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Stanovenie N-glykoprofilu mikrovezikil, potencidlneho zdroja novych

glykobiomarkerov
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Barath'

IChemicky vistav SAV, v. v. i., Dubravskda cesta 9, 845 38 Bratislava

Uvod

Mikrovezikuly su extracelularne vezikuly, ktoré vznikaji oddelenim z bunkovych membran
a uvolnuju sa do extracelularneho priestoru (do tkaniv, telesnych tekutin a pod.). Nie je mozné ich
uniformne charakterizovat’ a striktne definovat’ na baze hustoty, vel'kosti, ¢i tvaru (Simons a Raposo,
2009). Bunky tvoria mikrovezikuly na ulahcenie kontroly kvality nasyntetizovanych proteinov na
plazmatickej membrane a vol'né mikrovezikuly prenasaju signaly, proteiny a RNA do susednych
buniek. Podiel’aju sa na mnohych fyziologickych procesoch, najmé pocas imunitnej signalizacie a pri
roznych ochoreniach, najmad imunodeficienciach a rakovine. Z tohto dovodu predstavuji novy
a doposial’ neprebadany zdroj potencialnych biomarkerov. V prezentovanej praci bol staveny celkovy
N-glykoprofil proteinov obsiahnutych v izolovanych mikrovezikulach z krvného séra.

Materidl a metody

500 mikrolitrov séra, ziskaného homogénnym zlucenim sér 10 zdravych dospelych
jednotliveov (5 muzov a5 zien) do jednej reprezentativnej vzorky, bolo pouzitych na izolaciu
mikrovezikul prostrednictvom kitu 1zon70 (Izon Science SAS, Franctzsko). Mikrovezikuly boli zo
vzorky izolované frakcionaciou podl'a pokynov vyrobcu.

Izolované mikrovezikuly boli podrobené tepelnej denaturécii s pridavkom SDS a po ochladeni
na izbov teplotu bola pridana peptid-N-glykozidaza F (Roche, Svajéiarsko). Vzorka bola inkubovana
cez noc auvolnené glykany boli izolované na poréznom grafitizovanom uhliku a predanalyticky
derivatizované permetylaciou.

Spektra boli namerané na hmotnostnom spektrometri MALDI ultrafleXtreme II (Bruker,
Nemecko) a porovnané zo spektrami ziskanymi obdobnym spdsobom zo séra bez predchédzajuce;j
izolacie mikrovezikul (negativna kontrola).



Vysledky a diskusia

Uvedenymi postupmi bol stanoveny N-glykoprofil sérovych mikrovezikul, ktory obsahoval
Struktary v rozmedzi priblizne m/z 1,500-4,800. Spektrum, ziskané analyzou N-glykanov
z mikrovezikal, porovnané so spektrom ziskanym zo samotného séra (negativnej kontroly), je
znazornené v Obr. 1.
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Obr.1: MALDI-TOF-MS spektrum permetylovanych N-glykanov, ziskanych Specificky
z obsahu mikrovezikual (modré spektrum), porovnané s N-glykoprofilom sérovych proteinov. Spektra
boli merané v reflektronovom pozitivnom idénovom modde, s pridanim 2,5-dihydroxybenzoovej
kyseliny ako externej matrice.

V spektrach N-glykoprofilu obsahu mikrovezikal boli pozorované vyrazné signaly
oligohexdézovych jednotiek, ktoré pravdepodobne nepochadzaju z proteinov, ale nachadzaju sa vo
vezikulach vo volnej forme (kontaminanty). Okrem toho, niektoré N-glykany boli Specificky
pritomné v mikrovezikulach vo vyrazne zvysenych hladinach, a to najma struktary uvedené v Tabl.

Povod tychto N-glykanov nie je znamy, preto d’alsim krokom bude stanovenie proteomického
obsahu, pripadne analyza glykoproteinov, izolovanych $pecificky z mikrovezikulovych frakcii.



m/z Struktdra Popis

m/z 2736 m—.—. Hex5HexNAcANeu2

m/z 2396 Hex9HexNAc2

m/z 4590 Hex9HexNAc8NeuAc2

Tab.1. Reprezentativne N-glykdny, pozorované v mikrovezikulach vo zvySenych hladinach
porovnanim so sérom.

Stadium obsahu mikrovezikual je mézZe viest' k objaveniu novych relevantnych a $pecifickych
biomarkerov rdéznych ochoreni, najmd metabolickych ¢i onkologickych. Ku dnesnému dnu neboli
popisané ziadne glykobiomarkery, obsiahnuté vo vezikulach a preto Studium tejto problematiky
predstavuje vysoky vedecky potencial. V d’alsich krokoch sa budeme venovat’ proteomickej analyze
obsahu mikrovezikul a zdverom bude korelacia glykomickych a proteomickych dat.
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