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N-glykoprofilacia fibroblastov pre stidium zmien v 'udskom glykome
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Uvod

Vsetky bunky organizmu obsahuji vo svojej Struktire oligosacharidové zlozky — glykany,
podielajuce sa na mnohych kli¢ovych biologickych procesoch (ochrana, bunkova komunikacia,
diferenciacia, Strukturna funkcia, imunitné reakcie). Zastupenie celkovych glykanov (glykom) buniek
sa meni v zavislosti od stavu organizmu, ktory méze byt ovplyvneny mnozstvom faktorov, ako je vek
a starnutie organizmu, rdzne ochorenia (napr. diabete mellitus, a rakovina), zapalové reakcie a pod.
[1]. Presledovanie zmien v glykdéme sme zvolili mezenchymalne bunky — fibroblasty, ktoré su
esencialnou sucastou spojivovych tkaniv a organov. Vdaka produkcii tropokolagénu (prekurzor
kolagénu) zohravaju doleziti funkciu najma pri fyziologickej reparacii tkaniv a regeneracii koze [2].
Pozorovanie zmien v Struktire glykdnov buniek organizmov mdéze umoznit’ blizSie pochopenie
funkcii glykému pri jednotlivych ochoreniach, v nasom pripade pri vrodenych poruchach
glykozylacie, ale aj pri stresovych a imunitnych reakciach organizmu [3].

V praci prezentujeme optimalizaciu vyberu vhodnej metody pre lyzu buniek a naslednu
izolaciu glykanov z fibroblastov. Na identifikaciu glykanovych Struktar ziskanych z fibroblastov bola
vyuzitd hmotnostna spektrometria MALDI-TOF MS. Vysledkom prace je optimalizovany protokol
pre izolaciu glykdnov z fibroblastov, ktory bude d’alej vyuZivany pre Studium zmien glykoému
V spojeni s vrodenymi poruchami glykozylacie.

Material a metody

Na lyzu buniek a ziskanie glykoproteinov z fibroblastov boli vyuZité tri metody:

A) vyuzitie denaturacnych vlastnosti mo¢oviny (10 mM urea/HEPES, pH 7,4),
B) sonikacia v hypotonickéom prostredi (20 mM HEPES-KOH, 0,25M sacharéza, pH 7.,4),
C) dezintegracia bunkovej membrany mrazom v deglykozyla¢nom puftri (10 mM Tris-HCI, pH 7,5).

N-glykdny boli vo vSetkych troch pripadoch ziskané enzymatickym Stiepenim (PNGaza F)
glykoproteinov fibroblastov, pricom boli nasledne od inych biomakromolekul separované na SPE
kolénkach a modifikované permetylaciou na stabilizaciu N-glykénov. Na identifikaciu glykanovych
Struktar bol pouzity MALDI-TOF/TOF hmotnostny spektrometer Bruker UltrafleXtreme. Vysledky
boli vyhodnotené v programe vyvijanom na oddeleni glykobiologie SAV — matchMass.
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Vysledky a diskusia

Relativna intenzita
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Obr. 1: Porovnanie metdd izolicie na zaklade zastapenia glykanov ziskanych danou metédou.

Izolacia glykanov pomocou A) denaturaénych vlastnosti mo¢oviny B) sonikacie C) zmrazenia.

Pri optimalizacii metdd pre lyzu fibroblastov a izolaciu glykédnov nas zaujimalo predovsetkym
spektrum (vysokomandzové, komplexné a sialované glykdny) a mnozstvo detegovanych glykanov,
ktoré sa pri jednotlivych metodach lisili. Celkovo sme identifikovali 43 r6znych glykanovych Struktur.
V pripade vyuzitia mocoviny ako denatura¢ného ¢inidla na lyzu buniek sa nam podarilo identifikovat’
najmensie spektrum (18) glykanovych Struktur, zatial’ ¢o pri vyuziti sonikacie (mechanickom rozbiti
mnozstvo (33) glykanovych Struktar sme detegovali pri pouziti dezintegracie bunkovych membran
mrazom.

Na zéklade ziskanych vysledkov sa ako najvhodnejS$ia metéda ukazala lyza fibroblastov
prostrednictvom narus$enia bunkovych membran mrazom. Touto metédou sa ndm podarilo ziskat

.....

komplexné sialované glykany, ktorych zastipenie bolo pri zvy$nych dvoch metddach niZsie.
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