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UVODEM
Vazeni piatelé,

Jako kazdy rok jsme v kvétnu uspofadali nas obvykly
jarni seminaf, tentokrat opét na téma genetickych mo-
difikaci, protoze toto téma je stale velmi aktualni. Se-
minaf jsme pofiadali ve spolupraci se spolkem Biotrin
a Fakultou potravinaiské a biochemické technologie.
O seminaf byl velky zdjem, coz nas utvrdilo v nazoru,
ze jsme vybrali vhodné téma. Tentokrat jsme se vé-
novali genetickym modifikacim zvitat a hmyzu
(prof. Ing. J. Petr, DrSc.) a geneticky modifikovanym
plodinam (prof. RNDr. Z. Opatrny, CSc.). Po Gvodnich
prednaskach se rozvinula Siroka a plodna diskuse.

Otazka genetickych modifikaci je permanentné dis-
kutovanym tématem. Léta se tdhne spor o odmitani
DNA rekombinantnich kultivard zemédélskych plodin,
zatimco fyzikalni a chemicka mutageneze je bezproblé-
mové tolerovana. V prosazovani tohoto nazoru je ¢asto
zneuzivan termin ,pfedbéiné opatrnosti” (precautio-
nary principle), takze vznikéd dojem, Ze tento princip je
uplatnitelny pouze pro ,GMO" (geneticky modifikované
organismy). To je ovSsem velky omyl. Princip pfedbéz-
né opatrnosti musi byt uplatiiovan nejen pro viechny
biotechnologie, ale ve vSech oblastech prdmyslovych
¢innosti. V tomto sméru doporucujeme si piecist vel-
mi hezky ¢lanek G. Tagliabue ,The Precautionary prin-
ciple: its misunderstandings and misuses in relation
to GMO” v ¢asopise New Biotechnology, Vol. 33, No. 4,
437 - 439 (June 2016). Lze jej najit na www.elsevier.
com/nbt. Vzhledem k velmi rozdilnému nazoru na tuto
otazku v USA (a dalSich americkych statech) a v Evropé
je tato neshoda jednim z velkych problému pfi projed-
navani obchodni dohody mezi USA a EU.

Rada Biotechnologické spole¢nosti po dohodé se
Svycarskymi partnery projednala pfipravu dalS$iho me-
zindrodniho biotechnologického symposia ,Biotech
2017 and 7" Czech—Swiss symposium with exhibition”,
které se bude konat opét v Narodni technické knihov-
né v Praze 6 v Dejvicich, a to ve dnech 13. — 17. 6. 2017.
Organizacni vybor intenzivné pracuje na jeho pfipravé
a informace o této vyznamné udalosti jsou k disposi-
ci na nové koncipovanych webovych strankach www.
biotech2017.cz. (Pfipominame, Ze web minulého sym-
posia s fotogalerii je také dosud dostupny na www.
biotech2014.cz). Organiza¢ni vybor pfipravuje s vé-
deckym vyborem velmi hodnotné plenarni pfednasky
i prednasky v jednotlivych sekcich, podminky pro pfi-
jemnou atmosféru jednani a tradi¢né i kvalitni social-
ni program. Vlyzyvame vsechny ¢leny a nase pfiznivce,
aby vyuzili této pfilezitosti k vzdjemnému setkani a po-
zvali své pratele z Ceské republiky a zejména ze zahra-
ni¢i. Na rozdil od obdobnych mezinarodnich akci jsme
zvolili velmi nizky ucastnicky poplatek. Doufame proto,
ze to bude pobidkou k tcasti na akci konané v Praze
a v atraktivni ¢asti roku.

Zavérem naseho tvodniku ndm opét dovolte upo-
zornit Vas na nékteré novinky diskutované v odborném
tisku. Jednim z aktualnich problému v oblasti vyvoje

lé¢iv je nepochybné lécba Alzheimerovy choroby. Jen
v USA touto chorobou trpi nejméné 5,3 milionu lidi
(z toho 65 % zen). | kdyz ve fazi lll neuspélo 51 léciv,
situace v jejich vyvoji se nezda byt tak zla. Uspé&chem
je, Ze ziejmé dnes jiz celkem dobfe zname jeji pfici-
ny. DGvodem onemocnéni je akumulace amyloidni-
ho povlaku na povrchu mozku. Akumulace amyloidu
na povrchu mozku maze probihat 10 az 15 let bez
jakychkoliv projevii nemoci. Nemoc spusti az protein
tau, ktery vyvold konfigura¢ni zmény amyloidu. Bylo
zjisténo, ze u zdravych lidi brani akumulaci g-amyloidu
protilatka tvofena B-lymfocyty vznikajicimi v kostni die-
ni. Tyto poznatky se staly ndvodem k vyvoji Ié¢iv vhod-
nych k lé¢bé Alzheimerovy choroby. Jedna se o léky
schopné branit formé plaku nebo/a jej rozpoustét.
Aducanumab (Biogen) je protilatka, kterd odstranuje
amyloidni plak z mozku a zpomaluje rozvoj nemoci,
solenezumab (monoklonalni protilatka od Eli Lilly) se
vaze na rozpustnou formu proteinu a tim brani tvorbé
agregatu. Tuto ,antiamyloidni terapii” se snazi reali-
zovat i dalsi léciva jako protilatka crenezumab (Gene-
tech), ktera vaze jak monomerni, tak i agregovanou for-
mu amyloidu-B. Jak jiz bylo uvedeno, velmi dilezitou
soucasti vzniku Alzheimerovy choroby je protein tau.
Z téchto davodul se vyvijeji 1é¢iva na zakladé pfipravy
protilatek proti nému. Uspé&ch v tomto sméru by pfibli-
zil moznost lé¢by nemoci i v jejim pokrocilém stadiu.
Budoucnost jisté lezi v uplatnéni kombinace obou lé-
¢ebnych pfistupl. Tomu vsak dosud brani skute¢nost,
ze dosud nezname vzajemné vztahy mezi obéma typy
proteing.

Vyvoji léciv Alzheimerovy choroby mohou pfispét
i vysledky dosazené diky rozsahlé akci BRAIN Initiative
(Brain Research through Advancing Innovative Neuro-
technologies), jejimz cilem je Iépe porozumét funkci
mozku pomoci vyvoje novych technologii. Na tento pro-
jekt, iniciovany presidentem Obamou jiZ v r. 2013, bude
v letoSnim roce vénovéano péti americkymi federalnimi
agenturami 300 miliond dolar® a v roce 2017 dokonce
434 miliond dolarG. Neurologové dosud neznaji viech-
ny slouceniny, které se aktivné podileji na ¢innosti moz-
ku, a zde se proto nabizi prostor pro chemiky pomoci
lépe porozumét chemické signalizaci mezi neurony.
Chemicka divize NSF zvysila v r. 2016 ¢astku na projek-
ty spojené s vyzkumem mozku na 4,9 milionu dolarti
proti 3,6 milionu dolarti v r. 2015.

Redakce Bioprospectu pieje viem svym ¢tenaiim
pfijemné pocteni ¢lankd, pfijemné proZiti letnich dni
a nacerpani novych sil do viech dalSich aktitvit.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi

Jan K&s a Petra Lipovova
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LONZQ

LONZA PRINASI ZAKAZNIKUM ODBORNE ZNALOSTI
BIOTECHNOLOGIE A VYROBY SPECIALNICH CHEMICKYCH
LATEK A INGREDIENCI

Spole¢nost Lonza je jednim z piednich a nejvice du-
véryhodnych svétovych dodavatelG na farmaceuticky
a biotechnologicky trh a trh specialnich pfisad. Vyuzi-
vame védu a technologie k vytvéreni produktd, které
celkovou kvalitu Zivota.

Jsme nejen vyrobci a vyvojafi dodavajici na zakaz-
ku, ale také nabizime sluzby a produkty, které sahaji
od aktivnich farmaceutickych latek a nejmodernéjsi
|é¢by pomoci kmenovych bunék az k prostfedkdim pro
¢isténi pitné vody, od sloucenin vitaminu B a organic-
kych pfisad do produktt osobni péce po produkty pro
zemédélce, a od primyslovych konzervaé¢nich latek az
po prostiedky mikrobialni kontroly, které bojuji proti
nebezpeénym virlm, bakteriim a jinym patogendm.

Spole¢nost Lonza byla zalozena v roce 1897 ve Svy-
carskych Alpach a dnes je uznavanou globalni spole¢-
nosti s vice nez 40 vyznamnymi vyrobnimi zévody a vy-
zkumné vyvojovymi pracovisti a s pfiblizné 9.800 za-
méstnanci po celém svété. V roce 2015 doséhly prodeje
spole¢nosti ve dvou trznich segmentech Pharma & Bio-
tech a Specialty Ingredients 3,8 mld. Svycarskych fran-
kd. Vice informaci je k dispozici na www.lonza.com.

Lonza Bioteg, s. r. 0., se sidlem v Koufimi, se speciali-
zuje na vyrobu vychozich materialQ pro léciva, speciali-
zovanych vyZivovych doplikd pro lidskou vyzivu i vyzi-
vu zvifat a produktl zlepsujicich vynosy zemédélskych
plodin a kvalitu potravin. Spole¢nost nabizi svoje vyrob-
ni kapacity zdkaznikim z oblasti biotechnologii nebo
potravinaistvi.

Wroba v Lonze Biotec probihd na péti vyrobnich lin-
kdch, které maji riznou produkcni kapacitu i technic-
kou sloZitost. Portfolio vyrobkil zahrnuje malé moleku-
ly, slozité biomolekuly jako jsou napf. enzymy nebo
piimo Zivé mikrobidlni kultury. Zakladni sou&dsti vsech
technologii je fermentace, kdy jsou cinnosti riznych
typi mikroorganismd produkovany poZadované Idtky.

Foto: Lonza Ltd

Linky jsou schopné pracovat s geneticky modifikovany-
mi organismy a jedna z linek rovnéz s potencidlnimi
patogeny klasifikovanymi jako BSL2. Objemy fermen-
tord jsou 15, 50 a 75 m?, celkovd nomindlini fermentac-
ni kapacita zdvodu je 475 m®. Po ukon&eni fermentace
se fermentalni pdda ddle zpracovdva. Vzhledem k riz-
norodosti produkti jsou ndsledné technologické kroky
vZdy specifické k danému produktu. Typicky po fermen-
taci ndsleduje tzv. harvesting, kdy dochdzi k odstranéni
balastni biomasy. Ndsledné je produkt izolovdan a za-
koncentrovan, k cemuz se pouZzivaji napf. membranové
filtrace, odstredovani na talifovych odstiedivkdch ¢i od-
parovdni. Po zakoncentrovani se produkty ddle purifi-
kuji tak, aby splnily poZadavky definované propoustéci
specifikaci. Typické purifikaéni kroky pouzivané v Lonze
Biotec jsou napf. rizné varianty krystalizaci, odbarvo-
vani s aktivnim uhlim, elektrodialyza, popf. iontové vy-
ménnd chromatografie. Posledni technologické kroky
souvisejici s finalizaci produktu jsou obvykle formulace
pfidavkem pomocnych Idtek nebo suseni. Lonza Bio-
tec disponuje celou fadou susdren, jako napf. liskovou
susdarnou, dvoukuzelovou rotaéni susdrnou, mecha-
nicky promichdvanou kulovou susdrnou nebo sprejo-
vou susdrnou. K dispozici je i velky lyofilizator. Vyroba
na vsech vyrobnich linkdch je automatizovand.

Lonza Bioteg, s. 1. 0. exportuje téméf veskerou pro-
dukci na svétové trhy — zejména do USA, Indie, zemi
EU, Kanady a Svycarska. Zavod je certifikovan systé-
mem fizeni kvality podle 1ISO 9001:2000 a systémem
fizeni bezpec¢nosti potravin podle ISO 22 000.

koufimské Lonze pracuje vice nez 200 zaméstnan-
cl a Lonza je nejenom vyznamnym zaméstnavatelem
ve Stiedoceském kraji, ale také partnerem mésta Kou-
fim, jehoz projekty kazdoro¢né podporuje vyznamnymi
finan¢nimi ¢astkami.

Pavel Havelka
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Koncem roku 2015 vysla v nakladatelstvi Vysoké Sko-
ly chemicko-technologické v Praze nase nova ucebni-
ce ,Biochemie — chemicky pohled na biologicky svét”
(ISBN 978-80-708-927-3). Piinasi netradi¢nim zpd-
sobem zpracované zaklady biochemie, nepfietizené
nadbytkem faktografickych Gdaji. Je pfedevsim urce-
na pro vysokoskolské studenty bakalafskych studijnich
programd, ktefi jiz zvladli zéklady obecné, organické
a analytické chemie. Ve dvanacti kapitolach postupu-
je vyklad od zékladnich stavebnich struktur biologic-
kych systémi (aminokyseliny, peptidy, proteiny, lipidy,
nukleové kyseliny a sacharidy) pfes membranové déje
a molekulovou genetiku az k nejdulezitéjsim metabo-
, lickym procesiim. Mimofadna pozornost je vénovana
: 4 enzymologii a bioenergetice, jejichz pochopeni umoz-
Milan Kodicek | nuje interpretovat metabolismus jako jediny systém
Olga Valentova \Z/ | i katalyzovanych chemickych reakci. Text vykladu je do-
Radovan Hynek / & 4 plnén ¢etnymi zajimavostmi a nadhledovymi tvahami
(" ve formé podepsanych vsuvek, na jejichZ vypracovani
se kromé autorll podilela fada kolegtl z rliznych institu-
ci. Jednotlivé kapitoly obsahuji téZ otazky s uvedenym
feSenim; prafezovym problémim je vénovana i celd
zdvére¢nd kapitola, ambiciozné nazvanad ,Generdlni
opakovani formou otazek a odpovédi”. Text je dopl-
nén vice nez 250pfevazné barevnymi obrazky a vzorci,
které jsou volné k disposici v elektronické podobé na
strankach nakladatelstvi VSCHT tak, aby je kolegové
mohli vyuZit pfi vysokoskolskych prednaskach.

Important dates

and 7" czech-swiss Symposium with Exhibition

February 28,2017  Early bird registration deadline

BioTech 2017 and 7" Czech-Swiss Symposium with May 18, 2017 Registration and payment deadline
exhibition will cover all important aspects of advanced
biotechnologies. Attention will be paid to the key June 13-17,2017  Conference

technologies playing important role in bio-based
economies. Microorganisms such as bacteria, yeast, and

" e 4‘"’7“ microalgae, and their enzymes, are used for
- manufacturing a wide range of products in sustainable,
; czech Republic Pllague forward-looking bioprocesses. These products represent

— high-performance chemicals or ingredients in demand for

foodstuffs, animal feed, cosmetics and pharmaceuticals. Participation in this event will help to promote your
) o . _ company as a key player in the biotechnology sector, build
LeCth?i V&I.” b.e UFQB'FLIZGd in fO”?WIPQ_SESSP”S.- connections with new clients, and seek research partners
. and Phar Bi 9y or future employees among the top students attending this
* Microalgae Biotechnology event.
« Environmental Biotechnology
+ Food and Agriculture Biotechnology For detailed offer for Exhibitors see the conference
« Biorefinery website.

Industrial Biotechnology

Selection criteria for oral and poster presentations will be
based on novelty, potential for practical application and

scientific merit. The official conference language will be
English. HOSleﬂ IW

[E] S ncmonser C2ech.Blotechnology

Plenary lectures

Wilhelm Ansorge (ETH Lausanne): SCiencePlefS,?fESD !
PERSPECTIVES FOR DNA SEQUENCING TECHNIQUES, SRR Society
APPLICATIONS IN GENOMICS and MEDICINE

Martin Jinek (University of Zurich): SWISS:] “th
[=] MOLECULAR MECHANISM OF THE GENOME EDITOR B|OTECH Z

NUCLEASE CAS9 i
National Thematic Network aw ’Eﬁiﬁt:‘c":n?:'logy

Life Sciences and
Facility Management
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ODBORNE PRISPEVKY

ROSTLINNA IMUNITA

Lucie Trda2, Martin Janda"

"Vysokd $kola chemicko-technologickd v Praze, Technicka 5, Praha 6 — Dejvice, 166 28, 2 Ustav experimentdlni botaniky
rostlin AV CR, v. v. i, Rozvojovd 263, Praha 6 — Lysolaje, 165 02, *e-mail: martin.janda@vscht.cz; jandam@ueb.cas.cz

Uvod

Podle odhad( bude v roce 2050 obyvat planetu Zemi
piiblizné devét az deset miliard obyvatel a bude nutné
je uzivit. V souvislosti se zjevnymi klimatickymi zména-
mi se tento vyvoj stava jednou z nejzévaznéjsich vyzey,
které soucasna véda nabizi. Rostliny, coby autotrofni
organismy, hraji v feSeni tohoto problému kli¢ovou roli.
Je jisté, ze nejde donekonecna zvySovat zemédélsky
obdélavané plochy, ale Ze feSeni spociva predevsim
ve zvySovani vynosl a zamezovani jeho ztratam.

Na vynosy maji vliv jak abiotické, tak biotické stre-
sy. Mezi abiotické stresory patfi sucho, vlhko, zména
teplot ¢i kontaminace zemin tézkymi kovy a jinymi
toxickymi latkami produkovanymi zejména ¢lovékem.
Mezi biotické stresory patii napadeni rostliny rdiznymi
druhy patogennich mikroorganismd (bakterie, oomy-
cety ¢i houby), viry, hmyzem ¢&i bezobratlymi Zivocichy
(hadatka). Ackoli Gizce specializované patogeny mohou
decimovat dlouhodobé Slechténé zemédélské plodiny,
obecné je u rostlin Gspésny rozvoj choroby po infek-
ci spiSe vyjimkou nez pravidlem. Rostliny za to vdéci
velmi komplexnimu a efektivnimu imunitnimu systé-
mu. Tato imunita je podobna imunité Zivocichl a lidi.
Rostliny jsou, stejné jako Zivocichové, vybaveny recepto-
ry schopnymi detekovat pfitomnost napadajiciho mik-
roorganismu (ale i dalSich vySe zminénych organism).
Na rozdil od Zivocich(, rostliny nemaji specializované
mobilni imunitni bunky a nedisponuji takzvanou adap-
tivni imunitou, jaka se vyvinula u Celistnatych obratlov-
cl. Zato je v podstaté kazda rostlinna bunka schopna
rozpoznat napadeni patogenem a aktivovat svoji vlastni
imunitni odpovéd.

V tomto piehledném ¢lanku stru¢né shrnujeme sou-
¢asné poznatky a nahledy tykajici se zdkladnich mo-
lekuldrnich mechanism rostlinné imunity.

Rostlinna imunita

Obrana rostlin pfi napadeni patogeny vyuziva kon-
stitutivni bariéry a indukovatelné obranné odpovédi.
Konstitutivni obranna linie je trvale pfitomna a zahrnu-
je fyzické bariéry (napf. hydrofobni kutikula, vosky, bu-
nécna sténa) nebo nizkomolekularni konstitutivné syn-
tetizované toxické latky. Indukované obranné odpovédi
jsou aktivovany az po rozpoznani patogenu rostlinou.
Je tedy ziejmé, Ze rozpoznani pfitomnosti mikroorgani-
smu zajistované rznymi druhy receptord, je klicové pro
spusténi efektivni imunitni odpovédi s cilem koloniza-
ci pletiva patogenem zabranit/potlacit ¢i ji kompletné
eliminovat. Imunitni systém rostliny detekuje rizné
imunogenni ligandy, které znamenaji ,proces invaze”.
Tyto ligandy jsou bud produkovéany pifimo mikroorga-
nismem, nebo v dlsledku invaze vznikaji. V souc¢asnos-
ti se nejcastéji setkavame s popisem rostlinného imu-

nitniho systému, ktery jej déli na dvé ,vétve”, na MAMP
spusténou imunitu (MTI; ,MAMP triggered immunity”)
a efektory spusténou imunitu (ETI; ,effector triggered
imunity”)'.

MTI

Prvni z téchto ,vétvi” imunity rozpoznava utodici mi-
kroorganismy pomoci obecnych molekularnich motivt
spojenych s mikroorganismy (MAMP ,microbe asso-
ciated molecular patterns”). V literatufe se setkame
i s pojmem PAMP (,pathogens associated molecular
patterns”), jenz je limitovan na motivy patogent. PAMP
je historicky star$i termin?, reflektujici prvotni studie
rostlinné imunity s patogennimi mikroorganismy. Dal-
8i prace ale ukazuji, ze tyto molekularni motivy jsou
konzervované v celych tfidach mikroorganism@ a i mu-
tualistické mikroorganismy vyvolavaji imunitu prostied-
nictvim svych MAMP. Tyto dva pojmy byvaji v literatuie
¢asto zaménovany jeden za druhy a zdalo by se, Ze jsou
ekvivalentni, ale je ziejmé, Ze MAMP jsou nadfazeny
pojmu PAMP. Setkdme se i s pojmem obecny elicitor
(¢i elicitor) jakoZto synonymem pro MAMP, vyjadiujici
schopnost ,elicitovat” obranné reakce. My bychom se
v budoucnu chtéli pojmu PAMP vyhnout a uZivat vidy
jen pojem MAMP,

Tato imunitni odpovéd se nazyva imunita spusténa
rozpoznanim MAMP (MTI, ,MAMP triggered immunity”;
obr. 1A) a ma se za to, ze je evolu¢né starsi. MAMP
jsou imunogenni motivy konzervované v Sirokych tfi-
dach mikroorganism(, a jsou soucésti mikrobialnich
molekul dulezitych pro jeho Zivotni kondici (napf. sou-
¢asti strukturnich proteind organt mobility nebo po-
lysacharidCi bunécnych stén). Mezi typické MAMP se
fadi flagellin, elonga¢ni faktor ¢i chitin. Protein flagellin
je hlavni stavebni jednotou bakterialniho biciku. Bylo
ukézéno, ze jeho konzervovana sekvence Citajici 22
aminokyselin (flg22) nalézajicich se na jeho N-kon-
ci je velmi silnym elicitorem obrannych reakci rozpo-
znavanym mnoha rostlinnymi druhy?. Elongacni faktor
EF-Tu je nejvice zastoupeny bakterialni protein, majici
zasadni roli v biosyntéze proteinti. U EF-Tu byl popsan
minimalni epitop ¢itajici 18 aminokyselin (elf18) vyvola-
vajici obranné reakce*. Chitin je homopolymer N-acetyl-
glukosaminu a je hlavni slozkou bunéénych stén hub®.
Je patrné, Ze MAMPs jsou rdizné povahy napf. proteiny,
sacharidy ¢i lipopolysacharidy. Rozpoznani téchto mo-
lekul se déje extracellularné, na plasmatické membra-
né pomoci transmembranovych receptorli rozpozna-
vajicich motivy (PRR, ,pattern recognition receptors”).
PRR jsou strukturné kinasy podobné receptorim (RLK;
receptor like kinase) ¢i proteiny podobné receptorli
(RLP; receptor like proteins). PRR jsou sloZeny z extra-
celuldrni domény pro vazbu MAMP, jednoho transmem-
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Obr. 1: Schéma interakce mezi rostlinou a patogenem. A) Imunita spusténa rozpoznavanim MAMP (MTI); B) Vnimavost spus-
téna efektory (ETS); C) Imunita spusténa rozpoznavanim efektorti (ETI); MAMP — molekularni motivy spojené s mikroorganismy;
PRR - receptory rozpoznavajici motivy; ROS - reaktivn formy kysliku; R — protein rezistence rozpoznavajici efektory.

branového useku a intracelularni kinasové domény,
v pfipadé RLK. Castou ligand vazajici doménou je do-
ména sloZena z repetitivnich sekvenci bohatych na leu-
cin (LRR, leucin rich repeat), jez rozpoznava proteinové
motivy, jako napf. velmi dobie charakterizovany recep-
tor pro flg22, FLS28. LysM domény pak zprostiedkova-
vaji rozpoznani MAMP sacharidové povahy. Typickymi
predstaviteli jsou CERK1, receptor pro rozpoznani fun-
galniho chitinu, nebo LYM2 receptory pro rozpoznani
bakterialniho peptidoglykanu’. PRR jsou na membrané
organizovany do receptorovych komplext, jez vazbou
MAMP méni konformaci, ktera vede (pomoci kinaso-
vé domény/domén) k transdukci bunécné signalizace
a aktivaci obrany. Pravé u PRR typu RLP, tedy bez ki-
nasové aktivity, vykonavéa transdukci kinasovych ko-
-receptord, s nimiz je dany PRR v komplexu.

Receptory typu PRR rozpoznévaji motivy spojené
s poranénim (DAMP; ,damage-associated molecular
patterns”). Mezi DAMP se fadi oligogalakturonidy ¢i
monomery kutinu, vznikajici jako fragmenty hydrolyzou
poni¢eného pektinu nebo kutikuly z bunéénych stén
rostlin®. V posledni dobé se ukazuje velmi pfisna regu-
lace lokalizace PRR receptord na plasmatické membra-
né, kdy je striktné regulovéna jak sekrec¢ni draha cilici
receptor z endoplasmatického retikula pfes Golgiho
aparat a trans Golgiho sit aZ na plasmatickou mem-
branué.

ETI

V pribéhu evoluce byly patogeny donuceny, pokud
chtély obstat, narusit a prekonat rostlinnou MTI. To se
déje predevsim sekretovanim efektorovych molekul pa-
togenem do bunék hostitelské rostliny. Efektor je obec-
né definovan jako mikrobialni molekula, jez svou akti-
vitou plsobi vné mikroorganismu a podili se na vzniku/
udrzeni symbidzy mezi hostitelem a Gto¢nikem. Téchto
efektord je znama cela fada, pficemz nejvice popsany je
efektorovy systém bakterie Pseudomonas syringae pv
tomato DC3000 (http://pseudomonas-syringae.org/).
Tato bakterie, stejné jako dalsi, sekretuji efektory do
rostlinné buriky pfevainé takzvanym T3 sekre¢nim sys-
témem. Tyto efektory maji rGzné aktivity a plsobi na
rizné aspekty MTI. Jsou to napf. proteasy, kinasy, fos-
fatasy nebo ubikvitin ligasy, jez mohou svou aktivitou
blokovat funkci samotnych PRR a asociovaného recep-
torového komplexu ¢i blokuji procesy a dilezité kom-
ponenty v obranné signaliza¢ni kaskadé. Jiné efektory
mohou narusovat biosyntézu a rovnovahu fytohormo-
nd ¢i zavirani prduch®®. Efektory vyvolavaji v rostliné
tzv. efektory spusténou vnimavost (ETS, ,effector trig-
gered susceptibility”; obr. 1B). Rostlina si v3ak vyvi-
nula receptory schopné efektory detekovat. Na tomto
rozpoznani je zalozena druha ,vétev” rostlinné imuni-
ty — efektory spusténa imunita (ETI, ,effector triggered
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immunity”; obr. 1C)™. Efektory jsou v rostliné rozpozna-
vany tzv. R-proteiny. Popsané R-proteiny jsou nejcasté-
ji lokalizovany nitrobuné¢né v cytoplazmé a obsahuiji
NB-LRR strukturu, jez nese sekvenci vazajici nukleoti-
dy (NB, ,nukleotid binding”) a LRR doménu. Efektory
jsou rozpoznany bud pifimo nebo nepfimo pomoci de-
tekce integrity a presné struktury ,hlidané” hostitelské
molekuly ¢i procest, klicovych pro hostitelskou buriku.
V pfipadé nepiimé detekce R-protein funguje jako ,hli-
dac¢” (,guardee”), jak je ilustrovano v ,guard” modelu™.
Nepfimé rozpoznani je velice vyhodné, protoze umoz-
fuje s minimalnim poc¢tem receptorli detekovat aktivi-
tu velikého mnozstvi efektord, tj. detekovat riizné typy
invaze. Rtzné efektory v hostitelské burice totiz mohou
cilit stejnou hostitelskou komponentu, jako napf. RIN42.

Ackoli maji efektory funkci ve virulenci, ¢asto se muze-
me setkat s terminem gen avirulence (Avr gen), jakozto
synonymem pro efektor. Divod je historicky. Rozpo-
znani Avr genu vede k potlaceni virulence, tj. rezisten-
ci, v pfipadé, Ze ma rostlina odpovidajici R-proteinovy
receptor. Pojem R-protein (,Resistence protein”) pak
ilustroval stav odolnosti rostliny. Pro rostliny disponujici
takovymto R-genem je pak mikroorganismus majici Avr
gen avirulentni.

Interakce mezi rostlinami a patogenem tak mdze byt
klasifikovana podle mechanismi ,molekularniho dia-
logu” a jeho vystupu, kterym muze byt onemocnéni

(,susceptibilita”) nebo rezistence. Nehostitelska rezis-
tence je ustanovena mezi rostlinou a neadaptovanym
patogenem, ktery postrada specializované efektory.
V tomto pfipadé je MTI imunita dostate¢na k potlaceni
patogenu a nevede k onemocnéni (obr 1 A). O kompa-
tibilni reakci hovotime, pokud specificky patovar pato-
genu narusi MTI a rostlina nema vyvinutou schopnost
detekce takového efektoru (obr. 1 B). Kompatibilni re-
akce je tak synonymem pro rozvoj onemocnéni. Nako-
nec hovofime o nekompatibilni reakci, pokud je efektor
patogenu rozpoznan R-proteinem rostliny a vede k in-
dukci ETI a nasledné rezistenci (obr 1C).

Udalosti spusténé MTI a ETI

Spusténi imunitni odpovédi, at uz se jedna o MTI,
¢i ETl, vede casto k podobnym odpovédim. Reakce
na rozpoznani MAMP (ale velmi casto i efektord) by
se z Casového hlediska dala rozdélit do nékolika fazi.
Transdukce signalu z PRR vede nejdfive k velmi ¢asnym
reakcim, které nastavaji v fadu sekund a minut (obr. 2).
Téméf okamzZitou odpovédi je aktivace receptorového
komplexu PRR na plasmatické membrané. Nasleduje
alkalizace apoplastu (mezibuné¢ného prostoru), zvyse-
ni koncentrace Ca2* iontl v burice, tvorba reaktivnich
forem kysliku (ROS, ,reactive oxygen species”), dochazi
také k aktivaci cytosolické signaliza¢ni kaskady MAP-
-kinas a CDP-kinas (na vapniku zavislych proteinkinas)®.
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Obr. 2: Casoprostorovy priibéh udalosti spusténych MAMP. Trojuhelniky ukazuji lokaliaci udalosti spusténych flg22. Zelena
barva reprezentuje tranzitni udalosti. Cervena barva reprezenuje permanentni udalosti. PCD - programovana buné&éna smrt;
SAR - systémové ziskané rezistence; CDP-kinasy — na vapniku zavislé proteinkinasy; MAP-kinasy — mitogenem aktivované pro-
teinkinasy; SA — kyselina salicylova; JA — kyselina jasminova; ET etylén; ROS — reaktivni formy kysliku; PM — plasmaticka membra-

na; PRR - receptory rozpoznavajici motivy. Modifikovano podle [8].
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Akumulace imunitnich signalG pak vede ke zménam
odehravajicim se v jadfe bunky. Nasleduje stiednédo-
béa odpovéd (v fadu hodin od rozpoznani), jez zahrnuje
pfeprogramovani transkripce genll na obranny reZim
rostliny. Tyto zmény v transkriptomu rostliny pak vedou
k syntéze protein( spojenych s patogenezi (PR protei-
nd, ,pathogenesis related proteins”), biosyntéze a zmé-
né regulace fytohormond, jako je napi. kyselina salicy-
lova (SA), kyselina jasmonova (JA) nebo etylén (ET),
vyztuzovani bunééné stény polysacharidickou kalosou
nebo fenolickym ligninem, produkci antimikrobialnich
fytoalexint nebo uzavirani plasmodesmat a priduchd.
V pfipadé rozpoznani MAMP nastava endocytosa PRR.
PRR se mUze nasledné recyklovat, ¢imZ dochazi k reak-
tivaci a navratu na plasmatickou membréanu, ¢ mize
byt degradovan ve vakuole™. Tato negativni regulace
PRR po vazbé ligandu umoznuje autoregulaci intenzity
odpovédi a predchazi excesivni aktivaci obrany. Pozdéji
muUze nastavat az hypersenzitivni reakci (HR), kdy rost-
lina spusti programovanou bunéénou smrt (PCD, ,pro-
grammed cell death”) v okoli napadeni patogenem, aby
zabrénila jeho dal$imu Sifeni. Fenomén PCD je zejmé-
na popsan po rozpoznani cytosolickych efektor(i bakte-
rii, ale byl popsan i u nékterych MAMP . Déle v rdmci
pozdni odpovédi, pozorovatelné v fadu dni, mlze byt
vyvoléna systémové ziskana rezistence (SAR, ,systemic
acquired resistence”), kdy dochazi k ifeni systémovych
signalnich molekul a spusténi obrany i v pletivu jinych
Casti rostliny, nez ve kterych byla plivodné mikrobialni
invaze rozpoznana. DGsledkem aktivace obrannych re-
akci je i inhibice rastu rostliny. Napfiklad pfidani imu-
nogenniho peptidu flg22 mimikujicim flagelin do Zivné-
ho média k in vitro kultute, vyvola inhibici ristu rostlin®.

Ackoli se ligand a receptor spoustéjici imunitu lisi,
dochézi k podobnym imunitnim odpovédim. M4 se
za to, Ze ETI je silnéjsi a vice robustni nez MTI a jejim
dominantnim projevem determinujicim odolnost/sus-
ceptibilitu je pravé PCD, Gcinna proti mikroorganismdm
s biotrofni Zivotni strategii™.

Modely popisujici rostlinou imunitu

Pohled na rostlinou imunitu prochazi neustalym vy-
vojem. Od pocatku 20. stoleti jsme svédky nékolika na-
hledd na ni. Je ddlezité si uvédomit, ze kazdy model,
jakkoli se zda byt komplexni, je pouze zobecnénim.
O to spise jedna-li se o model néceho tak komplexni-
ho jako je imunita. V prvni poloviné dvacatého stoleti
poukézal Harold Flor diky pokustim s houbovym pato-
genem Melampsora lini, ze rostlinné a patogenni geny
spolu ,interaguji” v jasnych kombinacich. Tento model
byl nazvan ,gen proti genu”*“. Ukazuje, ze jeden domi-
nantni hostitelsky gen rezistence (R) aktivuje fenotypo-
vy projev rezistence v odpovédi na patogen exprimujici
jeden dominantni gen avirulence (Avr)2. Tento néhled
na rostlinnou imunitu byl ve své dobé velmi revolu¢-
ni, i kdyz jiz tenkrat nebyl schopen zodpovédét néktera
pozorovana fakta. Napfiklad, ze tehdy takzvané obecné
elicitory z mikrobt byly rozpoznany mnoha rostlinnymi
druhy a neukazovalo to tedy na druhovou (¢ dokon-
ce rostlinou) specifitu, jako predpokladal koncept ,gen
proti genu”.

Velmi dulezitym konceptualnim pokrokem popisuiji-
cim rostlinou imunitu byl vznik tzv. ,zig-zag” modelu.
Tento model navrhli v roce 2006 panové Jones a Dangl
ve svém, v dnedni dobé jiz ,kanonickém” piehledném
¢lanku, na némz demonstrovali dvé hlavni vétve rostlin-
né imunity, MTI a ETI (viz kapitoly vyse), které se mezi
sebou lisi rozpoznavanim signalu, nac¢asovanim a silou,
ale uz méné vyslednymi efekty spousténymi v rostliné'.

Ve svétle novych studi s SirSim spektrem identifikova-
nych MAMP, efektorl a jejich receptor( se vSak obec-
né uznavany ,zig-zag” model ' stava limitujici, zejmé-
na co se tyce rozlideni mezi MTI a ETI. Casté rozpory
nachéazime zejména v pfitazeni k MAMP nebo efektoru.
To se déje obycejné na zakladé i) vyskytu a konzervace
motivu v mikrobialni populaci, ii) lokalizace ligandu pfi
interakci (cytoplasma/extracelularni), nebo iii) role pfi
virulenci, coz neni vzdy jednoznacné.

Mnoho klasickych MAMP je hojné rozsifeno v ce-
lych tfidach mikroorganismd, jako napi. flg22 nebo
chitin. Jiné MAMP se ale vyskytuji jen v ramci mensi
taxonomické jednotky (rod, rodina nebo druh), jako
napf. pepl13 (epitop z transglutaminasy Phytophtora
infestans) nebo Ax21 z xylanasy sekretované bakteriemi
Xanthomonas". Efektory byly naopak dlouho povazova-
ny za Uzce specifické a vyskytujici se pouze v urcitém
mikrobialnim druhu nebo patovaru. OvSem napf. efek-
tory typu NLP (Nep1-like proteins) indukujici nekrosy
a etylén jsou kddovany jak genomy bakterii, tak hub
i oomycet? Zatimco efektory byly dlouho povazovany
za rychle se evolu¢né vyvijejici, MAMP byly plivodné po-
vaZovany jako neménné motivy. Rozpoznavané MAMP
motivy jsou totiZz umistény v mistech kli¢ovych k bioak-
tivité dané mikrobialni molekuly. Napf. sekvence flg22
je klicova pro fadné slozeni flagelinu a celkovou mobi-
litu bi¢iku. Nedavné prace ale odhaluji, Ze napf. protei-
nové MAMP se v priibéhu evoluce vyviji rychleji, nez se
ptvodné ptedpokladalo™ . Piestoze jsou MAMP pod
silnym tlakem negativni selekce pro zachovani mikrobi-
alni zivotaschopnosti, podléhaji i silné pozitivni selekci
zplisobené odpovidajicimi PRR receptory. Napi. v po-
pulaci bakterialnich druhl i kmen( byla popséna diver-
zita v aminokyselinové sekvenci epitopt flg22 a elf18,
a to vyssi nez v ne-imunogennich ¢astech MAMP pro-
teinu. Tato diverzita pak koreluje se schopnosti elicito-
vat rostlinou imunitu, kdy evolu¢né mladsi modifikace
vedli ke sniZeni nebo Uplné ztraté rozpoznani rostlinou.
Vedle modifikaci v sekvencich MAMP si mikroorganis-
my vyvinuli i dalsi cesty jak sniZit jejich imunogenicitu.
Castym mechanismem jsou i) posttransla¢ni modifi-
kace proteinovych MAMP, jakou je glykosylace; ii) sek-
rece enzym(, jez umi degradovat MAMP jako napf.
alkalické proteasy AprA degradujici flagelin; iii) sek-
rece glyko-konjugatll (napf. extracelularni polysacha-
rid EPS) nebo toxind, jez inhibuji aktivaci MTI. Kla-
sicky ,zig-zag” model také nereflektuje schopnost
rostlinné imunity vyvinout detekci novych epito-
pt na mikrobidlnich molekulach, jako je napf. nové
popsany epitop flagelinu Pseudomonas (flgll-28)
nebo daldi imunogenni epitop elongacniho fak-
toru EF-Tu (EFa50). Tyto epitopy jsou pak rozpoz-
nany jinymi nezavislymi receptory, nez jsou klasicti
FLS2 a EFR®.
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Jiné rozsifené dogma je, Ze PRR receptory jsou kon-
zervovany a rozsiteny v rliznych rostlinnych druzich, za-
timco R-proteiny jsou specifické pro dany patosystém.
Ukéazalo se, Ze PRR rozpoznani MAMP je druhové speci-
fické a mlze se liSit napf. mechanismem vazby ligandu
a receptoru, jako bylo popsano pro rozpoznani flg22
receptory FLS2 huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) a raj-
Cete. Napf. FLS2 vina se vyvijel spolecné s flg22
epitopem mutualistické bakterie Burkholderia phyto-
formans a po jeho rozpoznani indukuje pouze slabou
MTI ve srovnani s flg22 epitopy patogennich bakterii".
Zajimavé studie na R-genech naopak ukazaly, ze jeden
R-protein pak muze byt zodpovédny za Sirokospektrou
rezistenci. Takto napf. je NLR gen Rxol kukufice zod-
povédny za rezistenci proti riznym bakterialnim pato-
gentm, Burkholderia ¢i Xanthomonas. Jiné R-proteiny,
jako je napi par RRS1/RPS1 poskytuji rezistenci jak
proti fungélnim, tak bakterialnim patogentim?.

Casto deklarovany rozdil mezi MTI a ETI je také lo-
kalizace receptord. Zatimco MTI by se dala z hlediska
lokalizace nazvat ,povrchovou imunitou”, nebot recep-
tory rozpoznavajici MAMP se nalézaji na plasmatické
membrané bunky, ETI receptory by zajistovaly ,vnitro-
bunéénou imunitu”. Avsak nic neni ¢ernobilé, a tak byly
popsany i receptory efektor(l nalézajici se na plasmatic-
ké membrané, napi. Cf-2, monitorujici integritu hosti-
telského proteinu v apoplastuz. MAMP mohou byt také
vyzadovany pro mikrobialni virulenci, coz bylo dlouho
povazovano za jasny znak efektord"®.

Ve svétle téchto piikladG je jasné, Ze urcit pod-
le nasich definic, co je MAMP/efektor, PRR receptor/
R-protein neni jednozna¢né?*®™. Na to reaguje novy,
zajimavy, vice zobeciiujici koncept rostlinné imunity,
tzv. invazivni model (IM; ,Invasive Model”), jenz byl
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Trda L., Janda M.: Rostlinna imunita

nedavno predstaven prof. Thommou z Wageningenu?.
Podle néj rostlina aktivuje svou imunitu po rozpoznani
Sirokého spektra motivl spojenych s invazi (IP; ,Inva-
sion Patterns”), at jsou mikrobialniho nebo rostlinného
ptvodu. Tento model tedy nerozliSuje mezi MTI a ETI,
a IP motivy rozumi MAMP, efektory, modifikované hos-
titelské proteiny, jez jsou cilem efektord, ale i DAMP
vznikajici pfi infekci.

Tento koncept imunity je s vyhodou aplikovatelny
i na jiné invazivni organismy, jako napf. viry, herbivory,
mutualistické nebo nekrotrofni mikroorganismy ¢i rliz-
né bezobratlé organismy, pro néz bylo obtizné defino-
vat, zda aktivuji MTI nebo ETI obranu.

Zaver

Interakce rostlin s patogeny je neustale se vyvijejici
souboj. Rostliny v priibéhu evoluce zefektiviiuji rozpo-
znavani patogent, zatimco na druhé strané se patogen
snaZi rozpoznani vyhnout.

Jesté vétsi komplexitu do pfibéhu vnasi fakt, Ze i mu-
tualistické mikroorganismy indukuji obranné reakce
rostliny, je zajimavou otazkou, jakym zplsobem rostli-
na dokaze rozeznat jeho prospésnost. | pfes vyznamné
pokroky v popisu mechanism( rostlinné imunity stale
o tomto komplexnim fenoménu nevime zdaleka vse
a bude velmi vzrusujici sledovat jakych novych a ne-
¢ekanych poznatkd se na tomto poli vyzkumu v blizké
budoucnosti do¢kame.
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Stejné jako Zivocichové, i rostliny maji svou imunitu. Diky ni jsou rostliny schopny efektivné reagovat na napadeni rliznymi patogenimi
mikroorganismy, ¢i jinymi invazivnimi organismy, jako jsou napf. viry nebo herbivofi. Kli¢ovou roli v rdmci rostlinné imunity hraje rozpo-
znani patogena a nasledné spusténi obrannych reakci. V tomto piehledném ¢lanku jsme se zaméfili na sou¢asné poznani molekularnich
mechanismd, jakymi rostliny vykonavaji obranu. Na zavér predstavujeme vyvoj modeld rostlinné imunity,s tim jak nase poznani roste.
Klicova slova: efektor, immunita, MAMP. MTI, PRR

Summary

Trda L., Janda M.: Plant immunity

Similarly to animals, plants possess an immune system that allows plants to efficiently react to various pathogenic microorganisms or
other invading organisms, such as viruses or herbivores. The plant immunity relies on immediate pathogen detection and consecutive
activation of defence responses. This review focuses on the actual knowledge of mechanisms by which plants execute defence. In addi-
tion, we summarise models of plant immune system as they have been evolving in the time course with our raising knowledge.
Keywords: effector, immunity, MAMP, MTI, PRR
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Uvod

Kapilarni elektromigra¢ni (CE) metody se od doby
prilomovych experimentl na pocatku osmdesatych
let minulého stoleti'? vyvinuly ve vysoce U¢inné a vyso-
ce citlivé separa¢ni metody, Siroce vyuZivané pro ana-
lyzu a charakterizaci mnoha druht biologicky aktivnich
latek - aminokyselin, peptidd, bilkovin, nukleosidd,
nukleotid(, nukleovych kyselin, sacharidd, lipidd, ste-
roidd, flavonoidl a jinych biomolekul®. V bioanalytic-
kém vyzkumu se staly vyznamnou alternativou resp.
doplinkem nejrozsifenéjsich separa¢nich metod, vyso-
koucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a klasic-
ké elektroforézy v polyakrylamidovych gelech (PAGE).
Ve srovnani s témito metodami CE techniky vykazuji
fadu pfednosti — vysokou separa¢ni ucinnost dosahu-
jici stovek tisic az miliond teoretickych pater, kratkou
dobu analyzy (typicky 5 — 20 minut), malou spotiebu
chemikalii ve vétsSinou ekologicky Setrném vodném pro-
stfedi a zejména vysokou citlivost na trovni femtomol-
-attomol analytu v nano- az pikolitrovém nastfikova-
ném objemu vzorku. CE metody zahrnuji nékolik sepa-
racnich technik: zénovou elektroforézu ve volném roz-
toku (CZE) nebo v sitovacich (gelovych) médiich (CSE
resp. CGE), afinitni elektroforézu (ACE), izotachoforézu
(CITP), izoelektrickou fokusaci (CIEF), elektrokinetickou
chromatografii (CEKC) a elektrochromatografii (CEC).

Zakladni experimentalni usporadani CE
metod

Zékladni experimentélni uspofadani je spole¢né pro
viechny vyse uvedené CE metody*’. Separace obvykle
probiha v tenké kiemenné kapilafe o vnitinim priméru
25 — 100 um a délce 20 — 80 cm. Kapilara je potazena
tenkym vnéjSim polyimidovym povlakem, ktery zajis-
tuje jeji mechanickou pevnost a ohebnost. Oba kon-
ce kapilar jsou ponofeny do elektrodovych nadobek,
do kterych je prostfednictvim platinovych elektrod zava-
déno z vysokonapétovych zdroji elektrického proudu
separacni napéti 10 — 30 kV, které vytvafi elektrické pole
o intenzité nékolika set aZ 1000 V/cm. Poutziti takto vy-
sokych intenzit elektrického pole je umoznéno relativné
nizkymi hodnotami prochazejiciho elektrického proudu
(vétSinou mensimi nez 100 yA) a ucinnym odvodem
Jouleova tepla v disledku pfiznivého poméru povrchu
a objemu kapilarniho separa¢niho prostoru. Kapiléra se
plni pneumaticky vyvolanym pietlakem (1 — 5 bar) nad
roztokem zakladniho elektrolytu v elektrodové nadob-
ce. Vzorek se do kapilary zavadi hydrodynamicky stej-
nym zplsobem jako pfi pInéni kapilary, tj. pretlakem
nad hladinou roztoku v mikrozkumavce vzorku, avsak
mnohem nizsim tlakem, 5 — 20 mbar, po kratkou dobu,

5 — 20s. Vzorek Ize zavadét téz elektrokineticky pono-
fenim kapilary a elektrody do nadobky vzorku a pfipo-
jenim elektrického pole na dobu jednotek az desitek
sekund. Po pfipojeni elektrického pole se jednotlivé
latky vzorku v dlsledku svych rliznych nabojd, rozmé-
rG a tvar( za¢nou pohybovat rGznymi rychlostmi a na
tomto principu se od sebe oddéli. Separované latky
jsou poté on-line detekovany pomoci tzv. on-column
nebo end-column detektori. On-column detektory vy-
uzivaji kratky usek kapilary ptimo jako detekéni cely,
jsou jimi napf. detektory spektrofotometrické, fluoro-
metrické a bezkontaktni vodivostni. End-column detek-
tory, napi. hmotnostné spektrometrické (MS) a elektro-
chemické, detekuji latky na vystupu z kapilary. Castym
doprovodnym jevem CE separaci je elektroosmoticky
tok (EOF). EOF vznikd pasobenim elektrického pole
na volny, v kiemenné kapiléfe s neupravovanym vniti-
nim povrchem kladny naboj v diftzni ¢asti elektrické
dvojvrstvy na rozhrani kapalné a pevné faze. Kladny vol-
ny naboj je dlsledkem ¢aste¢né nebo Gplné disociace
silanolovych skupin na vnitini sténé kapilary. Elektrické
pole unasi kladné nabité slozky dvojvrstvy a v disledku
vnitiniho tfeni v kapaliné i cely objem roztoku v kapila-
fe smérem ke katodé. EOF unasi nabité i nenabité sloz-
ky roztoku stejnou rychlosti, plsobi tedy jako separa¢né
neselektivni sila, ale vyznamné ovliviiuje dobu analyzy.

Separacni principy CE metod

Kapildrni zonovd elektroforéza ve volném roztoku
(CZE)

CZE je nejjednodussi kapilarni elektromigracni tech-
nikou. Kapilara i elektrodové nadobky jsou naplnény
homogennim zékladnim elektrolytem (BGE) — obvykle
pufrem. Vzorek je zaveden jako kratka zéna na poca-
tecni kratky usek kapilary (cca 1 - 2 % jeji celkové dél-
ky). Po pfipojeni vysokého napéti se po uréitém case
jednotlivé slozky vzorku oddéli do samostatnych zén
na zakladé svych rlznych pohyblivosti (rychlosti po-
hybu vztazenych na jednotkovou intenzitu elektrické-
ho pole). Pohyblivosti latek jsou pfimo umérné jejich
naboji a nepifimo Umérné jejich velikosti a viskozité
prostiedi, ve kterém putuji. Pohyblivosti latek ovliv-
nuje i tvar jejich molekul. Zény jednotlivych slozek
vzorku postupné prochazeji detektorem, nejcastéji
UV-vis spektrofotometrickym. Z ¢asového zéznamu
signalu detektoru, tzv. elektroforeogramu, je ziskédvana
kvalitativni i kvantitativni informace o slozeni daného
vzorku. Kvalita daného analytu v daném BGE je déna
migra¢nim ¢asem jeho zény (piku), zatimco vyska nebo
plocha piku jsou pfimo umérné mnozstvi resp. koncen-
traci daného analytu'2.
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Kapildrni zonovd elektroforéza v sitovacich
mediich (CSE resp. CGE)

CSE (CGE) je kapilarni verze klasické elektroforézy
v plosnych polyakrylamidovych a agarosovych gelech.
BGE pro CSE obsahuje kromé pufrujicich slozek dlou-
hé polymerni molekuly, napf. polyakrylamid, polyethy-
lenoxid, dextran, aj., jez svymi vzdjemné propletenymi
fetézci vytvaii molekularni sito, zvané téz fyzikalni gel,
ve kterém dochézi k déleni stfedné velkych a vysoko-
molekularnich latek podle velikosti jejich molekul®.
CSE v BGE obsahujicim navic anionicky detergent,
sodium dodecyl sulfat (SDS), predstavuje kapilarni
alternativu velmi oblibené a rozsifené klasické elek-
troforézy v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti to-
hoto detergentu (SDS-PAGE), ¢asto uzivané pro déleni
bilkovin a pro urcovani pfiblizné hodnoty jejich relativni
molekulové hmotnosti.

Afinitni kapildrni elektroforéza (ACE)

ACE zahrnuje nékolik madu, které vyuzivaji (bio)spe-
cifické interakce urcitych slozek vzorku s aditivy BGE®.
Pfitom dochazi k selektivnimu ovliviiovani pohybli-
vosti téchto slozek vzorku, na jehoz zakladé se od sebe
a od ostatnich slozek vzorku oddéluji. Typickym pfikla-
dem ACE je déleni enantiomer( opticky aktivnich latek
v BGE s pfidavkem chiralnich selektor(, nejcastéji cy-
klodextrin(i. Ze zavislosti pohyblivosti analytd na kon-
centraci chirdlniho selektoru ¢i jiného aditiva (ligandu,
receptoru) v BGE lze urcovat vazebné konstanty kom-
plexu analyt-selektor resp. analyt-ligand nebo analyt-
-receptor™.

Kapildrni izotachoforéza (CITP)

CITP je elektroforéza probihajici v diskontinualnim
systému elektrolyt(". Vzorek se zavadi mezi vedouci
elektrolyt a koncovy elektrolyt, pficemz pohyblivosti
slozek vzorku musi byt nizsi nez pohyblivost vedouciho
elektrolytu a vyssi nez pohyblivost koncového elektro-
lytu. PGsobenim elektrického pole dojde po uritém
case k vytvoreni ustaleného stavu, kdy jednotlivé slozky
vzorku putuji stejnou rychlosti v ostfe oddélenych bez-
prostiedné sousedicich zénach. Nejcastéji pouzivanym
detektorem pro CITP je bezkontaktni vodivostni detek-
tor. Casova zavislost jeho signalu ma charakteristicky
stupriovity charakter, ve kterém vyska stupné odpovi-
da kvalité analytu a délka stupné jeho kvantité. CITP je
vhodné zejména pro kvantitativni analyzu malych iontd,
napf. nizkomolekularnich ionogennich pfimési a proti-
iontd léciv, peptidd a bilkovin™.

Kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF)

CIEF déli amfoterni biomolekuly, proteiny a pepti-
dy, podle jejich izoelektrickych bodd v BGE slozeném
z nosnych (poly)amfolytl vytvarejicich gradient pH®™.
Zo6na analytu se v ustdleném stavu zakoncentruje (za-
ostii) v takovém misté separacniho prostiedi, jehoz pH
je rovno izoelektrickému bodu (p/) tohoto analytu. Poté
jsou zény hydrodynamicky nebo elektroeluci mobilizo-
vany ve sméru k detektoru, kterym jsou vizualizovany
a kvantifikovany. Alternativné Ize pouZit vizualizaci celé
kolony pro simultdanni zobrazeni vSech analytd bez
nutnosti jejich mobilizace. CIEF ve spojeni s MS de-

tekci predstavuje kapilarni alternativu ke klasické
dvoudimenzionalni elektroforéze (2-DE) kombinujici
izoelektrickou fokusaci v prvnim délicim sméru s elek-
troforézou v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
vySe uvedeného detergentu SDS (IEF x SDS-PAGE) ve
druhém sméru kolmém na prvni smér. Obé metody se
Casto vyuzivaji pro proteomické studie komplexnich
smési bilkovin a peptidt.

Kapildrni elektrokinetickd chromatografie (CEKC)

CEKC je kombinovana technika vyuZivajici elektroki-
netické jevy, elektroosmozu a elektroforézu, a chroma-
tograficky princip distribuce analytu mezi mobilni a pse-
udostacionarni fazi'*. Nejcastéjsim modem CEKC je mi-
celarni EKC (MEKC), ktera déli latky na zakladé jejich
rozdilné distribuce analytu mezi mobilni fazi tvofenou
zédkladnim elektrolytem a v ném homogenné rozptyle-
nou micelérni pseudofézi anionického nebo kationic-
kého detergentu, napt. SDS nebo cetyl trimethylammo-
nium bromidu (CTAB). Pfitom relativni pohyb téch-
to fazi vci sobé je zajistén elektroosmotickym tokem
obou fazi jako celku a elektroforetickym pohybem mi-
celarni pseudofaze ve sméru opa¢ném. Zasadni vyho-
dou MEKC je, Ze vedle latek elektricky nabitych umoz-
nuje i déleni latek elektroneutralnich.

Kapildrni elektrochromatografie (CEC)

CEC je rovnéz kombinovana technika vyuzivajici chro-
matograficky princip distribuce analytu mezi stacio-
narni a mobilni fazi a EOF jakozto hybnou silu mobil-
ni faze™. Diky pravouhlému rychlostnimu profilu EOF
v téméf celém prifezu kapilary (na rozdil od parabolic-
kého rychlostniho profilu tlakem vyvolaného toku mo-
bilni faze) dosahuje CEC vyssi separacni Gcinnosti nez
s ni rozmérové srovnatelnd kapilarni kapalinova chro-
matografie (CLC). Podobné jako MEKC, i CEC muze
délit jak latky ionogenni, tak i elektroneutralni.

Aplikace CE metod pro analyzu
a charakterizaci biomolekul a biocastic
Aplika¢ni moznosti CE metod jsou neobycejné Siro-
ké. Lze je vyuzit pro separaci, analyzu a charakterizaci
vSech typt rozpustnych, ionogennich i neionogennich,
nizko- i vysokomolekularnich biologicky aktivnich la-
tek i bioc¢astic®. Déle budou stru¢né popsany moznosti
CE metod pro nejcastéji analyzované typy biomolekul
a biocastic.

Aminokyseliny, peptidy a bilkoviny
Aminokyseliny’®, peptidy’''® a bilkoviny'2° jakoZzto
ve vodnych pufrech dobfe rozpustné amfoterni (poly)
elektrolyty patii mezi nej¢astéjsi a nejvyznamnéjsi bio-
molekuly analyzované CE metodami. Tyto metody jsou
hojné vyuzivany pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
aminokyselinovych, peptidovych i proteinovych prepa-
rat véetné léciv a pro jejich stanoveni v komplexnich
biologickych matricich (krev, mo¢, bunécné a tkarnové
extrakty). Vyznamné se uplatiiuji pfi studiu posttranslac-
nich modifikaci bilkovin a pfi sledovani enzymatickych
reakci. Lze je vyuZit i pro stanoveni aminokyselinového
slozeni a sekvence peptidi a bilkovin. Velmi dulezité je
také stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti peptid
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a bilkovin (efektivnich pohyblivosti a nabojt, izoelek-
trickych bod, disocia¢nich konstant ionogennich sku-
pin, relativnich molekulovych hmotnosti, Stokesovych
polomért, aj.), které pfispiva k lepSimu pochopeni
vztahu mezi jejich strukturou a funkci.

Detekce peptidli a bilkovin probiha obvykle pomo-
ci UV spektrofotometrie, fluorescen¢ni spektroskopie
a hmotnostni spektrometrie (MS). UV-detekce je zalo-
Zena na absorpci UV-zéfeni peptidovou vazbou a aro-
matickymi aminokyselinami (Trp, Tyr, Phe). Pfitomnost
téchto aromatickych aminokyselin v peptidech a bilko-
vinach umoznuje jejich fluorescen¢ni detekci s excitaci
v UV-oblasti kolem 250 — 280 nm. Pro fluorescen¢ni
detekci s excitaci pfi vysSich vinovych délkach je nutné
peptidy a bilkoviny derivatizovat fluorescen¢nimi znac-
kami?', které vSak mohou zpUsobit zménu naboje, coz
ovliviiuje rozliseni a kvantifikaci analytd a komplikuje
vyuZiti této detekce v CIEF. Pro spojeni CE-MS se nej-
Castéji pouzivaji techniky elektrosprejové ionizace (ESI)
a ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI).
UV spektrofotometrie obvykle poskytuje mikromolarni
az submikromolérni koncentrac¢ni detek¢ni limity, fluo-
rescen¢ni a MS detekce muze byt o 2 - 4 fady citlivéjsi.

Nukleobaze, nukleosidy a nukleotidy

Nukleobaze, nukleosidy a nukleotidy rovnéz patfi
mezi biomolekuly ¢asto analyzované CE metodami, jde
o rozpustné ionogenni latky, tedy vhodné pro analyzu?.
Aplikacni oblasti jsou podobné jako v pfipadé amino-
kyselin, peptid( a bilkovin, tj. jejich kvalitativni a kvan-
titativni analyza a stanoveni v komplexnich biomatri-
cich. Vyznamna je také jejich chirdlni analyza, studium
jejich acido-bazickych vlastnosti a ur¢ovani fyzikalné-
-chemickych parametrd.

Polynukleotidy a nukleové kyseliny

Polynukleotidy a nukleové kyseliny jsou polyelektro-
lyty s téméf konstantnim pomérem naboje a velikosti
molekuly v Sirokém rozsahu délky jejich fetézct, tudiz
s minimalnimi rozdily jejich elektroforetickych pohyb-
livosti ve volném roztoku. K jejich déleni se proto vy-
uzivd CSE resp. CGE v sitovacich prostfedich®?. V de-
vadesétych letech minulého stoleti se CGE separace
polynukleotid a fragment DNA stala zakladni meto-
dou pro sekvenovani DNA a vyrazné pfispéla k urych-
leni zjisténi sekvence lidského genomu. V jednom CGE
experimentu bylo mozno urdit sekvenci fragmentu
DNA obsahuijiciho vice nez tisic nukleotid@?. V dnesni
dobé jsou pro sekvenovani DNA pouZivany podstatné
rychlejdi metody, tzv. next generation sequencing
methods?, ale CGE je stale velmi cenénou metodou
pro pfesné stanoveni sekvence urcitych usek DNA2
a pro studium polymorfismu a methylace DNA a analyzu
mikroRNA?".

Sacharidy

Sacharidy pfedstavuji pro CE metody ponékud méné
vhodné analyty. Je tomu tak proto, Ze ve svych moleku-
lach nemaji chromofory nebo fluorofory, a proto nemo-
hou byt detekovany nejbéznéjsimi technikami zaloze-
nymi na méfeni absorpce UV zéafeni nebo fluorescenci.

K jejich detekci je nutno pouzit méné casto rozsifeny

univerzalni bezkontaktni vodivostni detektor nebo je
nutné sacharidy derivatizovat UV-absorbujicimi nebo
fluorescen¢nimi znackami. Nevyhodou je rovnéz ome-
zena ionizovatelnost jejich funkénich skupin, napf. hyd-
roxylové skupiny béznych mono- a oligosacharidd di-
sociuji az v silné alkalickém prostiedi, pH > 12, které je
elektricky silné vodivé a k CE separacim méné vhodné.
K elektroforetickému déleni sacharid(i se vyuzZiva jejich
komplexace s boraty, kterd jim udéli elektricky naboj
a zvyrazni rozdily v jejich elektroforetickych pohybli-
vostech i v méné alkalickém prostiedi. | pfes vySe uve-
dené problémy jsou CE metody vyuzivany pro analyzu
mono-, oligo- i polysacharid(i2é°.

Dalsi biologicky aktivni Idtky

CE metodami Ize analyzovat i fadu dalSich biologic-
ky aktivnich latek, napf. biogenni aminy?', lipidy*?, ste-
roidy?*, flavonoidy*, aj.

Léciva

CE metody jsou hojné vyuzivané jako vysoce Ucin-
né a vysoce citlivé analytické techniky pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu léciv, zejména pfi kontrole Cistoty
aktivnich lécivych preparatt a pfi stanoveni pfidatnych
latek a protiiont'>*>%. Pfi ovéfovani struktury analyzo-
vanych latek se vyuziva spojeni CE metod s MS detekci.
Vybér vhodné CE metody a experimentélnich podmi-
nek se odviji od typu vySe uvedenych biologicky aktiv-
nich latek a jejich chemického sloZeni. lonogenni latky
jsou analyzovany elektroforetickymi metodami (CZE,
CSE, ACE, CITR CIEF), neutrélni latky kombinovanymi
elektrochromatografickymi metodami (CEKC a CEC).
Pii vyvoji lé¢iv jsou CE metody vyuZivany i pro stano-
veni jejich fyzikdlné-chemickych parametrd, napf. re-
lativnich molekulovych hmotnosti, efektivnich nabojt,
izoelektrickych bodd, disocia¢nich konstant a konstant
stability jejich komplexd s rGznymi ligandy ¢i receptory.

Biocdstice

CE metody nabizeji Siroké moznosti i pro analyzu
bio¢astic: bunék, bunécnych organel, bakterii a virG>”*°.
Tyto castice se v elektrickém poli pohybuji a oddéluji
v dlsledku svych rdznych povrchovych nabojd, rozmé-
rd a tvarG. Manipulace s jednotlivymi bunkami je vel-
mi narocna, proto bylo k zavedeni jednotlivych bunék
do kapilary vyvinuto nékolik novych mikrotechnik, jako
napf. nanopipety, levitace, optické pinzety a laserové
mikropipety. Buriky i ostatni biocastice jsou nejcastéji
detekovany pomoci UV-spektrofotometrického nebo
fluorescen¢niho detektoru. Miniaturni rozméry kapi-
larniho separa¢niho prostoru umoziiuji i analyzu ob-
sahu jednotlivych bunék®. Viry jsou obaleny lipidovo-
-proteinovou kapsidou, ktera chrani jejich DNA nebo
RNA genom. Aminokyseliny této kapsidy nesou elekt-
ricky naboj, ktery umoznuje jejich pohyb v elektrickém
poli a elektroforetickou analyzu. Pomoci CE byla analy-
zovana fada virQ, napf. virus tabakové mozaiky, lidsky
rhinovirus, adenovirus, aj.3®. Byly stanoveny koncentra-
ce virovych a subvirovych ¢astic i kapsidovych protei-
nd, jejich elektroforetické mobility a izoelektrické body
a byly téz studovany jejich interakce s protilatkami
a receptory.
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Zavér chemickou charakterizaci $irokého spektra biologicky

Z vyée uvedenych prikladi vyplyva, e kapilarni elek- aktivnich latek. Uplatnéni nachazeji v biologickém, bio-
tromigraéni metody predstavuji mocny nastroj pro chemickém a biomedicinském vyzkumu i v analytické
vysoce uc¢innou separaci, vysoce citlivou kvalitativni praxi ve farmaceutickém a potravinaiském priimyslu
i kvantitativni analyzu a fyzikalné chemickou a bio- a ve zdravotnictvi.
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Souhrn

TumovaT., Kasicka V.: Analyza a charakterizace biomolekul a biocastic kapilarnimi elektromigracnimi metodami

Tento piispévek stru¢né popisuje zakladni principy, instrumentaci a metodologii vysokotc¢innych kapilarnich elektromigra¢nich metod
(zénové elektroforézy, izotachoforézy, izoelektrické fokusace, afinitni elektroforézy, elektrokinetické chromatografie a elektrochromato-
grafie), a jejich vyuZiti pro vysoce Gcinné separace, vysoce citlivé kvalitativni a kvantitativni analyzy a fyzikalnéchemické a biochemické
charakterizace Siroké skaly biologicky aktivnich slou¢enin, napi. aminokyselin, peptidd, proteind, nukleobazi, nukleosidd, nukleotidd,
nukleovych kyselin, sacharid(l a dale bio¢astic — bunék, bunéénych organel, bakterii a vird.

Klicova slova: Kapilarni elektroforéza; bioanalyza; Ié¢iva; biomolekuly; bio¢astice

Summa

Tamova T:yKaEiEka V.: Analysis and characterization of biomolecules and bioparticles by capillary electromigration methods
This article briefly describes the basic principles, instrumentation and methodology of high-performance capillary electromigra-
tion methods (zone electrophoresis, isotachophoresis, isoelectric focusing, affinity electrophoresis, electrokinetic chromatography and
electrochromatography) and their applications to high-efficient separation, high-sensitive qualitative and quantitative analysis and physi-
cochemical and biochemical characterization of a wide range of biologically active compounds, such as amino acids, peptides, proteins,
nucleobases, nucleosides, nucleotides, nucleic acids, saccharides, as well as bioparticles — cells, cell organelles, bacteria and viruses.
Keywords: Capillary electrophoresis, bioanalysis, drugs, biomolecules, bioparticles
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Uvod

Glykosylace hraji dilezitou roli v mnoha biologickych
procesech, a klicem k jejich porozuméni je zjisténi pri-
marni struktury glykokonjugéatd.' Kromé porozuméni
funkci glykant v biologickych procesech mize zjisténi je-
jich slozeni a struktury vést k objasnéni experimentélnich
nesrovnalosti, jako jsou molekulova hmotnost, naboj a re-
tencni Cas proteinll pfedpovézenych z polypeptidové se-
kvence.? V porovnani s proteiny a nukleovymi kyselinami
je analyza oligosacharidd mnohem komplikovanéjsi, coz
je zptsobeno jejich komplexitou. Tato komplexita vyplyva
zejména z velkého mnozstvi moznych vazeb mezi mono-
sacharidy, které mohou tvofit linearni i vétvené struktury,
a také z moznych modifikaci sacharidi zahrnuijicich sul-
fataci, fosforylaci a acetylaci. Na rozdil od protein(, jejichz
struktura je kédovana v genomu, nemaji glykany zadny
templat a jsou syntetizovany skupinou kompetujicich en-
zym{, coz vede k tvorbé rlznych glykoforem. Zminéna
strukturni heterogenita je dalsi komplikaci analyzy struk-
tury oligosacharidd. V souc¢asné dobé neni zadna univer-
zalni, rychld a spolehlivda metoda identifikace struktury
oligosacharidli. Pouze je mozné na zékladé poZadav-
kd vyzkumu zvolit nejlepsi metodu nebo jejich kombi-
naci.'23

Detekce glykanii

Pfitomnost glykosylace proteint je prokazovana PAS
reakci (periodic acid-Schiff), jejiz principem je oxidace
glykolovych skupin cukru kyselinou jodistou na alde-
hydové skupiny, které néasledné reaguji se Schiffovym
¢inidlem za vzniku cervenofialové nerozpustné sraze-
niny. Tato reakce mdze byt provedena po SDS-PAGE,
Western blotu nebo histochemickych metodach,
a ackoliv neni pouzitelnd na vSechny glykokonjuga-
ty, tak se velmi casto pouziva pro prvotni stanoveni.
Komer¢né dostupné soupravy umoziiuji detekci
5 — 10 ng glykoproteinu.#

Daldi moznosti je vyuZiti lektinG, které se pouzivaji
k detekci glykoproteinGi separovanych pomoci SDS-
-PAGE a nasledné imobilizovanych na membrénu po-
moci Western blotu. Diky specifité lektini nam toto
stanoveni dava predbéZnou informaci o pfitomnych
strukturach oligosacharid@. Pfi kolorimetrické detekci
jsou vyZadovany mikrogramy glykoproteinu, a pokud je
pouzita chemiluminescen¢ni detekce, jsou dostacujici
nanogramy.>*45

Stanoveni monosacharidového slozeni
oligosacharidii

Pfed stanovenim monosacharidového slozeni glyka-
nd je obvykle glykan odstépen z proteinu, ackoliv ¢asto
mohou byt ziskany zajimavé informace z analyzy celé-
ho glykokonjugatu. N-oligosacharidy vsech typl mo-
hou byt enzymové odstépeny pomoci amidasy zvané

PNGasa F, kterd $tépi amidovou vazbu v asparaginu,
na kterém je navazan prvni N-acetylglukosamin,
za vzniku aspartatu. Pokud je na prvni N-acetylgluko-
samin navazana (al1-3) Fuc PNGasa F neni schopna
N-oligosacharid odstépit a musi byt pouzita PNGasa
A. Denaturace glykokonjugatu pfed timto Stépenim je
vyhodna z dlivodu lepsi enzymové pfistupnosti. En-
zymové Stépeni glykanl se vétsinou pouziva v pfipadé
N-oligosacharidd, i kdyZ je moiné pouzit i chemické
metody, které se pouzivaji spiSe v pfipadé O-oligosa-
charidd, které nemaji jednotné jadro. Zatim je zndma
pouze jedna specifickd a-N-acetylgalaktosaminidasa
odstépujici O-oligosacharidy s jadrem typu 1. Z tohoto
ddvodu se u O-oligosacharidl vétSinou pouziva hydra-
zinolyza nebo alkalické B-eliminace.>>

Nasleduje rozstépeni glykosidovych vazeb oligosa-
charidu, nejcastéji kyselou hydrolyzou. Metodika kyselé
hydrolyzy se lisi, ale obvykle se uvadi pouziti kyseliny
chlorovodikové pfi teploté 80°C po dobu 18 hodin
nebo 4 M trifluoroctové kyseliny pfi teploté 100 °C po
dobu 4 hodin. Pro pfesnou analyzu je dileZité, aby
hydrolyza byla kompletni a nedoslo k poskozeni uvol-
nénych monosacharidd. U aminosacharidd je obvykle
po kyselé hydrolyze vyzadovéana re-N-acetylace.?*>

Ziskané monosacharidy mohou byt identifikovany
vysokoucinnou iontové vyménnou chromatografii na
aniontovém ménici spojenou s pulzni amperometric-
kou detekci (HPAEC-PAD), plynovou chromatografii
(GC), fluoroforem asistovanou elektroforézu sachari-
dd (FACE) nebo vysoce citlivou a reprodukovatelnou
vysokoucinnou chromatografii na reverzni fazi (RP-
-HPLC).2*>¢ Ackoliv mé& HPAEC-PAD vyhodu citlivé de-
tekce i bez derivatizace, mze zde byt problém s nesta-
bilni zakladni linii, ztratou citlivosti kvdli Sumu, pouzitim
vysokych pH a vysokych koncentraci soli. Navic je PAD
nespecificky vaci riznym typim sacharid@.?’ Citlivost
detekce metod HPLC nebo FACE muzie byt zvySena
derivatizaci monosacharidi fluorescenénimi znackami
jako jsou kyselina 2-aminobenzoova, 2-aminobenza-
mid, kyselina 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova a dal-
8i.#>78 Diky vysokému rozliSeni je ¢asto pouzivana ply-
novéa chromatografie, ktera ovsem vyzaduje tékavé lat-
ky. JelikoZ sacharidy jsou pomérné malo tékavé, zvysuje
se jejich tékavost derivatizaci, jako je oximace, pfima
silylace, pfevedeni na acetaty nebo trimethylsilylethery
a dalsi. Analyza vazby je mozn4, pokud byl oligosacha-
rid derivatizovan pied kyselou hydrolyzou permethylaci.
Nejcastéjsi detektory pouzivané pro analyzu sacharidd
jsou plamenovy ionizacni detektor (FID) a hmotnostni
spektrometr (MS).2°

Stanoveni struktury oligosacharidii
pomoci Stépeni exoglykosidasami

VySe uvedené metody poskytuji uzitecnou informaci
o molarni koncentraci monosacharidd vyskytujicich se
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v oligosacharidu, avdak pomoci nich obvykle nezjistime
typy vazeb. Informace o vazbach mezi jednotlivymi sa-
charidy mGzeme zjistit pomoci exoglykosidas.> Exoglyko-
sidasy jsou enzymy Stépici koncové sacharidy z neredu-
kujiciho konce oligosacharidu, jsou vysoce specifické viici

minimalizované pouZitim dextranového Zebfi¢ku zna-
¢eného 2-aminobenzamidem jako vnitiniho stan-
dardu. Ziskand data jsou snadno reprodukovatelnd.
Struktura glykani maze byt analyzovdna po stépeni
skupinou exoglykosidas.>' '

Kapilarni elektroforéza s laserem in-

a-Neuraminidasa

oo m

oa-Fukosidasa

B-Mannosidasa

o-Mannosidasa

B-N-Acetylglukosaminidasa

B-Galaktosidasa

B GloNAc dukovanou fluorescen¢ni detekci (CE-
-LIF) se stala velmi tspéSnym analytic-

@® Man kym nastrojem s Sirokym uplatnénim,
vcetné analyzy sacharid(. Na zékladé

® Gl schopnosti ionizace se sacharidy déli
& Hoillic do r’:Ivou sl_<upin, jgdno’u z niclj jsou siq—
lové kyseliny nazyvané kyselé sachari-

A Fuc dy a druhou skupinou jsou neutralni
sacharidy, které se ionizuji pouze sla-

Y Xyl bé, a proto je jejich separace obvykle
zalozena na komplexaci boraty, coz

- Legenda jim propjé¢i negativni naboj. Pfipadné

Obr. 1: Piiklad mozného stépeni exoglykosidasami.

anomerdim, casto také viici typu monosacharidu ¢i vazbé,
nékdy dokonce i viici dalSim strukturnim faktortim, jako
je napfiklad vétveni.’ Pouzitim specifickych exoglykosi-
das dojde k postupnému odstépovani monosacharidd
z oligosacharidu, coz nam na zékladé pouzitych enzym?
a uspésnosti stépeni dé informaci o anomericité a pozici
vazby mezi jednotlivymi monosacharidy (Obr. 1). Meto-
da RAAM (Reagent Array Analysis Method) misto jednot-
livych exoglykosidas pouziva jejich skupinu, kdy je vzorek
rozdélen do nékolika alikvot a kazda z nich je inkubova-
na s jinou skupinou exoglykosidas. V kazdé reakéni smé-
si vznikne fragment, ktery jiz dané exoglykosidasy nejsou
schopné dal stépit. Timto zplsobem vznikne unikatni
set fragmentd, ktery mdze byt rekonstruovan, vétSinou
pomoci softwaru.> Pokud je stépeni exoglykosidasami
kombinovano s vysokoUc¢innymi separa¢nimi metoda-
mi, jako je chromatografie nebo elektroforéza, jedna se
o rychlou a nakladové efektivni charakterizaci oligosa-
charidd. Pfi detekci metodou laserem indukované fluo-
rescence mohou byt sekvenovana pikomolarni mnozZstvi

purifikovaného glykoproteinu.

Detailni analyza sekvence a vazeb
oligosacharidii

K detailnéjsi analyze se vyuzivaji zejména tii metody:
hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), kapilarni
elektroforéza (CE) a hmotnostni spektrometrie (MS).
Na rozdil od vyse zminénych metod zaloZenych na vy-
sokoucinné kapalinové chromatografii, hydrofilni inte-
rakéni chromatografie umoZiiuje kvalitnéjsi separaci
glykand. Retencni &asy se isi dle hydrofilniho charakte-
ru molekuly, ktery je zavisly na velikosti, naboji, sloZeni,
strukture, vazbé a vétveni oligosacharidu. Hlavni vyho-
dou je schopnost separace strukturnich izomerd. Jeli-
koZ vétsina sacharidii neabsorbuje v UV oblasti, je pro
citlivou detekci nutnd derivatizace. Z tohoto divodu se
vyuZivaji fluorescencni znacky jako napfiklad 2-amino-
benzamid, ktery ma oproti ostatnim zna¢kam nékolik
vyhod. Mezi né patii kompatibilita s jinymi metoda-
mi, moZnost zjisténi relativnich mnoZstvi jednotlivych
oligosacharid(i pfi stechiometrii 1:1 a sou¢asnd analyza
neutrdlnich a nabitych oligosacharidi. Odchylky jsou

mohou byt separovény za vysokého
pH, kdy dojde k jejich deprotonaci a jiz
neni potfebnad komplexace. Z dlivodu detekce je nut-
né derivatizace obvykle reduktivni aminaci, obzvlasté
vyhodné je vyuziti kyseliny 8-aminonaftalen-1,3,6-tris-
ulfonové, kdy dojde k vytvoieni nabitych fluorescenc-
nich derivatd, coz umozni migraci v elektroforetickych
podminkach i detekci. Hlavnimi vyhodami této metody
jsou kratké ¢asy analyz, dobré rozlieni, nizka spotieba
drahych reagencii i rozpoustédel a v neposledni fadé
mala mnozstvi vzorki potiebnych pro analyzu. CE-LIF
umoznuje detekci 10*-10"® mol sacharidu.2™41516.17
Siroce rozsifenou metodou analyzy glykand je i tan-
demova hmotnostni spektrometrie (MS/MS), pomoci
které se analyzuji bud samotné glykany, nebo celé gly-
koproteiny. Jedna se o jednu z nejvykonnéjsich metod
diky jeji specifité, nizké spotfebé vzorkd a kompatibilité
s chromatografickymi separa¢nimi metodami. Nejcas-
téji pouzivané ionizacni techniky jsou jionizace laserem
za Ucasti matrice (MALDI) a ionizace elektrosprejem
(ESI). Zatimco spektrometry s ESI mohou byt kombi-
nované s Sirokym spektrem hmotnostnich analyzétord,
coz umoznuje rGzné pfistupy k analyze glykant, spek-
trometry s MALDI byvaji vétSinou kombinovany s ana-
lyzdtorem doby letu (TOF). MALDI je relativné tolerant-
ni vaci solim i kontaminantim a vyZaduje minimalni
Gpravu vzorku, ale béhem ionizace dochazi ke ztratam
sialovych kyselin. ESI je vhodna pro pfimou analyzu ky-
selych sacharidd, produkuje Iépe rozlisitelné piky, ale je
vice nachylna vacdi solim, vyzaduje vétsi Gpravu vzorku
a produkuje komplexni vzorec stavl nabojt. Jako slib-
né alternativni technologie fragmentace byly neddvno
predstaveny elektronem aktivované disociacni meto-
dy (ExD), mezi které patii disociace zachytem elektro-
nu (ECD) a disociace pfenosem elektronu (ETD). ECD
a ETD selektivné fragmentuji pouze peptidové vazby
a zachovavaji glykosidové vazby intaktni, coz umoziiuje
identifikovat pozice, které byly glykosylovany. Pfed ana-
lyzou je vhodné separovat glykany napfiklad pomoci
RP-HPLC, HILIC, CE a dalSich. Vyhodna je permethylace
glykant, pomoci které se stanou hydrofobni, coz zlep-
§i jejich odezvu vidi ionizaci, ucini je stabilnéjsi a také
sjednoti jejich chemické vlastnosti. K permethylaci se
vyuzivd deuterovany methyljodid, pomoci kterého je
zavedena stabilni izotopova znacka kvali kvantitativnim
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d@vod@m. Béhem tandemové hmotnostni spektromet-
rie ndm permethylace umoiziiuje zjistit, ktera vazba
byla stépend, nebot vSechny ostatni OH a NH skupiny
budou derivatizované. Spektra celych glykoprotein( se
ziskavaji pomoci ESI nebo MALDI, ale jednotlivé glyko-
formy mohou byt rozliSeny pouze z malych proteind
okolo 30 kDa obsahujicich nejlépe pouze jedno misto
pro glykosylace. Pokud je znama hmotnost proteinu,
mohou byt ziskany hmotnosti glykant z rozdilu hmot-
nosti glykoproteinu a proteinu. JelikoZ glykany obsahuiji
pouze limitované mnozstvi monosacharidovych typ(,
davaji jejich kombinace unikatni hmotnosti, na jejichz
zdkladé muze byt identifikovano sloZeni glykanu. Vétsi
glykoproteiny s nékolika misty pro glykosylace obvykle
vykazuji nerozlisitelné piky, a z tohoto dtivodu je tieba
tyto glykoproteiny Stépit proteasami. Obvykle se pouzi-
va trypsin, pfipadné je mozné poutzit nespecifickou pro-
teasu, jako je proteinasa K. Pfed analyzou glykant se
obvykle jejich redukujici konce derivatizuji fluorescenc-
nimi nebo jinymi znackami, které pomohou detekci.
Slozeni je zjisténo pfimou analyzou a strukturni detaily
mohou byt ziskany postupnym Stépenim exoglykosida-
sami a naslednou analyzou. Interpretace ziskanych dat
je hlavnim problémem, proto je silna snaha o vytvore-
ni softwaru, ktery bude schopen tyto data vyhodnotit
a urcit strukturu glykanu. Bohuzel zatim zédny z nich
se neprokazal jako pIné funkéni nastroj pro glykomiku.
Prikladem je software GlycoWorkbench, ktery pomaha
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Souhrn

manualni interpretaci dat, kdy zhodnoti navrzené struk-
tury pfifazovanim odpovidajicich teoretickych hmotnos-
ti fragmentd k pikdm nalezenym ve spektru.2 1819202122

Stanoveni terciarni struktury
oligosacharidii

Pro popis 3D struktury glykant je nezbytnd kombi-
nace experimentalnich technik a molekulového mo-
delovéani. Rentgenova krystalografie, ktera se béiné
pouziva pro analyzu proteind, ma problémy s flexibilni
strukturou glykand. Jelikoz sacharidy obsahuji dvé pfi-
rozené aktivni jadra *C a 'H, poskytuje nuklearni mag-
netickéd rezonance (NMR) doplnujici informace. Jedna
se o nedestruktivni metodu, pomoci které jsou ziska-
ny informace tykajici se struktury oligosacharidl. Mezi
tyto informace se fadi typy sacharidd, velikost kruhd,
anomerni konfigurace, pozice vazeb, a jejich sekvence.
Po zjisténi téchto zakladnich dat je uzitecné zjistit 3D
relativni vzajemné uspofddani monosacharid (kon-
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Pierovska T.: Metody analyzy oligosacharidového ietézce glykoproteinii

Analyza struktury oligosacharid(l je komplikovana jejich komplexitou, ktera je dana velkym po¢tem moznych vazeb mezi monosacharidy,
mnozstvim raznych typ monosacharidi a moznosti jejich modifikaci zahrnujicich sulfataci, fosforylaci a acetylaci. V sou¢asné dobé ne-
existuje zadna univerzalni, rychla a spolehlivda metoda na identifikaci struktur oligosacharidd. Jako nejslibnéjsi metody se jevi hydrofilni
interakéni chromatografie (HILIC), kapilarni elektroforéza (CE) a hmotnostni spektrometrie (MS). Témito metodami lIze urcit sekvenci
a vazby monosacharidil v oligosacharidu. Pro popis 3D struktury je nezbytna kombinace nuklearni magnetické rezonance (NMR) a mo-
lekulového modelovani.

Summary

Pierovska T.: Methods of analysis of the oligosaccharide chains of glycoproteins

Analysis of the structure of the oligosaccharides is complicated by their complexity, which is given by a large number of possible linkages
between monosaccharides, many different types of monosaccharides and their possible modifications, including sulfation, phospho-
rylation, and acetylation. Currently, there is no universal, fast and reliable method to identify oligosaccharide structures. As the most
promising methods seem to be hydrophilic interaction chromatography (HILIC), capillary electrophoresis (CE) and mass spectrometry
(MS). These methods can determine the sequence and links between monosaccharides in oligosaccharide. For a description of the 3D
structure is essential combination of nuclear magnetic resonance (NMR) and molecular modeling.
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