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1. ⁄vod

V˝znamnou skupinou krevnÌch bÌlkovin jsou krevnÌ gly-
koproteiny Je jim proto vÏnov·na velk· pozornost jak z hledis-
ka chemickÈho, tak fyzik·lnÏ-chemickÈho1-7. P¯ed fyzik·lnÏ-
-chemick˝m studiem leûÌ d˘leûit˝ ˙kol, jak˝m je zkoumat
nejen kvantitativnÌ zastoupenÌ jednotliv˝ch glykoprotein˘, ale
i zmÏny v jejich struktur·ch spojen˝ch s procesy probÌhajÌcÌmi
v patogick˝ch stavech. Ke studiu tÏchto Ñpatologick˝chì gly-
koprotein˘ byly v poslednÌch lÈtech pouûity Ëasto n·kladnÈ
fyzik·lnÌ metody, kterÈ se jiû osvÏdËily pro studium menöÌch
organick˝ch molekul. V tomto refer·tu bude hlavnÌ pozornost
vÏnov·na orosomukoidu (alfa-1 kyselÈmu glykoproteinu),
kter˝ vzhledem k vysokÈmu obsahu cukernÈ sloûky a kyselÈ-
mu charakteru je zcela v˝jimeËnou krevnÌ bÌlkovinou. ⁄kolem
refer·tu je upozornit biochemicky zamÏ¯enÈ Ëten·¯e na moû-
nosti fyzik·lnÏ-chemick˝ch metod p¯i zkoum·nÌ struktury
glykoprotein˘ a tak je p¯ipravit pro konzultace se specialisty
v p¯Ìsluön˝ch metod·ch.

2. Obecn· charakteristika orosomukoidu

Objev kyselÈho glykoproteinu v norm·lnÌch i patologic-
k˝ch sÈrech je ˙zce spjat s polarografick˝m studiem sulfosa-
licylov˝ch filtr·t˘ krevnÌch sÈr. Tyto filtr·ty byly pouûity p¯i
BrdiËkovÏ reakci8, p¯i kterÈ se mÏ¯Ì katalytickÈ proudy bÌlko-
vin v amoniak·lnÌch pufrech obsahujÌcÌch ionty trojmocnÈho
kobaltu. HlavnÌ sloûka filtr·t˘9,10, po vysr·ûenÌ hlavnÌch krev-

nÌch bÌlkovin kyselinou sulfosalicylovou nebo chloristou, se
uk·zala b˝t bÌlkovinou o vysokÈm obsahu cukr˘. Proto byla
oznaËena jako mukoprotein MP-1. BÌlkovina, izolovan· kla-
sick˝m vysolov·nÌm smÏsnÈho sÈra sÌranem amonn˝m Wei-
merem a spol.11, byla pojmenov·na orosomukoid (ORS, ORM).
Prakticky ve stejnÈ dobÏ izoloval stejnou bÌlkovinu Schmid12

a oznaËil ji jako alfa-1 kysel˝ glykoprotein (AGP, AAG).
Vzhledem k tomu, ûe v krevnÌ plazmÏ p¯edstavuje orosomu-
koid pouze p¯ibliûnÏ jedno procento z p¯Ìtomn˝ch bÌlkovin
(u zdrav˝ch jedinc˘ 50 aû 150 mg/100 ml), bylo v˝hodnÏjöÌ
prov·dÏt jeho izolaci u Cohnovy alkoholovÈ frakce VI, kde
tvo¯Ì hlavnÌ bÌlkovinnou sloûku.

Vedle chemickÈho sr·ûecÌho postupu se k izolaci osvÏdËi-
ly chromatografickÈ metody13-15 na modifikovan˝ch celulo-
s·ch. Vzhledem k poûadavku studovat orosomukoid z indivi-
du·lnÌch norm·lnÌch i patologick˝ch sÈr bylo t¯eba p¯ed vlast-
nÌ chromatografiÌ odstranit hlavnÌ krevnÌ bÌlkoviny. To se
poda¯ilo p¯id·nÌm polyethylenglykolu a centrifugacÌ sraûeni-
ny16. Izolace byla ukonËena afinitnÌ chromatografiÌ17 na ConA
Sepharose.

Izolovan˝ orosomukoid byl charakterizov·n chemick˝mi
a fyzik·lnÏ-chemick˝mi metodami1-7. Molekulov· hmotnost se
v z·vislosti na pouûitÈ metodÏ pohybuje v rozmezÌ 41ñ43 kDa,
izoelektrick˝ bod pI 1,7ñ2,3 podle pouûitÈho pufru. Je tedy
orosomukoid nejkyselejöÌm proteinem krevnÌho sÈra. Che-
mick· anal˝za ËistÈho orosomukoidu uk·zala na p¯Ìtomnost
jednoho peptidovÈho ¯etÏzce18 o dÈlce 183 aminokyselin, p¯i-
Ëemû na 21 mÌstech je v r˘zn˝ch variant·ch proteinu moûnost
v˝skytu dvou r˘zn˝ch aminokyselin. DvÏ disulfidovÈ vazby19

jsou mezi cysteiny 5ñ147 a 72ñ164, hydrofobnÌ oblasti pak
mezi aminokyselinov˝mi zbytky 1ñ15, 85ñ105 a 140ñ147,
silnÏ hydrofilnÌ je naopak C-konec. V molekule je 8 fenylala-
nin˘, 12 tyrosin˘ a 3 tryptofany. Ze sacharid˘ byly nalezeny

Obr. 1. SchematickÈ zn·zornÏnÌ struktury orosomukoidu. V jed-
noduchÈm peptidickÈm ¯etÏzci jsou örafovan˝mi sloupeËky vyznaËe-
ny dva disulfidickÈ m˘stky s ËÌseln˝m ˙dajem mÌsta v ¯etÏzci. »ern·
koleËka p¯ÌsluöÌ pÏti oligosacharidov˝m jednotk·m p¯ipojen˝m k as-
paragin˘m. Zn·zornÏnÌ nenÌ v mÏ¯Ìtku. Upraveno podle Schmida et al.19

85 75 72

164

147

5 15 36
54

84
ñ1

46

Chem. Listy 94, 1087 ñ 1092 (2000) Refer·ty

1087



manosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialov· ky-
selina19. HmotnostnÌ podÌl cukernÈ Ë·sti ËinÌ 41ñ45 %. Sacha-
ridy jsou v molekule orosomukoidu p¯Ìtomny ve formÏ pÏti
sloûit˝ch oligosacharid˘ (glykan˘)19-21 (obr. 1) , kterÈ jsou na
peptidick˝ ¯etÏzec nav·z·ny p¯es amidov˝ dusÌk asparaginu.
U glykan˘ orosomukoidu byla nalezena ¯ada glykoforem,
kterÈ se liöÌ ve stupni vÏtvenÌ, fukosylace a sialysace. Oroso-
mukoid se uk·zal jako jeden z m·la krevnÌch glykoprotein˘,
kterÈ obsahujÌ souËasnÏ glykany22,23di-, tri- a tetraantennÌho
typu. Vöem typ˘m je spoleËn˝ pentasacharid, tvo¯en˝ t¯emi
manosami a dvÏma N-acetylglukosaminy, z nichû jeden se
˙ËastnÌ vazby na bÌlkovinnou Ë·st orosomukoidu. Protoûe
glykany r˘znÈho antennÌho typu jsou v molekule orosomuko-
idu zastoupeny v r˘znÈm mnoûstvÌ a takÈ v peptidovÈ Ë·sti je
mnoho zamÏniteln˝ch aminokyselin, je orosomukoid velmi
heterogennÌ. Zvl·ötnÌ kapitolou je heterogenita determinovan·
geneticky24.

V poslednÌch lÈtech se v˝zkum orosomukoidu ubÌral v pod-
statÏ dvÏma smÏry. Jeden byl zamÏ¯en na studium struktury
modernÌmi fyzik·lnÏ-chemick˝mi metodami, jako jsou meto-
dy nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance (NMR), hmotnostnÌ spek-
trometrie (MS), Ramanova optick· aktivita (ROA) a meto-
dy spektrofotometrickÈ. Druh˝ biochemick˝ smÏr, uûÌvajÌcÌ
chromatografick˝ch a elektroforetick˝ch metod, mÏl za ˙kol
studium mikroheterogenity ze zamÏ¯enÌm na klinickou che-
mii.

3. NMR spektroskopie glykopeptid˘
a celÈ molekuly orosomukoidu

Rozvoj nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance do oblasti vyso-
k˝ch frekvencÌ ( 360 MHz a vyööÌch) spolu s nov˝mi pulsnÌmi
metodami25-27umoûnil rozöÌ¯it aplikace NMR na studium bio-
molekul jako jsou glykopeptidy a glykoproteiny krevnÌ plaz-
my28,29.

Pokud jde o studium orosomukoidu, bylo t¯eba nejprve
rozötÏpit jeho molekulu na nÏkolik glykopeptid˘30. Po odötÏ-
penÌ sialovÈ kyseliny byl orosomukoid redukov·n, vzniklÈ SH
skupiny karboxymethylov·ny a vzniklÈ fragmenty rozötÏpeny
proteasami a glykosidasami. DÏlenÌ glykopeptid˘ bylo prove-
deno kapalinovou chromatografiÌ. Experiment·lnÌ podmÌnky
ötÏpenÌ molekuly orosomukoidu byly voleny tak, aby glyko-
peptidy obsahovaly glykanovÈ jednotky z pÏti glykosylaËnÌch
mÌst na molekule orosomukoidu. Tato mÌsta byla oznaËena18,20

¯Ìmsk˝mi ËÌslicemi I aû V. MÌsto I odpovÌd· vazbÏ glykanu na
zbytek asparaginu Asn 15, mÌsto II Asn 38, mÌsto III Asn 54,
mÌsto IV Asn 75 (obr. 1). Glykopeptidy z tÏchto mÌst obsahujÌ

glykany sloûenÈ z galaktosy, manosy, glukosaminu a fukosy.
Podle mol·rnÌho zastoupenÌ uveden˝ch monosacharid˘, zjiö-
tÏnÈho klasick˝mi analytick˝mi metodami, byly glykopeptidy
rozdÏleny do pÏti t¯Ìd oznaËen˝ch pÌsmeny A, B, C, BF, CF.
ZjiötÏnÈ sloûenÌ monosacharid˘ u glykopeptid˘ z jednotliv˝ch
glykosylaËnÌch mÌst uk·zalo, ûe v mÌstÏ I jsou glykopeptidy
t¯Ìdy A, B a BF, v mÌstech II III, IV a V jsou t¯Ìdy B, C a CF.

Pro urËenÌ line·rnÌ struktury glykan˘ v r˘zn˝ch t¯Ìd·ch
glykopeptid˘ se osvÏdËila 360 MHz 1H NMR s Fourierovou
transformacÌ30. Pro interpretaci spekter registrovan˝ch v tÏûkÈ
vodÏ bylo pouûito rezonancÌ H-1 a H-2 proton˘ manosov˝ch
zbytk˘, H-5 a H-6 proton˘ fukosov˝ch zbytk˘ a N-acetylo-
v˝ch proton˘. Citovan· pr·ce uv·dÌ p¯ehlednÏ v tabulk·ch
u vöech tÏchto t¯Ìd hodnoty chemick˝ch posun˘ uveden˝ch
proton˘. Kdyû bylo pouûito ˙daj˘ o chemick˝ch posunech
z p¯edchozÌch pracÌ s modelov˝mi slouËeninami a glykopro-
teiny, bylo moûno uËinit z·vÏr, ûe t¯Ìda A m· biantennÌ struk-
turu, t¯Ìda B triantennÌ a t¯Ìda C teraantennÌ strukturu (obr. 2).
StrukturnÌ vzorce oligosacharid˘ vöech t¯Ìd jsou v pr·ci Four-
neta et al.30, kte¯Ì se vÏnovali glykosylaËnÌm mÌst˘m II aû V.
Glykany v mÌstÏ I studovali Schmid et al.31, kte¯Ì uve¯ejnili
p¯ehlednÈ schÈma prim·rnÌ struktury r˘znÏ antennÌch glykan˘
(obr. 2).

JinÈ NMR studie byly prov·dÏny s celou molekulou oro-
somukoidu28 spolu s jin˝mi glykoproteiny akutnÌ f·ze, a to p¯Ì-
mo v krevnÌ plazmÏ. Ve spektru zÌskanÈm metodou 500 MHz
Hahn spin-echo 1H NMR pozorovali Bell et al.29 öirokÈ pÌky
p¯i 2,04 a 2,08 ppm, kterÈ p¯i¯adili N-acetyl˘m mobilnÌch
¯etÏzc˘ N-acetylglukosaminu a N-acetylneuraminovÈ kyseli-
ny (obr. 3). V pr·ci jsou takÈ pro ilustraci uvedena spektra
lidskÈ plazmy v oboru 1 aû 3 ppm pro pÏt vzork˘ od Ëty¯
pacient˘ a jednoho zdravÈho jedince. PÌky ve spektru, ozna-
ËenÈ ¯Ìmsk˝mi ËÌslicemi I a II, se v˝raznÏ neliöÌ, a tak aû dalöÌ
pokusy rozhodnou o pouûitelnosti metody NMR pro studium
orosomukoidu v celÈ nerozdÏlenÈ krevnÌ plazmÏ.

NMR spektra alfa-1 kyselÈho glykoproteinu najdeme takÈ
v pr·ci Grootvelda et al.32, kte¯Ì srovn·vali lidsk˝ a krysÌ
orosomukoid za ˙Ëelem pouûitÌ krysy jako experiment·lnÌho
zvÌ¯ete. U krysÌho orosomukoidu tito auto¯i nalezli navÌc pÌk
u 2,14 ppm,kter˝ p¯i¯adili proton˘m skupiny O-acetyl-CH3.

DalöÌ poznatky p¯inesla pr·ce Nicholsona et al.33, kte¯Ì pro
studium lidskÈ krevnÌ plazmy pouûili 750 MHz 1H a 1H-13C
NMR  spektroskopie a  nÏkolika  dalöÌch NMR metod. Pro
alfa-1 kysel˝ glykoprotein je jako p¯Ìklad v citovanÈ pr·ci
uvedeno 600 MHz 1H-13C spektrum.

NMR se uk·zala jako relativnÏ rychl· metoda studia pri-
m·rnÌ struktury glykopeptid˘ orosomukoidu. Aplikace studia
mikroheterogenity glykopeptid˘ u individu·lnÌch sÈr v klinic-

Obr. 2. Prim·rnÌ struktura glycidov˝ch jednotek t¯Ìdy A, B a BF na glykosylovanÈm mÌstÏ lidskÈho orosomukoidu. TetraantennÌ struktury,
vyskytujÌcÌ se na ostatnÌch glykosylaËnÌch mÌstech, jsou oznaËeny C a CF. PÌsmeno F znaËÌ fukosu. Podle Schmida et al.31
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kÈ praxi bude vöak vyûadovat pomÏrnÏ n·roËnou izolaci oro-
somukoidu, jeho chemickou ˙pravu a ötÏpenÌ molekuly pep-
tidasami a glykosidasami. Metody NMR s vysok˝m rozliöe-
nÌm umoûÚujÌ p¯Ìmo stanovit orosomukoid v individu·lnÌ
plazmÏ, neposkytujÌ vöak doposud ˙daje o jeho mikrohetero-
genitÏ.

4. HmotnostnÌ spektrometrie modernÌmi
ionizaËnÌmi metodami

ModernÌ metody hmotnostnÌ spektrometrie28,34-37 (MS),
zaloûenÈ na pulsnÌm principu, d·vajÌ moûnost citlivÏ a selek-
tivnÏ charakterizovat glykoproteiny z hlediska jak sachari-
dovÈ tak peptidovÈ Ë·sti. Pro ˙spÏönÈ splnÏnÌ tohoto ˙kolu je
nutno p¯edem p¯ipravit glykopeptidy20, nap¯. tryptick˝m ötÏ-
penÌm molekuly glykoproteinu, a ty po jejich rozdÏlenÌ chro-
matografick˝mi metodami d·le rozötÏpit glykosidasami. Pro
studium peptid˘ a glykopeptid˘ byly pouûity modernÌ ioni-
zaËnÌ metody36, mezi kterÈ pat¯Ì p¯edevöÌm metoda MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation), ESI (Elec-
trospray Ionisation ñ ionisace elektrosprejem) a metoda FAB
(Fast Atom Bombardment). Vöechny tyto ionizaËnÌ meto-
dy umoûÚujÌ studovat velkÈ netÏkavÈ molekuly biopolymer˘
vËetnÏ glykoprotein˘ a polysacharid˘ o hmotnostech desÌtek
i vÌce kilodalton˘. Ionizace je p¯i tom tak öetrn·, ûe nedoch·zÌ
ke ötÏpenÌ molekul, jak je tomu obvykle p¯i ionizaci svazkem
elektron˘. P¯i metodÏ MALDI je glykopeptid nebo oligosa-
charid dispergov·n ve velkÈm nadbytku matrice, p¯edstavo-
vanÈ slabou aromatickou kyselinou (nap¯. sko¯icovou) a jejÌmi
deriv·ty. Matrice se vzorkem je nanesena na kovovou destiË-
ku, kter· je oza¯ov·na laserem (nap¯. pulsnÌm dusÌkov˝m
laserem o vlnovÈ dÈlce 337 nm). Z·¯iv· energie absorbovan·
matricÌ je p¯ed·na molekul·m vzorku, kterÈ jsou tÌm p¯evede-
ny do plynnÈ f·ze ve formÏ protonovan˝ch molekul (M+1)+.
Tyto ionty jsou zavedeny (extrahov·ny) do analyz·toru hmot-
nostnÌho spektrometru. NejËastÏji je jÌm spektrometr typu
TOF-MS (Time-Of-Flight MS)35. Ve v˝zkumu jsou metody
jako je tandemov· spektroskopie MS/MS, doplnÏn· metodou
CID (Collision-Induced-Dissiciation).

Tabulka I
ZastoupenÌ r˘zn˝ch antennÌch glykoforem v mÌstÏ substituce
glykan˘ v·zan˝ch na molekulu orosomukoidu p¯es asparagin
(Asn). Hodnoty v procentech byly p¯evzaty z pracÌ Sutona et
al.38 a Treuheita et al.17

MÌsto Antennost Cit.
vazby bi- tri- tetra-

Asn 16 12 87 1 38
9 91 0 17

Asn 38 ñ ñ ñ 38
61 25 14 17

Asn 54 9 40 51 38
9 32 59 17

Asn 75 2 28 70 38
0 21 79 17

Asn 85 ñ ñ ñ 38
0 15 85 17

CelkovÏ 14 38 48 17

Metodu MALDI pouûili p¯i anal˝ze pÏti glykosylaËnÌch
mÌst v molekule orosomukoidu Treuheit et al.17 P¯Ìklad MS
spektra desialyzovan˝ch forem je na obr. 4, na kterÈm jsou
pÌky odpovÌdajÌcÌ pozitivnÌm molekulov˝m iont˘m Ëty¯ r˘z-
n˝ch antennÌch glykoforem. ZastoupenÌ tÏchto forem v r˘z-
n˝ch glykosylaËnÌch mÌstech je v tabulce I. Auto¯i17 d·le
zkoumali zastoupenÌ jednotliv˝ch antennÌch forem v r˘zn˝ch
glykosylaËnÌch mÌstech I aû V u t¯Ì orosomukoidov˝ch sub-
frakcÌ (variant). Tyto varianty zÌskali dÏlenÌm orosomukoidu
lektinovou chromatografiÌ na konkanavalinu A (Con A). Nej-
pevnÏjöÌ vazba s lektinem je u subfrakce R, st¯ednÏ pevn·
vazba u subfrakce WR a subfrakce U obsahuje variantu oroso-
mukoidu, kter· se nev·ûe s lektinem. V˝sledky uvedenÈ ve
t¯ech  tabulk·ch  citovanÈ pr·ce17 platÌ pro komerËnÌ (tedy
smÏsn˝) orosomukoid. ZajÌmavÈ by bylo toto dÏlenÌ a n·sled-
nÈ MS studium u individu·lnÌch norm·lnÌch a hlavnÏ patolo-
gick˝ch sÈr, kde se d· oËek·vat r˘znÈ zastoupenÌ glykoforem.

DistribucÌ glykanov˝ch forem u smÏsnÈho orosomukoidu
se zab˝vali takÈ Sutton et al.38 Tito auto¯i metodou MALDI
monitorovali sekvenov·nÌ oligosacharid˘ po digesci glyko-
peptid˘ exoglykosidasami. Podle autor˘ jde o rychlou a citli-
vou metodu, vyûadujÌcÌ 200 pmol jednotliv˝ch glykopeptid˘.
V˝sledky jsou uvedeny spoleËnÏ s hodnotami z pr·ce Treuhei-

Obr. 3. 500 MHz spin echo 1H NMR spektrum alifatickÈ oblasti
krevnÌ plazmy s pÌky orosomukoidu (a), samotnÈho orosomukoidu
v D2O  (b).  Na vloûenÈ Ë·sti (c) jsou zvÏtöenÈ pÌky I a II, kterÈ
odpovÌdajÌ N-acetyl˘m N-acetylneuraminovÈ kyseliny a N-acetyl-
glukosaminu. Podle Bella et al.29

Obr. 4. MALDI hmotnostnÌ spektrum polysacharidov˝ch forem
orosomukoidu. Tetra ñ tetraantennÌ forma, Tri ñ triantennÌ forma,
Fu ñ formy obsahujÌ navÌc fukosu. Irel relativnÌ intenzita, m/z relativnÌ
molekulov· hmotnost4 1

a

b

ppm
3 2

2,1

c

2,0

2,7 5,5

II

I

III Ala

Lac

Val

P3
P2 P1

Irel

2700 4700

Tri

m z/
3700

Tri a Fu

Tetra

Tetra a Fu

Chem. Listy 94, 1087 ñ 1092 (2000) Refer·ty

1089



ta et al.17 v tabulce I. RelativnÏ malÈ rozdÌly v zastoupenÌ
jednotliv˝ch forem v r˘zn˝ch glykosylaËnÌch mÌstech se dajÌ
vysvÏtlit podobn˝m, i kdyû ne totoûn˝m zp˘sobem p¯Ìpravy
ötÏp˘ orosomukoidu, a hlavnÏ velkou mikroheteregenitou to-
hoto glykoproteinu, kter· se promÌt· do komerËnÌho prepar·tu.

PodobnÏ jako z lidskÈho krevnÌho sÈra byl z hovÏzÌho sÈra
izolov·n orosomukoid, oznaËovan˝ v literatu¯e jako hovÏzÌ
α1-kysel˝ glykoprotein39. Pro detekci glycidovÈ sloûky ve
fragmentech glykoproteinu po jeho enzymovÈm ötÏpenÌ bylo
pouûito ionizace elektrosprejem (ESI). Elu·t vytÈkajÌcÌ z chro-
matografickÈho sloupce tenkou kovovou kapil·rou byl ˙Ëin-
kem silnÈho elektrickÈho pole p¯emÏnÏn v jemnou mlhu mno-
hon·sobnÏ nabit˝ch Ë·steËek. Po odpa¯enÌ rozpouötÏdla byly
ionty zavedeny do prvnÌho MS analyz·toru, kter˝ rozdÏlil
proud iont˘ na mate¯skÈ ionty. Tyto ionty pokraËovaly ve svÈ
dr·ze a vstoupily do kom˘rky s koliznÌm plynem (argonem).
Zde doölo k jejich disociaci na dce¯inÈ ionty (metoda CID).
V literatu¯e je cel˝ uveden˝ postup oznaËov·n jako LC/ES-CID/
MS/MS. Metoda umoûÚuje selektivnÌ detekci glykopeptid˘
vedle peptid˘. U glykopeptid˘ je totiû p¯Ìtomen ion m/z 204
(N-acetylhexosaminov˝ oxoniov˝ ion) a ion m/z 366 (Hex-
HexNAc+). Jako moûnou praktickou aplikaci navrhujÌ auto¯i
studium glykoprotein˘ u nÏkter˝ch onemocnÏnÌ skotu.

V poslednÌ dobÏ se Stubbsovi a spol.40 poda¯ilo p¯eËistit
tetraantennÌ oligosacharidy, p¯ipravenÈ z lidskÈho asialyzova-
nÈho orosomukoidu. Metodou MALDI a protonovou NMR
s velk˝m rozliöenÌm byla urËena polylaktosaminov· extenze
tetraantennÌho glykanu. Autor˘m se osvÏdËila tyrosinami-
dov· derivatizace, kter· umoûnila sestavit oligosacharidovou
knihovnu.

DobrÈ sluûby prok·zala metoda LC/ES p¯i hled·nÌ Ñsialyl
Lewis(x) antigenuì, jehoû umÌstÏnÌ se p¯edpokl·d· na nÏkte-
rÈm z pÏti N-glykosylaËnÌch mÌst molekuly orosomukoidu. P¯i
tÏchto pokusech41byl u ¯ady glykopeptid˘ sledov·n oxoniov˝
ion o m/z 803. Anal˝za uk·zala, ûe antigen je p¯Ìtomen ve
vöech mÌstech obsahujÌcÌch N-glykopeptidy.

Protoûe je st·le ûiv· problematika vazby lÈk˘ na orosomu-
koid, byly modifikov·ny histidiny a tyrosiny diethylpyrokar-
bon·tem41. Metody (HPLC-ESI/MS) a MALDI uk·zaly na
rozdÌlnost v reaktivitÏ histidinu 97 a histidinu 100. Byly takÈ
modifikov·ny lysiny v z·vislosti na pH. Podle autor˘ m˘ûe
b˝t v˝sledk˘ vyuûito pro navrûenÌ experiment˘ pro posouzenÌ
vazby nÏkter˝ch lÈËiv na uvedenÈ aminokyseliny.

HmotnostnÌ spektrometrie se uk·zala jako velmi dobr·
a relativnÏ rychl· metoda pro urËov·nÌ struktury oligosacha-
ridovÈ Ë·sti glykoprotein˘, p¯iËemû mnoûstvÌ l·tky pot¯ebnÈ
ke studiu je p¯itom velice malÈ.

5. VibraËnÌ Ramanova optick· aktivita

P¯i RamanovÏ spektroskopii doch·zÌ p¯i excitaci molekul
laserov˝m z·¯enÌm ke vzniku rozpt˝lenÈho z·¯enÌ o vlnov˝ch
dÈlk·ch kratöÌch i delöÌch neû je intenzivnÌ z·¯enÌ excitaËnÌ.
RozdÌly mezi vlnoËty excitaËnÌho z·¯enÌ a jednotliv˝ch vlnoË-
t˘ z·¯enÌ rozpt˝lenÈho (tzv. Raman˘v posun) odpovÌdajÌ p¯e-
chod˘m ve vibraËnÏ-rotaËnÌch stavech molekuly. Tento kla-
sick˝ Raman˘v jev byl doplnÏn metodou vibraËnÌ Ramanovy
optickÈ aktivity (VROA), oznaËovanÈ takÈ jako Ramanova
optick· aktivita55,56 (ROA). P¯i technice ROA se mÏ¯Ì malÈ
rozdÌly v RamanovÏ rozptylu pravÈ a levÈ sloûky kruhovÏ

polarizovanÈho excitaËnÌho laserovÈho z·¯enÌ. Je tedy ROA
blÌzk· technice vibraËnÌho cirkul·rnÌho dichroismu (VCD).

ROA spektra poskytujÌ informaci o roztokovÈ struktu¯e
biopolymer˘57, vËetnÏ glykoprotein˘58. Zkoum·nÌ terci·rnÌ
struktury a dynamiky protein˘ je moûnÈ u nativnÌch i rozvinu-
t˝ch molekul. U glykoprotein˘, jako je nap¯. orosomukoid, se
dajÌ zÌskat informace jak o peptidovÈ tak cukernÈ Ë·sti mole-
kuly. Mimoto je moûno ze spekter vyËÌst vz·jemnÈ ovliv-
Úov·nÌ obou sloûek a posoudit stabilitu molekuly. Se spektrem
orosomukoidu se m˘ûeme setkat v pr·ci Barrona et al.57, kte¯Ì
pouûili metodu s uspo¯·d·nÌm zpÏtnÈho rozptylu (Backscat-
tered Raman). Ostrost nÏkter˝ch ROA maxim (ROA p·s˘)
ukazuje na nezvyklou rigiditu tohoto glykoproteinu (obr. 5).
Z öirokÈho pozitivnÌho maxima p¯i 1060 cm-1 a velmi ostrÈho
pozitivnÌho maxima p¯i 1308 cm-1se d· soudit na vysok˝ obsah
struktury typu beta skl·danÈho listu a nÌzk˝ obsah alfa örou-
bovice. Rozvoj metody ROA po instrument·lnÌ i teoretickÈ
str·nce vytv·¯Ì perspektivu zÌsk·nÌ dalöÌch ˙daj˘ o terci·rnÌ
struktu¯e biopolymer˘ ve vodn˝ch roztocÌch.

DalöÌ moûnostÌ vyuûitÌ Ramanova jevu ke zkoum·nÌ oro-
somukoidu je metoda SERS (Surface-Enhanced Raman Spec-
troskopy).Touto metodou studujÌ zbytky kyseliny sialovÈ v mo-
lekule orosomukoidu aû do koncentrace 10-6mol.dm-3 a to jak
v molekul·ch izolovan˝ch z norm·lnÌch sÈr tak z ascitickÈ
kapaliny pacient˘ trpÌcÌch zhoubn˝mi n·dory59.

6. Metody spektroskopickÈ (TPDS, CD)

Spektrofotometrie bÌlkovin v ultrafialovÈ oblasti je zalo-
ûena na poznatku, ûe aromatickÈ aminokyseliny ( tyrosin,
tryptofan, fenylalanin ) absorbujÌ ultrafialovÈ z·¯enÌ v oblasti
240 aû 300 nm. Tato skuteËnost byla uplatnÏna p¯i urËenÌ
absorpËnÌho koeficientu1,3 orosomukoidu E280 (1 %) = 8,9
a mol·rnÌ absorptivity ε278 = 3,57.106 m2.mol-1.

VÏtöÌ informace o aromatick˝ch aminokyselin·ch poskyt-
la metoda TPDS (Temperature Perturbation Difference Spec-
trophotometry) a derivaËnÌ spektroskopie. P¯i tÈto metodÏ se

Obr. 5. ÑBackscatteredì Ramanovo spektrum (a), RAO spektrum
(b) orosomukoidu v acet·tovÈm pufru. IR a IL ñ intenzita pravo-
a levotoËivÈ sloûky z·¯enÌ, v ñ vlnoËet v cm-1. Podle Barrona et al.45
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mÏ¯Ì rozdÌl absorbance mezi dvÏma kyvetami, naplnÏn˝mi
roztoky o stejnÈ koncentraci. P¯i mÏ¯enÌ je jedna kyveta udr-
ûov·na na konstantnÌ teplotÏ, zatÌmco teplota v druhÈ kyvetÏ
je postupnÏ zvyöov·na. Po kaûdÈm zv˝öenÌ teploty je zazna-
men·no absorpËnÌ spektrum.

Metodou TPDS bylo zjiötÏno48, ûe molekula orosomuko-
idu obsahuje Ëty¯i pro rozpouötÏdlo p¯ÌstupnÈ (volnÈ) tyrosyly
zatÌmco zb˝vajÌcÌch osm tyrosyl˘ je maskov·no v hydro-
fobnÌm j·dru molekuly. PoËet exponovan˝ch tryptofylov˝ch
zbytk˘ byl nalezen blÌzk˝ jedniËce (z celkovÈho poËtu t¯Ì
tryptofyl˘). ExpozicÌ tyrosyl˘ orosomukoidu se d·le zab˝vali
Jan·Ëkov· a Karpenko49 p¯i studiu term·lnÌ stability tÈto bÌlko-
viny. Tito auto¯i zjistili spektrofotometrickou titracÌ t¯i druhy
tyrosyl˘50, jejichû poËet (n1 = 3, n2 = 7, n3 = 2 ) je v souhlase
s hodnotami v jejich p¯edchozÌ pr·ci51.

SouËasn· technika dovoluje zÌskat derivaËnÌ spektra52 nu-
merickou derivacÌ. NejvÏtöÌho uplatnÏnÌ naöla p¯edevöÌm deri-
vaËnÌ spektra ËtvrtÈho ¯·du. Touto technikou byly u orosomu-
koidu v oblasti 245 aû 300 nm pozorov·ny dva v˝raznÏ kladnÈ
a dva z·pornÈ pÌky53 (obr. 6). Pro posouzenÌ uloûenÌ zbytk˘
aromatick˝ch aminokyselin v molekule orosomukoidu m·
p¯edevöÌm v˝znam pozitivnÌ pÌk p¯i 250 nm, p¯ÌsluöejÌcÌ zbyt-
k˘m fenylalaninu. Interpretace derivaËnÌho spektra uk·zala,
ûe 1 aû 2 zbytky fenylalanin˘ z celkovÈho poËtu 12 jsou
exponov·ny vodou jako rozpouötÏdlem.

Orosomukoid byl takÈ zkoum·n metodou cirkul·rnÌho
dichroismu  (CD) a optickÈ rotaËnÌ disperze (ORD), kterÈ
d·vajÌ obraz sekund·rnÌ struktury. Ve staröÌ pr·ci nalezli Yam-
agami a Schmid54 8 % alfa-helixu, 60 % beta struktury a 10 %
beta ohybu II. typu. V dalöÌch pracÌch za zlepöen˝ch experi-
ment·lnÌch a interpretaËnÌch podmÌnek byl up¯esnÏn obsah
alfa-helixu na hodnotu kolem 20 %. K tÈto hodnotÏ se p¯iblÌûili

Aubert a Loucheux-Lefebvre55, kte¯Ì mÏ¯enÌm i predikcÌ ud·-
vajÌ shodnÏ 21 % alfa-helixu. Stejn· hodnota se d· odeËÌst takÈ
z obr·zku v pr·ci56, pojedn·vajÌcÌ o vlivu methanolu na struk-
turu orosomukoidu. CD spektrum ORS ve fosf·tovÈm pufru
s charakteristick˝m intenzivnÌm negativnÌm pÌkem je v pr·ci
KodÌËka et al.57

DalöÌ metodou bylo mÏ¯enÌ fluorescence a zvl·ötÏ pak
ËasovÏ rozliöenÈ fluorescence. U orosomukoidu metoda piko-
sekundovÈ fluorescence umoûnila odhadnout p¯Ìstupnost tryp-
tofylov˝ch zbytk˘58 a to v souhlase s v˝sledky zÌskan˝mi
TPDS.

Vzhledem k relativnÌ jednoduchosti spektroskopick˝ch
metod a jejich dalöÌmu rozvoji se d· v blÌzkÈ budoucnosti
poËÌtat s praktick˝mi aplikacemi v biochemii a lÈka¯stvÌ.

7. Z·vÏr

Fyzik·lnÏ-chemickÈ metody rozöÌ¯ily a zp¯esnily poznat-
ky o struktu¯e orosomukoidu. Na z·kladÏ rezonance vodÌk˘
na cukern˝ch zbytcÌch byly modernÌmi NMR metodami urËe-
ny typy antÈnnÌch struktur jednotliv˝ch oligosacharid˘. MÈnÏ
˙spÏön· byla NMR p¯i studiu orosomukoidu v krevnÌ plazmÏ,
kde je moûno stanovit jeho koncentraci avöak bez urËenÌ jeho
mikroheterogenity. Metody hmotnostnÌ spektrometrie, uûÌva-
jÌcÌ ionizaËnÌch metod jako je MALDI a ESI, umoûnily po
enzymovÈ a  chemickÈ  ˙pravÏ  studovat jak cukernou, tak
peptidickou Ë·st molekuly orosomukoidu. Dokonal· technika
hmotnostnÌ spektrometrie dovolila pracovat s pikogramov˝m
mnoûstvÌm  vzork˘.  RozliöenÌ jednotliv˝ch  oligomer˘, po-
t¯ebnÈ pro posouzenÌ vztahu mezi strukturou orosomukoidu
a klinick˝m stavem pacienta, vyûaduje prozatÌm pomÏrnÏ n·-
roËnou enzymovou a chemickou modifikaci, n·sledovanou
chromatografick˝m dÏlenÌm. Z dalöÌch metod je pro studium
terci·rnÌ struktury perspektivnÌ metoda ROA a ORD. Spek-
troskopickÈ metody umoûnily citlivÏ posuzovat postavenÌ aro-
matick˝ch aminokyselin v molekule orosomukoidu. Tato sku-
pina metod, vzhledem ke svÈ relativnÌ aparaturnÌ jednodu-
chosti, se jevÌ jako perspektivnÌ pro bliûöÌ pozn·nÌ peptidickÈ
Ë·sti molekuly orosomukoidu, nap¯. z hlediska jeho hydrofob-
nÌch interakcÌ.
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V. Kalous (MalostranskÈ n·m. 10, Prague): Structure of
Orosomucoid ñ An Example of the Study of a Glycoprotein
Investigated by Physicochemical Methods

Up-to-date information acquired by physicochemical me-
thods (NMR, MS, ROA, TPDS) about structure of orosomu-
coid (α-1 acid glycoprotein) helps biochemists to deal with
problems in which glycoproteins are involved.
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