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1. Uvod

Vyznamnou skupinou krevnich bilkovin jsou krevni gly-
koproteiny Je jim proto vénovéna velkd pozornost jak z hledis-
ka chemického, tak fyzikdln&-chemického'”. Pred fyzikalng-
-chemickym studiem lezi dtlezity tkol, jakym je zkoumat
nejen kvantitativni zastoupeni jednotlivych glykoproteind, ale
izmény v jejich strukturach spojenych s procesy probihajicimi
v patogickych stavech. Ke studiu téchto ,,patologickych* gly-
koproteind byly v poslednich 1étech pouzity Casto ndkladné
fyzikdlni metody, které se jiz osvédcily pro studium mensich
organickych molekul. V tomto referdtu bude hlavni pozornost
vénovana orosomukoidu (alfa-1 kyselému glykoproteinu),
ktery vzhledem k vysokému obsahu cukerné slozky a kyselé-
mu charakteru je zcela vyjimeénou krevni bilkovinou. Ukolem
referdtu je upozornit biochemicky zamétené ¢tendfe na moz-
nosti fyzikalné-chemickych metod pii zkoumdni struktury
glykoproteint a tak je pfipravit pro konzultace se specialisty
v piislusnych metoddch.

2. Obecna charakteristika orosomukoidu

Objev kyselého glykoproteinu v normalnich i patologic-
kych sérech je dzce spjat s polarografickym studiem sulfosa-
licylovych filtratd krevnich sér. Tyto filtraty byly pouZity pfi
Brdickové reakei®, pii které se m&if katalytické proudy bilko-
vin v amoniakalnich pufrech obsahujicich ionty trojmocného
kobaltu. Hlavni slozka filtrati®', po vysrazeni hlavnich krev-

nich bilkovin kyselinou sulfosalicylovou nebo chloristou, se
ukdzala byt bilkovinou o vysokém obsahu cukrd. Proto byla
oznacena jako mukoprotein MP-1. Bilkovina, izolovana kla-
sickym vysolovdnim smésného séra siranem amonnym Wei-
merem a spol.!!, byla pojmenovana orosomukoid (ORS, ORM).
Prakticky ve stejné dobé izoloval stejnou bilkovinu Schmid'?
a oznacil ji jako alfa-1 kysely glykoprotein (AGP, AAG).
Vzhledem k tomu, Ze v krevni plazmé pfedstavuje orosomu-
koid pouze pfiblizné jedno procento z piitomnych bilkovin
(u zdravych jedinct 50 az 150 mg/100 ml), bylo vyhodné&jsi
provadét jeho izolaci u Cohnovy alkoholové frakce VI, kde
tvoif hlavni bilkovinnou slozku.

Vedle chemického srdzeciho g)ostupu se k izolaci osvédci-
ly chromatografické metody'*'> na modifikovanych celulo-
sdch. Vzhledem k pozadavku studovat orosomukoid z indivi-
dudlnich normdlnich i patologickych sér bylo tfeba pied vlast-
ni chromatografii odstranit hlavni krevni bilkoviny. To se
podarilo ptfidanim polyethylenglykolu a centrifugaci srazeni-
ny'®. Izolace byla ukon¢ena afinitni chromatografii'’ na ConA
Sepharose.

Izolovany orosomukoid byl charakterizovan chemickymi
a fyzikdlng-chemickymi metodami'””. Molekulovd hmotnost se
v zdvislosti na pouzité metode¢ pohybuje v rozmezi 41-43 kDa,
izoelektricky bod pI 1,7-2,3 podle pouzitého pufru. Je tedy
orosomukoid nejkyselejSim proteinem krevniho séra. Che-
mickd analyza Cistého orosomukoidu ukdzala na pfitomnost
jednoho peptidového fetézce'® o délce 183 aminokyselin, pri-
¢emz na 21 mistech je v riznych variantdch proteinu moznost
vyskytu dvou riiznych aminokyselin. Dvé disulfidové vazby'
jsou mezi cysteiny 5-147 a 72—-164, hydrofobni oblasti pak
mezi aminokyselinovymi zbytky 1-15, 85-105 a 140-147,
silné€ hydrofilni je naopak C-konec. V molekule je 8 fenylala-
nind, 12 tyrosind a 3 tryptofany. Ze sacharidt byly nalezeny
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Obr. 1. Schematické znazornéni struktury orosomukoidu. V jed-
noduchém peptidickém fetézci jsou Srafovanymi sloupecky vyznace-
ny dva disulfidické mistky s &iselnym tddajem mista v fetézci. Cernd
kolecka prislusi péti oligosacharidovym jednotkam pfipojenym k as-
paragintim. Zndzorn&ni neni v méfitku. Upraveno podle Schmida et al."

1087



Chem. Listy 94, 1087 — 1092 (2000)

manosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialova ky-
selina'®. Hmotnostni podil cukerné &asti ¢ini 4145 %. Sacha-
ridy jsou v molekule orosomukoidu pfitomny ve formé péti
slozitych oligosacharidii (glykanii)'*~*! (obr. 1), které jsou na
peptidicky fetézec navazany pies amidovy dusik asparaginu.
U glykand orosomukoidu byla nalezena fada glykoforem,
které se lisi ve stupni vétveni, fukosylace a sialysace. Oroso-
mukoid se ukdzal jako jeden z mala krevnich glykoprotein,
které obsahuji soucasné glykany®*?di-, tri- a tetraantenniho
typu. VSem typim je spole¢ny pentasacharid, tvofeny tiemi
manosami a dvéma N-acetylglukosaminy, z nichZ jeden se
Ucastni vazby na bilkovinnou ¢ast orosomukoidu. Protoze
glykany rizného antenntho typu jsou v molekule orosomuko-
idu zastoupeny v rtizném mnozstvi a také v peptidové ¢dsti je
mnoho zaménitelnych aminokyselin, je orosomukoid velmi
heterogenni. Zvlastni kapitolou je heterogenita determinovana
geneticky?*.

V poslednich létech se vyzkum orosomukoidu ubiral v pod-
staté¢ dvéma sméry. Jeden byl zaméfen na studium struktury
modernimi fyzikdlné-chemickymi metodami, jako jsou meto-
dy nukledrni magnetické rezonance (NMR), hmotnostni spek-
trometrie (MS), Ramanova optickd aktivita (ROA) a meto-
dy spektrofotometrické. Druhy biochemicky smér, uzivajici
chromatografickych a elektroforetickych metod, mél za kol
studium mikroheterogenity ze zamérenim na klinickou che-
mii.

3. NMR spektroskopie glykopeptida
a celé molekuly orosomukoidu

Rozvoj nukledrni magnetické rezonance do oblasti vyso-
kych frekvenci ( 360 MHz a vysSich) spolu s novymi pulsnimi
metodami® >’ umoznil rozsifit aplikace NMR na studium bio-
mo%gl;l)ll jako jsou glykopeptidy a glykoproteiny krevni plaz-
my~>~.
Pokud jde o studium orosomukoidu, bylo tfeba nejprve
roz3tépit jeho molekulu na n&kolik glykopeptidi*’. Po odsté-
peni sialové kyseliny byl orosomukoid redukovdn, vzniklé SH
skupiny karboxymethylovany a vzniklé fragmenty rozstépeny
proteasami a glykosidasami. Déleni glykopeptidl bylo prove-
deno kapalinovou chromatografii. Experimentalni podminky
Stépeni molekuly orosomukoidu byly voleny tak, aby glyko-
peptidy obsahovaly glykanové jednotky z péti glykosylacnich
mist na molekule orosomukoidu. Tato mista byla oznacena' 8,20
fimskymi ¢islicemi I az V. Misto I odpovidd vazbé glykanu na
zbytek asparaginu Asn 15, misto IT Asn 38, misto III Asn 54,
misto IV Asn 75 (obr. 1). Glykopeptidy z téchto mist obsahuji
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glykany sloZzené z galaktosy, manosy, glukosaminu a fukosy.
Podle moldrniho zastoupeni uvedenych monosacharidd, zjis-
téného klasickymi analytickymi metodami, byly glykopeptidy
rozdéleny do péti tfid oznacenych pismeny A, B, C, BF, CF.
Zjisténé slozeni monosacharidd u glykopeptidd z jednotlivych
glykosylacnich mist ukdzalo, ze v misté I jsou glykopeptidy
tiidy A, B a BF, v mistech I [II, IV a V jsou tfidy B, C a CF.

Pro urcenf linedrni struktury glykand v rdznych tfiddch
glykopeptidii se osvédcila 360 MHz 'H NMR s Fourierovou
transformaci®’. Pro interpretaci spekter registrovanych v t&7ké
vodé bylo pouzito rezonanci H-1 a H-2 protonti manosovych
zbytkt, H-5 a H-6 protonti fukosovych zbytkl a N-acetylo-
vych protoni. Citovand prace uvadi prehledné v tabulkdch
u vSech téchto tfid hodnoty chemickych posunti uvedenych
protond. Kdyz bylo pouzito ddaji o chemickych posunech
z predchozich praci s modelovymi slouceninami a glykopro-
teiny, bylo mozno ucinit zavér, Ze tfida A mad biantenni struk-
turu, tiida B triantenni a tfida C teraantenni strukturu (obr. 2).
Strukturni vzorce oligosacharidl vSech tfid jsou v prci Four-
neta et al.*°, ktefi se vénovali glykosylaénim mistim Il a7 V.
Glykany v mist& I studovali Schmid et al.*', ktefi uveiejnili
prehledné schéma primédrni struktury riizné antennich glykant
(obr. 2).

Jiné NMR studie byly provddény s celou molekulou oro-
somukoidu®® spolu s jinymi glykoproteiny akutni féze, a to pfi-
mo v krevni plazmé. Ve spektru ziskaném metodou 500 MHz
Hahn spin-echo 'H NMR pozorovali Bell et al.”’ §iroké piky
pti 2,04 a 2,08 ppm, které prifadili N-acetylim mobilnich
fetézcli N-acetylglukosaminu a N-acetylneuraminové kyseli-
ny (obr. 3). V prdci jsou také pro ilustraci uvedena spektra
lidské plazmy v oboru 1 az 3 ppm pro pét vzorkd od Ctyf
pacientd a jednoho zdravého jedince. Piky ve spektru, ozna-
¢ené fimskymi ¢islicemi / a 11, se vyrazné nelisi, a tak az dals{
pokusy rozhodnou o pouzitelnosti metody NMR pro studium
orosomukoidu v celé nerozdélené krevni plazmé.

NMR spektra alfa-1 kyselého glykoproteinu najdeme také
v préci Grootvelda et al.¥, ktefi srovndvali lidsky a krysi
orosomukoid za ticelem pouZiti krysy jako experimentdlniho
zvitete. U krysiho orosomukoidu tito autofi nalezli navic pik
u 2,14 ppm,ktery pfifadili protoniim skupiny O-acetyl-CHj.

Dalii poznatky piinesla prace Nicholsona et al.**, kteft pro
studium lidské krevni plazmy pouzili 750 MHz 'H a 'H-13C
NMR spektroskopie a nékolika dalsich NMR metod. Pro
alfa-1 kysely glykoprotein je jako ptiklad v citované praci
uvedeno 600 MHz 'H-"*C spektrum.

NMR se ukazala jako relativné rychld metoda studia pri-
marni struktury glykopeptidd orosomukoidu. Aplikace studia
mikroheterogenity glykopeptidli u individudlnich sér v klinic-
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Obr. 2. Primarni struktura glycidovych jednotek tridy A, B a BF na glykosylovaném misté lidského orosomukoidu. Tetraantenni struktury,
vyskytujici se na ostatnich glykosylacnich mistech, jsou oznaceny C a CF. Pismeno F zna&i fukosu. Podle Schmida et al.*'
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Obr. 3. 500 MHz spin echo 'H NMR spektrum alifatické oblasti
krevni plazmy s piky orosomukoidu (a), samotného orosomukoidu
vD,O (b). Na vloZené ¢asti (c) jsou zvétSené piky I a II, které
odpovidaji N-acetylim N—acetz/lneuraminové kyseliny a N-acetyl-
glukosaminu. Podle Bella et al.”

ké praxi bude v8ak vyzadovat pomérné ndaro¢nou izolaci oro-
somukoidu, jeho chemickou tpravu a §tépeni molekuly pep-
tidasami a glykosidasami. Metody NMR s vysokym rozlise-
nim umoZiuji pfimo stanovit orosomukoid v individudlni
plazmé, neposkytuji v§ak doposud udaje o jeho mikrohetero-
genite.

4. Hmotnostni spektrometrie modernimi
ioniza¢nimi metodami

Moderni metody hmotnostn{ spel<tr0metriezg’34'37 (MS),
zaloZené na pulsnim principu, ddvaji moZznost citlivé a selek-
tivné charakterizovat glykoproteiny z hlediska jak sachari-
dové tak peptidové Casti. Pro dspésné splnéni tohoto tkolu je
nutno predem pripravit glykopeptidy®’, napf. tryptickym $té-
penim molekuly glykoproteinu, a ty po jejich rozdéleni chro-
matografickymi metodami ddle rozstépit glykosidasami. Pro
studium peptidi a glykopeptidd byly pouzity moderni ioni-
zacni metody™’, mezi které patii predevsim metoda MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation), ESI (Elec-
trospray lonisation — ionisace elektrosprejem) a metoda FAB
(Fast Atom Bombardment). VSechny tyto ioniza¢ni meto-
dy umoziiuji studovat velké netékavé molekuly biopolymert
véetné glykoproteind a polysacharidd o hmotnostech desitek
i vice kilodaltond. Tonizace je pfi tom tak Setrnd, Ze nedochézi
ke $tépeni molekul, jak je tomu obvykle pfi ionizaci svazkem
elektrond. Pfi metodé MALDI je glykopeptid nebo oligosa-
charid dispergovan ve velkém nadbytku matrice, pfedstavo-
vané slabou aromatickou kyselinou (napf. skoficovou) a jejimi
derivdty. Matrice se vzorkem je nanesena na kovovou destic¢-
ku, kterd je ozafovdna laserem (napf. pulsnim dusikovym
laserem o vlnové délce 337 nm). Zafiva energie absorbovand
matrici je preddna molekuldm vzorku, které jsou tim prevede-
ny do plynné faze ve formé protonovanych molekul (M+1)*.
Tyto ionty jsou zavedeny (extrahovdny) do analyzatoru hmot-
nostniho spektrometru. Nejcastéji je jim spektrometr typu
TOF-MS (Time-Of-Flight MS)*. Ve vyzkumu jsou metody
jako je tandemova spektroskopie MS/MS, doplnénd metodou
CID (Collision-Induced-Dissiciation).
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Obr. 4. MALDI hmotnostni spektrum polysacharidovych forem
orosomukoidu. Tetra — tetraantenni forma, Tri — triantenni forma,
Fu — formy obsahuji navic fukosu. / , relativni intenzita, m/z relativni
molekulova hmotnost

Tabulka I

Zastoupeni riznych antennich glykoforem v misté substituce
glykand vdzanych na molekulu orosomukoidu pfes asparagin
(Asn). Hodnoty v procentech byly pievzaty z praci Sutona et
al.*® a Treuheita et al.

Misto Antennost Cit.
vazby bi- tri- tetra-

Asn 16 12 87 1 38

9 91 0 17

Asn 38 - - - 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 - - - 38

0 15 85 17

Celkové 14 38 48 17

Metodu MALDI pouzili pfi analyze péti gl¥kosy1aénich
mist v molekule orosomukoidu Treuheit et al.'’ Piiklad MS
spektra desialyzovanych forem je na obr. 4, na kterém jsou
piky odpovidajici pozitivnim molekulovym iontlim ¢tyf riz-
nych antennich glykoforem. Zastoupeni téchto forem v rtz-
nych glykosylaénich mistech je v tabulce I. Autofi'’ dile
zkoumali zastoupen{ jednotlivych antennich forem v riznych
glykosylacnich mistech I az V u tif orosomukoidovych sub-
frakei (variant). Tyto varianty ziskali délenim orosomukoidu
lektinovou chromatografii na konkanavalinu A (Con A). Nej-
pevnéjsi vazba s lektinem je u subfrakce R, stiedné pevnd
vazba u subfrakce WR a subfrakce U obsahuje variantu oroso-
mukoidu, kterd se nevdzZe s lektinem. Vysledky uvedené ve
tiech tabulkdch citované prace'” plati pro komeréni (tedy
smésny) orosomukoid. Zajimavé by bylo toto déleni a ndsled-
né MS studium u individudlnich normadlnich a hlavné patolo-
gickych sér, kde se dd ocekdvat rtizné zastoupeni glykoforem.

Distribuci glykanovych forem u smésného orosomukoidu
se zabyvali také Sutton et al.*® Tito autofi metodou MALDI
monitorovali sekvenovani oligosacharidi po digesci glyko-
peptidi exoglykosidasami. Podle autort jde o rychlou a citli-
vou metodu, vyzadujici 200 pmol jednotlivych glykopeptida.
Vysledky jsou uvedeny spole¢né s hodnotami z prace Treuhei-
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ta et al.'” v tabulce I. Relativng malé rozdily v zastoupeni
jednotlivych forem v rtiznych glykosyla¢nich mistech se daji
vysvétlit podobnym, i kdyZ ne totoZnym zpisobem piipravy
$téptt orosomukoidu, a hlavné velkou mikroheteregenitou to-
hoto glykoproteinu, kterd se promitd do komerc¢niho preparatu.

Podobné jako z lidského krevniho séra byl z hovéziho séra
izolovan orosomukoid, oznacovany v literatuie jako hovézi
o,-kysely glykoprotein®. Pro detekci glycidové slozky ve
fragmentech glykoproteinu po jeho enzymovém stépeni bylo
pouzito ionizace elektrosprejem (ESI). Eludt vytékajici z chro-
matografického sloupce tenkou kovovou kapildrou byl ucin-
kem silného elektrického pole pfeménén v jemnou mlhu mno-
hondsobné nabitych ¢dstecek. Po odparent rozpoustédla byly
ionty zavedeny do prvniho MS analyzdtoru, ktery rozdélil
proud iontd na mateiské ionty. Tyto ionty pokracovaly ve své
drdze a vstoupily do komiirky s koliznim plynem (argonem).
Zde doslo k jejich disociaci na dcefiné ionty (metoda CID).
V literatufe je cely uvedeny postup oznacovén jako LC/ES-CID/
MS/MS. Metoda umoziuje selektivni detekci glykopeptidi
vedle peptidi. U glykopeptidd je totiz pfitomen ion m/z 204
(N-acetylhexosaminovy oxoniovy ion) a ion m/z 366 (Hex-
HexNAc™). Jako moZnou praktickou aplikaci navrhuji autofi
studium glykoproteinii u nékterych onemocnéni skotu.

V posledni dobé& se Stubbsovi a spol.** podafilo precistit
tetraantenni oligosacharidy, ptipravené z lidského asialyzova-
ného orosomukoidu. Metodou MALDI a protonovou NMR
s velkym rozliSenim byla ur¢ena polylaktosaminova extenze
tetraantenniho glykanu. Autordm se osvédCila tyrosinami-
dova derivatizace, kterd umoznila sestavit oligosacharidovou
knihovnu.

Dobré sluzby prokdzala metoda LC/ES pfi hleddni ,,sialyl
Lewis(x) antigenu*, jehoz umisténi se predpokladd na nékte-
rém z péti N-glykosylacnich mist molekuly orosomukoidu. Pri
téchto pokusech*' byl u fady glykopeptidi sledovan oxoniovy
ion o m/z 803. Analyza ukdzala, Ze antigen je pfitomen ve
vSech mistech obsahujicich N-glykopeptidy.

ProtoZe je stdle Zivd problematika vazby 1ékti na orosomu-
koid, byly modifikovdny histidiny a tyrosiny diethylpyrokar-
bondtem*!. Metody (HPLC-ESI/MS) a MALDI ukdzaly na
rozdilnost v reaktivité histidinu 97 a histidinu 100. Byly také
modifikovdny lysiny v zdvislosti na pH. Podle autorG mutze
byt vysledkd vyuzito pro navrzeni experimentii pro posouzen{
vazby néekterych 1é¢iv na uvedené aminokyseliny.

Hmotnostni spektrometrie se ukdzala jako velmi dobra
a relativné rychld metoda pro urcovani struktury oligosacha-
ridové casti glykoproteind, pficemz mnozstvi latky potiebné
ke studiu je pfitom velice malé.

5. Vibraéni Ramanova opticka aktivita

Pti Ramanové spektroskopii dochdzi pii excitaci molekul
laserovym zafenim ke vzniku rozptyleného zdieni o vinovych
délkéch kratsich i delSich nez je intenzivni zafeni excitacni.
Rozdily mezi vlnocty excita¢niho zdfeni a jednotlivych vinoc-
th zafeni rozptyleného (tzv. Ramandv posun) odpovidaji pre-
chodiim ve vibra¢né-rotaénich stavech molekuly. Tento kla-
sicky Ramantv jev byl doplnén metodou vibra¢ni Ramanovy
optické aktivity (VROA), oznacované také jako Ramanova
opticka aktivita®® (ROA). Pfi technice ROA se m&i malé
rozdily v Ramanové rozptylu pravé a levé slozky kruhové
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polarizovaného excita¢niho laserového zdreni. Je tedy ROA
blizkd technice vibra¢niho cirkuldrniho dichroismu (VCD).

ROA spektra poskytuji informaci o roztokové struktuie
biopolymert®’, véetné glykoproteinii®®. Zkoumani tercidrni
struktury a dynamiky proteinti je mozné u nativnich i rozvinu-
tych molekul. U glykoproteint, jako je napf. orosomukoid, se
daji ziskat informace jak o peptidové tak cukerné casti mole-
kuly. Mimoto je moZno ze spekter vycist vzdjemné ovliv-
fovdni obou sloZek a posoudit stabilitu molekuly. Se spektrem
orosomukoidu se mizeme setkat v praci Barrona et al.”, ktefi
pouzili metodu s uspoidddnim zpétného rozptylu (Backscat-
tered Raman). Ostrost nékterych ROA maxim (ROA pdsi)
ukazuje na nezvyklou rigiditu tohoto glykoproteinu (obr. 5).
Z sirokého pozitivniho maxima pii 1060 cm™ a velmi ostrého
pozitivniho maxima pfi 1308 cm 'se dd soudit na vysoky obsah
struktury typu beta sklddaného listu a nizky obsah alfa Srou-
bovice. Rozvoj metody ROA po instrumentdlni i teoretické
strance vytvari perspektivu ziskdni dal$ich didaja o tercidrn{
struktufe biopolymerti ve vodnych roztocich.

Dalsi moznosti vyuziti Ramanova jevu ke zkoumadni oro-
somukoidu je metoda SERS (Surface-Enhanced Raman Spec-
troskopy).Touto metodou studuji zbytky kyseliny sialové v mo-
lekule orosomukoidu az do koncentrace 10°mol.dm™ a to jak
v molekuldch izolovanych z normadlnich sér tak z ascitické
kapaliny pacientd trpicich zhoubnymi néadory.

6. Metody spektroskopické (TPDS, CD)

Spektrofotometrie bilkovin v ultrafialové oblasti je zalo-
Zena na poznatku, Ze aromatické aminokyseliny ( tyrosin,
tryptofan, fenylalanin ) absorbuji ultrafialové zafeni v oblasti
240 az 300 nm. Tato skutecnost byla uplatnéna pii urc¢eni
absorpcniho koeficientu'® orosomukoidu Ezfzo 1 %) =89
a moldrni absorptivity €,,¢ = 3,57.10°m?%mol .

VEétsi informace o aromatickych aminokyselindch poskyt-
la metoda TPDS (Temperature Perturbation Difference Spec-
trophotometry) a derivaéni spektroskopie. Pfi této metod€ se

a

e

P

1750

-1

1450
v, cm

Obr. 5. ,,Backscattered‘ Ramanovo spektrum (a), RAO spektrum
(b) orosomukoidu v acetitovém pufru. I a I“ — intenzita pravo-
a levotocivé slozky zdfeni, v — vinocet v cm’’. Podle Barrona et al.*
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Obr. 6. Ctvrta derivace absorp¢niho spektra orosomukoidu ve
vodé pii pH 10. Podle Karpenka et al.” Absorbance A byla zuvedené

rozmér (nm’

méfi rozdil absorbance mezi dvéma kyvetami, naplnénymi
roztoky o stejné koncentraci. Pfi méfeni je jedna kyveta udr-
Zovana na konstantni teploté, zatimco teplota v druhé kyveté
je postupné zvysSovana. Po kazdém zvySeni teploty je zazna-
mendno absorp¢ni spektrum.

Metodou TPDS bylo zjiténo*®, ze molekula orosomuko-
idu obsahuje ¢tyfi pro rozpoustédlo piistupné (volné) tyrosyly
zatimco zbyvajicich osm tyrosyld je maskovdno v hydro-
fobnim jadru molekuly. Pocet exponovanych tryptofylovych
zbytkl byl nalezen blizky jednice (z celkového poctu tif
tryptofylll). Expozici tyrosyld orosomukoidu se dédle zabyvali
Janackova a Karpenko® pii studiu termdlni stability této bilko-
viny. Tito autofi zjistili spektrofotometrickou titraci tfi druhy
tyrosyl™, jejichz pocet (n,=3,n,="7,ny=2) je v souhlase
s hodnotami v jejich pfedchozi praci’".

Soucasnd technika dovoluje ziskat derivaéni spektra®® nu-
merickou derivaci. Nejvétsiho uplatnéni nasla predevsim deri-
vacni spektra ¢tvrtého fddu. Touto technikou byly u orosomu-
koidu v oblasti 245 az 300 nm pozorovany dva vyrazné kladné
a dva zdporné piky>® (obr. 6). Pro posouzeni uloZeni zbytka
aromatickych aminokyselin v molekule orosomukoidu ma
predevsim vyznam pozitivni pik pfi 250 nm, piisluSejici zbyt-
kim fenylalaninu. Interpretace deriva¢niho spektra ukdzala,
Ze 1 az 2 zbytky fenylalanini z celkového poctu 12 jsou
exponovany vodou jako rozpoustédlem.

Orosomukoid byl také zkouman metodou cirkuldrniho
dichroismu (CD) a optické rotacni disperze (ORD), které
davaji obraz sekunddrni struktury. Ve star$i préci nalezli Yam-
agami a Schmid™ 8 % alfa-helixu, 60 % beta struktury a 10 %
beta ohybu II. typu. V dalSich pracich za zlepSenych experi-
mentdlnich a interpretacnich podminek byl upfesnén obsah
alfa-helixu na hodnotu kolem 20 %. K této hodnote¢ se pfiblizili
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Aubert a Loucheux-LefebvreSS, ktefi métenim i predikci udd-
vaji shodné 21 % alfa-helixu. Stejnd hodnota se dd odecist také
z obrdzku v praiciSG, pojedndvajici o vlivu methanolu na struk-
turu orosomukoidu. CD spektrum ORS ve fosfatovém pufru
s charakteristickym intenzivnim negativnim pikem je v praci
Kodi¢ka et al.”’

Dalsi metodou bylo méfeni fluorescence a zvlasté pak
casové rozlisené fluorescence. U orosomukoidu metoda piko-
sekundové fluorescence umoznila odhadnout piistupnost tryp-
tofylovych zbytki®® a to v souhlase s vysledky ziskanymi
TPDS.

Vzhledem k relativni jednoduchosti spektroskopickych
metod a jejich dalSimu rozvoji se dd v blizké budoucnosti
pocitat s praktickymi aplikacemi v biochemii a 1ékatstvi.

7. Zavér
Fyzikalné-chemické metody rozsitily a zpresnily poznat-
ky o struktufe orosomukoidu. Na zdkladé rezonance vodika
na cukernych zbytcich byly modernimi NMR metodami urce-
ny typy anténnich struktur jednotlivych oligosacharidi. Méné
uspésnd byla NMR pfi studiu orosomukoidu v krevni plazmé,
kde je mozno stanovit jeho koncentraci avsak bez urcenfi jeho
mikroheterogenity. Metody hmotnostni spektrometrie, uziva-
jici ioniza¢nich metod jako je MALDI a ESI, umozZnily po
enzymové a chemické upravé studovat jak cukernou, tak
peptidickou ¢dst molekuly orosomukoidu. Dokonald technika
hmotnostn{ spektrometrie dovolila pracovat s pikogramovym
mnozstvim vzorkd. Rozliseni jednotlivych oligomert, po-
tiebné pro posouzeni vztahu mezi strukturou orosomukoidu
a klinickym stavem pacienta, vyZaduje prozatim pomérné nd-
ro¢nou enzymovou a chemickou modifikaci, ndsledovanou
chromatografickym délenim. Z dalSich metod je pro studium
tercidrni struktury perspektivni metoda ROA a ORD. Spek-
troskopické metody umoznily citlivé posuzovat postaveni aro-
matickych aminokyselin v molekule orosomukoidu. Tato sku-
pina metod, vzhledem ke své relativni aparaturni jednodu-
chosti, se jevi jako perspektivni pro blizsi poznani peptidické
¢asti molekuly orosomukoidu, napf. z hlediska jeho hydrofob-
nich interakci.
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V. Kalous (Malostranské nam. 10, Prague): Structure of
Orosomucoid — 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 (a-1 acid glycoprotein) helps biochemists to deal with
problems in which glycoproteins are involved.



