii také vyuzito v
rade analytickych aplikaci



Specificita vybranych lektini
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B Gal ® Fuc
® Man
Lektiny
Canavalia ensiformis Sambucus nigra Maackia amurensis
Tetragonolobus purpureas Phaseolus vulgaris Lens culinaris

R.D.Cummings, Methods in Enzymology, \/ol. 230 (1994) 66-86



Povrch bunky je husté obsazen
oligosacharidy ukotvenymi k
proteintim nebo lipidiim v bunééné
membraneé. Tyto oligosacharidy pak
zprostredkovavaji mezibunécné
interakce a interakce bunék s
mimobunéénymi subjekty.

Dulezita role, kterou sacharidy
zastavaji v biologickych systémech,
vyrazneé prispéla k rychlému rozvoji
oboru glykobiologie.

2F Pasch 2000
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23. brezen 2001
"Carbohydrates and Glycobiology"
Vol. 291 Pages 2263-2502



bakterie Escherichia coli ve tvaru prut piilnuté ke tkini moéového trakm.

N. Sharon and H. Lis, Scientific American, January 1993
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Translace proteinu
na ribozomu

____ 'Holé' proteiny
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Post-translacni modifikace
vcetné glykosylace

Prevedené do
cytoplasmy

L Shiukovani a tvorba
Méchyrky mikrodomén ?
(exozomy)

Mapovani glykom;kfnh "otiska™
pomoci lektinovych microarrays

Jun Hirabayashi
Nature Chemical Biology
* 5(2009)198-199

Analyza dat
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Zluta barva = N-glykany
Oranzova barva = O-glykany

Model interakce IgAl
s jinym proteinem,
ktery ma misto pro
rozpoznani sacharidu

P.M. Rudd, T. Elliott, P. Cresswell,
[LA. Wilson and R.A. Dwek, Science
291, 2370 (2001)




Zdrava bunka : Rakovinova bunka

Povrch
3

Glykoproteiny
Cytoplazma

L. Tong, et al. in Biotechnology & Genetic Engineering Reviews, Vol 20, p. 214 (2003)



Souvislost glykosylace s ruznymi
nemocemi

munita proti infenkCnim onemocnenim, vcetne
HIV

Revmaticka artritida (zmeny 1gG a hladiny
mannosu vazajicich proteinu v séru)

Nemoci prionu

Vrozené poruchy glykosylace (vzacne, obvykle
se projevi poruchami CNS)

Nemoci ustni dutiny
Cysticka fibroza
SrdecCni poruchy
Rakovina




Centrioly

Golgiho
aparat

Endoplasmatické
retikulum
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Glycosylation

Extracellular milieu Carbohydrate-
specific receptor
Monosaccharides

Cell surface
glycoconjugates

Sk 5F

Mnnosancharlda

"building blocks" 0 Q __,.‘

Glycomn]ugate assembly
Cytosol in the secretory compartments

B N-acetylglucosamine
@ mannose

O galactose

€ N-acetylneuraminic acid
(sialic acid)

A fucose

Bertozzi, C. R.; Kiessling, L. L. Science Biology 2001, 291, 2357-2364



Konecéna faze

A. Helenius and M. Aebi, Science 291, 2365 (2001)




ANALYTICKA GLYKOBIOLOGIE

Glykomika Glykoproteomika

se zabyva studiem se zabyva detaily spojeni
oligosacharidovych slozek oligosacharidovych slozek s
glykokonjugatd bilkovinami
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GLYKOBIOLOGIE
GLYKOPROTEOMIKA
FUNKCNI GLYKOMIKA



Source Mass analyzer Transducer/detector
(electron multiplier)

fragmenty
% intenzita

M+
i
m/z



Glykomicka analyza
Fragmentace glykanu pomoci MALDI-MS

A. Stépeni glykosidickych vazeb

‘.VYZ B 4 Z, ,VYO R 4 ZO

CH,OH
0

OH P

OH 0 +0+R

OH: i , : P

“‘ ‘G“’ “”‘. ‘Q ‘. "‘a “‘a
B, C, B, C, B; C;

Domon, B.; Costello, C. E. Glycoconjugate J. 1988, 5, 397-409.



Glykomicka analyza
Fragmentace glykanu pomoci MALDI-MS

B. Cross-ring fragmentace

3,5 1,5
R 4 X2 . X1

0,27

Domon, B.; Costello, C. E. Glycoconjugate J. 1988, 5, 397-409.



Glykomicka analyza
Fragmentace glykanu pomoci MALDI-MS
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Yehia Mechref, Milos V. Novotny and Cheni Krishnan, Anal. Chem., Anal. Chem., 75 (2003), 4895-4903.
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Platforma na analyzu glykoproteinu

M. Madera, Y. Mechref, |. Klouckova, M. V. Novotny

|
l J. Proteome Res., 2006; 5(9); 2348-2363. .

chromatografie
chromatografle -

HJMMIMM

Trypsinova digesce

Hledani v databazi



Molekularni profilovani a —omické

postupy
Specifické biologickeé (genomika, transkriptomika,
problémy a predpoklady proteomika, glykomika,

\ metabolomika, atd.)

SYSTEMOVA BIOLOGIE

/ N

Biologicka manipulace PocitaCova simulace
s vyuzitim zvirecich modelu a vyvozeni obecnych
zaveru




Biomarkery v
pozdéjsim stadiu

A,

Biomarkery v
raném stadiu

Propuknuti nemoci

- —— e

e
Prognostické

markery

e -
- -

Probihaji zmény nutné
k zajisténi homeostazy

if

Pharma

Nemocny
Y
A

Zdravy

van der Greef, et al., Curr Opin Chem Biol 8,560 (2004).




Odhad poétu novych pfipadi

Muzi  Zeny
Prostata 218,890 29% Prsa 178,480 26%
Plice a pridusky 114,760 15% Plice a pradusky 98,620 15%
Konecnik a tratnik 79,130 10% Konecnik a traénik 74,630 1%
Mocovy méchyf 50,040 7% Déloha 39,080 6%
Non-Hodgkin lymphom 34,200 4% Non-Hodkin lymphom 28,990 4%
Koini melanom 33910 4% Koini melanom 26,030 4%
Ledviny a ledvinova panev 31,590 4% Stitna Zlaza 25,480 4%
Leukémie 24,800 3% Vajeénik 22,430 3%
Ustni dutina a hitan 24,180 3% Ledviny a ledvinova panev 19,600 3%
Slinivka biigni 18.830 2% Leukémie 19,440 3%
Celkem 766,860 100% Celkem 678,060 100%

Odhad poétu amrti

Muzi  Zeny
Plice a pridusky 89,510 31% Plice a pradusky 70,880 26%
Prostata 27,050 9% Prsa 40,460 15%
Koneénik a traénik 26,000 9% Koneénik a traénik 26,180 10%
Slinivka bifigni 16,840 6% Slinivka biigni 16,530 B%
Leukémie 12,320 4% Vajecnik 15,280 B%
Jatra a Eluénik 11,280 4% Leukémie 9,470 4%
Jicen 10,900 4% Non-Hodgkin lymphom 9,060 3%
Mocovy méchyi 9,630 3% Déloha 7,400 3%
Non-Hodgkin lymphom 9.600 3% Mozek a centrdlni nervova soustava 5,580 2%
Ledviny a ledvinova panev 8,080 3% Jatra a Zluénik 5,500 2%
Celkem 289,550 100% Celkem 270,100 100%




Koncentrace (g/ml)

Komplikovanost analyzy proteinu v
krevnim seéru

1 |
-2 .
-3 — MS Immunoafitni chromatografie +MS
4 _
-5 _
= \ Studium
-7 . biomarkera v
riuznych tkanich
8 \ Proteiny ve stiedu
-9 zajmu
-10 —
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Pocet proteint
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Glycomic Profiling of Human Blood Serum
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Kyselova, Z.; Mechref, Y ;
Al Bataineh, M.; Dobrolecki,
L.; Hickey, R.; Vinson, J.;
Sweeney, C.; Novotny, M.V.
J. Proteome Res., 6 (2007)
1822-1832.
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PCA of MALDI/MS Profiling of Glycans Derived from
Blood Sera of Healthy Individuals
and Breast Cancer Patients

PC2 Score

Healthy (N=19)

Cancer Stage | (N=8)

Cancer Stage Il (N=7)
HCancer Stage lll (N=4)

Cancer Stage IV (N=50)

26-24-22-20-18-1614-12-10-8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

PC1 Score
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MALDI-MS PCA ROC Potencidlni glykanové
biomarkery

Postup sméfujici k mozZné diagnostice a prognostice rakoviny prostaty, ktery je zaloZen na profilovani
permethylovanych glykani pomoci MALDI-MS. Vysledky z této metodiky ukazuji statisticky vyznamné
rozdily mezi glykomickymi profily 10 zdravych jedincl a 24 pacientU s rakovinou prostaty. Potencidlni
glykanové biomarkery pro rakovinu prostaty jsou poté stanoveny pomoci statistickych testl jako PCA,
ROC a ANOVA.

Kyselova, Z.; Mechref, Y.; Al Bataineh, M.; Dobrolecki, L.; Hickey, R.; Vinson, J.; Sweeney, C.; Novotny,
M.V. J. Proteome Res., 6 (2007) 1822-1832.
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Table 2. Association of glycans with HCC

Mass (Da) Structure OR (95% CI) P
Glycan1  3,241.9 nmk:g 0.03 (0.01-0.16) <0.0001
Glycan2  1,981.6 ..{"5‘ 3.65 (1.35-9.81)  0.0105
Glycan3  2,069.7 -{:: 0.4 (0.2-0.9) 0.0223
Glycan4  2,185.8  weq®3%® 3.2 (1.2-8.5) 0.0169
Glycan5  2,472.9  medulos 12.3(4-37.8)  <0.0001
Glycan6  4,052.2 .,é}} 0.03 (0.01-0.1) <0.0001

NOTE: Multivariate logistic regression controlled for age, gender,
and HCV antibodies; 73 HCC cases and 77 pepulation controls.
Symbols: blue squares, N-acetylglucosamine; green circles,
mannose; yellow circles, galactose; red triangles, fucose; purple

rhomboid, M-acetylneuraminic acid.

Abbreviations: OR, odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval.

R. Goldman, H.W. Ressom, R.S. Varghese, L. Goldman, G. Bascug, C.A. Loffredo, M. Abdel-Hamid,
l. Gouda, S. Ezzat, Z. Kyselova, Y. Mechref, M.V. Novotny, Clin. Cancer Res. 2009, in press




Quantitative Glycomic Analysis at High Sensitivity through MS Indiana University
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%‘ 6 High-abundance Proteins:
12 24044 |gG, antitrypsin, IgA, transferrin,
. haptoglobin, fibrinogen

3602.6
3776.6

“3241.4

3211.4
~3415.5

6 High-

“{c
GCa
=G
e
oGl
5 we
T Cac
E
i
3951.7 "{;:3
42258 t@&
=<3

<-3690.6

r4051.7
4412.9
r4586.9

LN

) . J
9400 2120 2840 356

Lol

gy
N
[
o

Mass (m/z) 5000 abundance
3 proteins
100 T 2.6E+4
90
80
70

% Intensity
[=2]
=)

e oo
(R
3602.5-"""“*&2*3
s
e

o o
50 K3
299
40 "?‘ !}{ :
.

20 oborT B & 8 <! of

R opdooaRY S 6 o =¥ SO~ o O @

O  mepOI< ONY o N - T w S| g v N 8
10 5 9022 Sy Q SS = olobw 4 F B

o Nrr Qe R I § : Qe Q g - <«

T2 A N PO PN e O T A PR I D D
9400 2120 2840 3560 4280 5000

Mass (m/z)



Quantitative Glycomic Analysis at High Sensitivity through MS

Indiana University

Principal Component Analysis

Principal Component 2
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Quantitative Glycomic Analysis at High Sensitivity through MS

Indiana University

Principal Component Analysis

Principal Component 2
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ZAVER

- Glykobiologie se rapidné stava dtilezitou
slozkou veskeréeho vyzkumu v oblasti
moderni biologie a mediciny

- Glykomika a glykoproteomika vyuziva
novych moznosti instrumentace v
bioanalytické chemii a informacni
technologii

- Lze ocekavat pokrok v klinické diagnoze a
prognostickych meérenich zalozenych na
objasneni otazek struktury a funkce
glykant



	Snímek číslo 1
	Snímek číslo 2
	Snímek číslo 3
	Snímek číslo 4
	 Monosacharidové strukturní jednotky glykánů
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Heterogenita N-glykosylace na glykosylačních místech fibronektinů z buněk a plazmy�(2350 zbytků a sedm N-glykosylačních míst)
	Snímek číslo 9
	Specificita vybraných lektinů
	Snímek číslo 11
	Snímek číslo 12
	Snímek číslo 13
	Snímek číslo 14
	Snímek číslo 15
	Snímek číslo 16
	Souvislost glykosylace s různými nemocemi
	Snímek číslo 18
	Snímek číslo 19
	Snímek číslo 20
	Snímek číslo 21
	Snímek číslo 22
	Snímek číslo 23
	Glykomická analýza� Fragmentace glykánů pomocí MALDI-MS
	Glykomická analýza�Fragmentace glykánů pomocí MALDI-MS
	Glykomická analýza�Fragmentace glykánů pomocí MALDI-MS
	Snímek číslo 27
	Snímek číslo 28
	Snímek číslo 29
	Platforma na analýzu glykoproteinů
	Snímek číslo 31
	Snímek číslo 32
	Snímek číslo 33
	Komplikovanost analýzy proteinů v krevním séru
	Glycomic Profiling of Human Blood Serum
	Snímek číslo 36
	Snímek číslo 37
	Snímek číslo 38
	Snímek číslo 39
	Snímek číslo 40
	Immunoaffinity separation
	Principal Component Analysis
	Principal Component Analysis
	ZÁVĚR

