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Abstrakt

Cilem této diplomové prace byl vyvoj metody pro stanoveni osmi monosacharidil nejcastéji se
vyskytujicich v glykoproteinech pomoci kapilarni elektroforézy. Konkrétné se jednalo
o stanoveni glukosy, galaktosy, manosy, N-acetylglukosaminu, N-acetylgalaktosaminu, fukosy,
N-acetylneuraminové kyseliny a xylosy. Celkova délka kifemenné kapilary s vnitinim
primérem 10 um byla 50,0 cm a efektivni délka 35,0 cm. Zakladnim elektrolytem byla smés
hydroxidu sodného o koncentraci 50 mmol/l, hydrogenfosforecnanu sodného o koncentraci
22,5 mmol/l a cetyltrimethylamoniumbromidu o koncentraci 0,2 mmol/l. Vzorky byly
davkovany hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu 70 s, separace probihala pii napéti -30 kV
a tlaku 270 kPa vklddaném na vystupni vialku a detekce analyti probihala pomoci
bezkontaktniho vodivostniho detektoru. Meze detekce se pohybovaly v rozmezi
od 5 do 7 mg/l a meze stanovitelnosti od 16 do 22 mg/l. Opakovatelnost ploch piki a jejich
migranich ¢ast vztazenych na vnitini standard kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonové poskytla hodnoty relativnich smérodatnych odchylek mensich nez
4 %. Nakonec byly ur¢eny vhodné podminky pro hydrolyzu oligosacharidii na monosacharidy
pied jejich separaci. Hydrolyza probihala v 4M kyselin€ chlorovodikové pti 100 °C v blokoveé
lazni, hydrolyza netrvala déle nez 10 minut. Ovéfenim nékolika kalibra¢nich bodl bylo
zjiSténo, Ze kyselina chlorovodikova o koncentraci 0,4 mol/l ve vzorku davkovaném

do systému nema vliv na separaci.
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Abstract

The aim of this thesis was the development of the method for the determination of eight
monosaccharides commonly found in glycoproteins by capillary electrophoresis. Namely, it
was  determination  of  glucose, galactose =~ mannose,  N-acetylglucosamine,
N-acetylgalactosamine, fucose, N-acetylneuraminic acid and xylose. Total length of silica
capillary with inner diameter of 10 um was 50.0 cm and effective length was 35.0 cm.
Background electrolyte was compound of sodium hydroxide of 50 mmol/l concentration,
disodium phosphate of 22.5 mmol/l concentration and cetyltrimethylamoniumbromide of
0.2 mmol/l concentration. Samples were injected hydrodynamically with pressure of 5 kPa for
70 s, driving voltage was —30 kV and the pressure of 270 kPa was applied to the outlet vial
during the separation; capacitively coupled contactless conductivity detector was used to detect
the analytes. The limits of detection were between 5 and 7 mg/1 and the limits of quantification
were between 16 and 22 mg/l. Repeatability of peak areas and migration times related to
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonic acid as an internal standard showed values of
relative standard deviation lower than 4 %. Conditions for hydrolysis of oligosaccharides to
monosaccharides were determined as 4M hydrochloric acid and 100 °C, hydrolysis was no
longer than 10 minutes. By re-measuring several calibrations points it was determined that

0,4M hydrochloric acid in sample injected to system does not affect separation.
Key words

Capillary electrophoresis, monosaccharides, glycopeptides
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Seznam zkratek a symbol(

BGE
CE
CTAB
EOF
Fuc

Gal
GalNAc
GC

Glc
GlcNAc
HEPES

HILIC

HPAEC-PAD

HPLC

LOD
LOQ
Man
NeuSAc

NP-HPLC

zakladni elektrolyt (background electrolyte)
kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)
cetyltrimethylamoniumbromid

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
fukosa

galaktosa

N-acetylgalaktosamin

plynova chromatografie (gas chromatography)
glukosa

N-acetylglukosamin
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova kyselina

hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (hydrophilic interaction
liquid chromatography)

vysokoucinna aniontoveé-vymeénna chromatografie s pulzni
amperometrickou  detekci (high performance anion-exchange
chromatography with pulsed amperometric detection)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)
manosa

N-acetylneuraminova kyselina

vysokoucinnd kapalinova chromatografie v norméalnim modu (normal
phase)



PMP 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-on

RP-HPLC vysokoucinna kapalinovd chromatografie v reverznim modu (reverse
phase)

uv ultrafialovy (ultraviolet)

Xyl xylosa

A plocha

Avel relativni plocha

c koncentrace

hs vyska Sumu

1 iontova sila

k smérnice kalibracni ptimky

le celkova délka kapilary

La efektivni délka kapilary

Mef efektivni mobilita

MEOF elektroosmotickd mobilita

Mpoz pozorovana mobilita

n pocet méteni

q usek kalibraéni pfimky

R vytéznost

R’ koeficient determinance

s smérodatna odchylka

Sy relativni smérodatna odchylka



lEOF

Im

trel

T-test

migracni Cas elektroosmotického toku
migracni ¢as

relativni migracni Cas

napéti

vodivost
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1 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je vyvoj metody pro separaci a stanoveni
monosacharidovych jednotek glykoproteini pomoci kapilarni elektroforézy. V dalsi ¢asti bude

optimalizovén postup hydrolyzy oligosacharidii pted jejich separaci.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Sacharidy

Sacharidy jsou pfitomné ve vSech organizmech na Zemi a maji rozséhly biologicky
vyznam: jsou zdrojem energie pro zivocCichy i pro rostliny, tvoii zdkladni stavebni strukturu
bunécnych stén a podileji se na struktufe informacnich molekul. Ovliviiuji konformace,
metabolizmus a biologickou aktivitu glykolipidii a glykoproteinti, proto je zvySeny zdjem
o0 jejich analyzu, at’ uz se jedna o stanoveni monosacharidi ¢i oligosacharidi [1]. Z chemického
hlediska jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony a ve své molekule obsahuji
nejméné tii alifaticky vdzané atomy uhliku. Podle poctu cukernych jednotek se déli
na monosacharidy, oligosacharidy, polysacharidy a sloZzené sacharidy. Jednotlivé
monosacharidy jsou vzajemné pospojovany glykosidovymi (poloacetalovymi) vazbami [2].
Rostliny dokazi syntetizovat sacharidy fotosyntézou z oxidu uhli¢itého a vody, vznikajici
energii ukladaji nejcastéji ve formé Skrobu. VSechny ostatni organizmy jsou zcela zavislé na
ptijmu sacharidii potravou, pfi¢emz se vznikajici energie (naptiklad oxidaci glukosy) uklada ve

form¢ ATP a NADH do bun¢k [3].

2.1.1 Stanoveni sacharidu

Mezi nejcastéji pouZivané metody ke stanoveni sacharidii patii vysokoucinna
kapalinovd chromatografie (HPLC), kapilarni elektroforéza (CE) a plynova chromatografie
(GC). Sacharidy jsou problematické analyty a kazda z uvedenych metod ma pro jejich analyzu

své vyhody 1 nevyhody.

Prvni z moZnosti stanoveni sacharidl je kapalinovd chromatografie, pro HPLC v reverznim
moédu (RP-HPLC) jsou sacharidy pfili§ polarni, v systému jsou zadrZovany jen velmi slabé a
jejich separace je tim padem prakticky nemoznd. Vyuzitim normalniho médu HPLC
(NP-HPLC) jsou siln€ polarni latky zadrZzovany pfili§ dlouho a mezi hlavni nevyhody se fadi
Skodlivost pouzivanych rozpoustédel pro lidské zdravi i Zivotni prostfedi. V neposledni fad¢ je
mozné pro vysoce polarni latky pouzit metodu hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie
(HILIC), kde mé ovsem matrice vzorku zna¢ny vliv na separaci. Kromé problémil se separaci

je obtizna 1 detekce sacharidi, které vétSinou neobsahuji chromofory, a proto je nelze citlivé
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detekovat ptimou UV detekcei [4]. Jako nejvhodnéjsi metoda kapalinové chromatografie se jevi
vysokou¢innd aniontové-vymeénna chromatografie s pulzni amperometrickou detekci
(HPAEC-PAD), ta ma mnohem vyssi citlivost nez vySe zminéné metody, naptiklad analyzou

medu pomoci HPAEC-PAD bylo nalezeno 27 sacharidii [5] a pomoci GC pouze 16 [6].

Mezi dal§i moznosti stanoveni se fadi plynova chromatografie, kterd se nejcastéji
pouziva v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem ¢i s plamenové ionizaénim detektorem.
Nevyhodou stanoveni sacharidii pomoci GC je ale fakt, ze nejsou dosti tékavé a je tak nutné je
pied separaci derivatizovat. Vybeér stacionarni faze se fidi druhem derivatu. Metoda se tim stava
pracnou a zdlouhavou, derivatizace navic piindsi zvySené riziko kontaminace vzorku nebo

ztraty analytti béhem procesu [7].

Posledni z moznosti je kapildrni elektroforéza. VétSina sacharidi je ovSem v kyselém a
neutradlnim prostfedi nenabitd, a proto je pro jejich ionizaci potieba pracovat v silné zasaditém
prostfedi. Jinou moznosti je derivatizace sacharida ¢i tvorba komplexti s boratem (detailnéji

popsano v nasledujici kapitole).

2.1.2 Stanoveni sacharidt pomoci kapilarni elektroforézy

V poslednich nékolika letech 1ze z poc¢tu publikovanych ¢lanki pozorovat zvySeny
zajem o analyzu sacharidi pomoci CE, dané sacharidy mohou byt stanovované jak
derivatizované, tak i nederivatizované. Kapilarni elektroforéza se pro stanoveni sacharidii
vyuziva zejména kvili nékolika vyhodam, mezi které patii malé spotieba vzorku a rozpoustédel
spjatad s Setrnosti k Zivotnimu prostredi, pouziti nékolika rlznych druht detekce, vysoka
ucinnost separace, a nakonec i kratkd doba analyzy [8]. NejCast&jsimi typy detekce jsou
spektrometrické (absorbance ¢i fluorescence), elektrochemicka (potenciometrie, voltametrie ¢i

konduktomerie) a hmotnostni detekce [9].
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UV detekce

Piimé UV detekce sacharidii se nevyuziva piili§ Casto, protoze sacharidy v UV oblasti
absorbuji jen velmi malo. Jednou z mozZnosti je pouziti vysoce zasaditého pufru, to zpiisobi
kaskadu reakei (ionizace, mutarotace, enolizace, isomerizace) (Obr. 1) pfi které vznikne aniont
detekovatelny pii 270 nm [10]. Jind moznost je komplexace s boratovym pufrem a nasledna
detekce sacharidii pii 195 nm, pfi této vinové délce ovsem absorbuji vSechny latky obsahujici

aminoskupinu, proto neni tato detekce pfilis selektivni [11].

0 G 7 0

CH CH CH CH
H(I:_OH - :?-OH (I:-OH HO-CIZH
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i i
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HO-CH ———= HO-CH
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HC—OH HC—OH
|
CH,OH CH,OH
D-fruktosa enediol

Obr. 1 — Kaskada reakci davajici vzniknout aniontu detekovatelnému pfi 270 nm, vytvoreno
v ChemDraw, pfevzato z [12] a upraveno

Nepfimd UV detekce sacharidii se pouzivd, pokud dané analyty neabsorbuji
v UV oblasti viibec, nebo jen velmi malo. Do zékladniho elektrolytu (BGE) se pfidava aditivum

absorbujici UV zafeni, které udrzuje konstantni signal pozadi. Pfidané aditivum musi mit stejny
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naboj jako zkoumany analyt, protoZze ten pak kvili podmince zachovani elektroneutrality
vytésni ionty aditiva ze své zény. Kdyz dosahne zona analytu detektoru, dojde k poklesu
absorbance, coz se projevi zapornym pikem v elektroferogramu. Metoda je vhodna predevSim
pro neredukujici sacharidy, které nelze derivatizovat. VInova délka detekce se vybira na zakladé
pridaného aditiva, kterym muze byt napiiklad kyselina 1,2,4-trikarboxybenzoova (214 nm),
kyselina sorbova (254 nm) nebo p-nitrofenol (400 nm) [13-15].

Elektrochemicka detekce

Amperometricka detekce je vysoce citlivda metoda, avSak vkladané separacni napéti
muze vyrazné ovlivnit stanoveni. V kombinaci s CE se pouziva amperometricka detekce
pfi konstantnim potencidlu, pulzni amperometrickd detekce a detekce na enzymové

modifikovanych elektrodéach [16].

Konduktometricka detekce je zavisla na naboji analytu a mize byt provadéna ve dvou
modech, jako kontaktni a bezkontaktni vodivostni detekce. Pouzitim vysoce bazického BGE
dojde k disociaci hydroxylovych skupin sacharidi a tim ke vzniku zaporného naboje, ¢imz je
umoznén jejich pohyb v elektrickém poli. Zény separovanych sacharidii maji vodivost nizsi,
nez je vodivost BGE, a na elektroferogramu se projevi jako negativni piky [16]. S rostoucim
pH BGE roste 1 vodivost roztoku, s vys$si vodivosti pak roste proud béhem separace a dochazi
k prehfivani roztoku uvnitt kapilary. Ke sniZeni proudu se pouZzivaji kapilary s velmi malym
vnitinim pramérem, protoze pii vodivostni detekci se tim na rozdil od UV detekce vyrazné

nesnizuje jeji citlivost [17].

Bezkontaktni vodivostni detekce vyuzili Tima a kol. [18] pfi analyze mono- a disacharidl
v napojich, potravinach a v potravinovych aditivech. Ke stanoveni pouzili kiemennou kapilaru
o vnitinim priméru 5 pm, celkové délce 32,6 cm a efektivni délce 18,3 cm. Jako zékladni
elektrolyt pouzili 75 mM hydroxid sodny a separacni napéti bylo 15 kV. Dand metoda umoznila
separovat 7 analytli v potfadi sacharosa, laktosa, galaktosa, glukosa, manosa, fruktosa a ribosa

béhem 140 sekund.
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Pti pouziti bazického BGE jsou sacharidy zaporn€¢ nabité a migruji proti sméru
elektroosmotického toku (EOF), to muize v nékterych ptipadech neumérné prodluzovat
analyzu. Pfidavkem kationtovych tenzidd, mezi které patii naptiklad v této praci pouzivany
cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), dojde k obraceni elektroosmotického toku (Obr. 2),
analyty migruji v opacném poradi stejnym smérem jako elektroosmoticky tok a tim se zkrati
celkova doba analyzy, pro spravnou separaci je v§ak nutno obratit polaritu vkladané¢ho napéti.
K analyze mono- a disacharidli v ovocnych népojich toho vyuzili Carvalho a kol. [19]
v kombinaci s bezkontaktni vodivostni detekci. K separaci pouzili kiemennou kapilaru o
vnitinim priméru 20 um, celkové délce 44 cm a efektivni délce 35,5 cm. BGE se skladal
z 10mM hydroxidu sodného, 4,5mM hydrogenfosfore¢nanu sodného a 0,2mM CTAB,
separa¢ni napéti bylo 25 kV. Dand metoda umoznila separovat 4 analyty v poradi fruktosa,

glukosa, galaktosa a sacharosa béhem 3,5 minut.
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Obr. 2 — Smér elektroosmotického toku, (A) — bez pridavku kationtovych tenzidd,
(B) — s pridavkem kationtovych tenzid(, prevzato z [20] a upraveno

Derivatizace sacharidii

Zabudovani fluoroforu ¢i chromoforu do molekuly sacharidu zaru€uje zvyseni citlivosti
UV absorpéni a fluorescencni detekce. Neutrdlni sacharidy se derivatizuji ¢inidly s nabitymi

funkénimi skupinami, aby derivatizované analyty vykazovaly elektroforetickou migraci 1
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v neutrdlnim nebo kyselém prostiedi. V nékterych pripadech mize proto dojit nejen ke zlepSeni
citlivosti detekce, ale také selektivity, ucinnosti a rozliSeni. Existuje nékolik zpiisobii
derivatizace sacharidii (Obr. 3), mezi které patii napiiklad reduktivni aminace ¢i kondenzace

redukujiciho sacharidu a pyrazolonovych latek [16].

OH

OH
OH

OH

HO NHR HO 0
Ho HO NHR
OH 4/4{/'/ o
é’% 4 & glykosylamin
&S R
sekundarni amin 1 S 2
OH OH
OH [EEE—— . (o]
HO o) HO
HO VYl HO OH
OH OH

OH

OH
OH

HO N——NHR OH

OH
OH

hydrazon .
primarni amin
Obr. 3 — RUzné pfristupy derivatizace sacharidd: 1 — reduktivni aminace, 2 — pyrazolonova
derivatizace, 3 —aminace za vzniku glykosylaminu, 4 — derivatizace N-methylglykaminovymi
derivaty, 5 — vznik hydrazonu; PMP — 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-on, vytvoreno
v ChemDraw, pfevzato z [16] a upraveno
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2.2 Glykosylace

Glykosylace neboli navazani fetézce sacharidii na protein je jedna z nejbéznéjSich
post-transla¢nich modifikaci proteini probihajici na endoplasmatickém retikulu a v Golgiho
aparatu. Podle typu vazby sacharidovych jednotek na peptid se glykoproteiny déli do dvou
zakladnich skupin. Pokud je sacharid vazan pifes amidovou skupinu asparaginu, jedna se
o tzv. N-glykosylaci. V druhém piipad¢ je sacharid vazan ptes hydroxylovou skupinu serinu
nebo threoninu a jedna se o tzv. O-glykosylaci [21]. Cukernou ¢ast glykoproteinti tvoii pfimé
nebo rozvétvené fetézce sacharidii. Nejcastéji se v nich vyskytuji monosacharidy (Obr. 4)
glukosa (Glc), galaktosa (Gal), manosa (Man), N-acetylglukosamin (GlcNAc),
N-acetylgalaktosamin (GalNAc), fukosa (Fuc), N-acetylneuraminova kyselina = sialova
kyselina (Neu5Ac) a xylosa (Xyl) [22]. Mezi sebou mohou byt monosacharidy vazany
glykosidovou vazbou a tvofit tak oligosacharidy az polysacharidy. Hydrolyzou se sacharidové

jednotky z glykoproteinti opét uvoliuji.

OH OH OH Ol-b-
HO Q 0 HO .\ _OH
HO OH HO OH TH;
OH OH OH
glukosa galaktosa fukosa
OH OH oH HO, o oOH
Hoﬁ/ ° OH Hﬂw\lf\
OH T
HO W HO e HOOC NH L oH
CH; CHs CHs
N-acetylglukosamin N-acetylgalaktosamin N-acetylneuraminova kyselina
OH
o o Hc)’§;;3\/c}H
OH HO:
HO OH
manosa xylosa

Obr. 4 — Monosacharidy nejcastéji se vyskytujici v glykoproteinech; vytvoreno v ChemDraw
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Glykoproteiny jsou dilezit¢ napiiklad pro mezibunéénou komunikaci, iontovy
transport, imunitu a glykosylace také ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti proteinu, mezi
které patii mimo jiné jeho stabilita, rozpustnost a konformace. Nesmirna heterogenita funkci
glykoproteini je dana zejména diky rozmanitosti glykanovych struktur, které mohou byt
na daném proteinu navazany [23]. Zmény v glykosylaci mohou nastat v disledku
autoimunitniho onemocnéni, rakoviny nebo imunodeficience. Diky zménam v glykosylaci
proteinti mohou byt napiiklad maskovany ¢i rozpoznavany rakovinové buiiky [24], pfi rakoviné
1ze pozorovat nadmérnou nebo nedostatecnou expresi prirozené se vyskytujicich sacharidii ¢i
se mohou objevit zcela nové struktury sacharidu, které se v dané buiice normalné nevyskytuji.
Tyto zmény jsou zpusobeny zménou exprese glykotransferas, coz vede k modifikacim
ve struktufe N- a O-vazanych sacharidi, pricemz nékteré zmény pomahaji vyvoji nadoru nebo

zvySuji jeho zavaznost [25].

Mezi nejcastéjsi zmeény v glykosylaci patii nartst velikosti a vétveni N-vazanych sacharidu,
které je zprostiedkovano N-acetylglukosamintransferasou V. Zvysené B-1,6-GlcNAc vétveni
vede k vytvoreni dalSich mist k pfipojeni sialovych kyselin, ¢imz se v kombinaci se zvySenou
produkci sialyltransferas tvoii sacharidy s jejich vétsSim poctem. ZvySeny obsah se vyskytuje

jak v ptipadé chronickych zanéti, tak v pfipad€ rakovinného bujeni [25].

2.2.1 Priklady onemocnéni spjatych s glykosylaci

Hepatocelularni karcinom

V jatrech dochazi k syntéze vétSiny glykoproteinti krevni plazmy, onemocnéni jater mé
za nasledek zménu v produkci specifickych glykotransferas, ¢imz mitize dojit ke zménam
v glykosylaci. Tato zména miize byt rakovinového i nerakovinového ptivodu. V prvnim ptipadé
se jednd o hepatocelularni karcinom v druhém piipadé jde pievdzné o strukturni zmény

v N-glykanech [26].

Hepatocelularni karcinom je z hlediska rakoviny jater nejbéznéjsi nddor, u muzi se vyskytuje
piiblizn¢ dvakrat Castéji nez u zen. Ke karcinomu dochazi Castéji u pacientl s chronickym
onemocnénim jater, jako je napfiklad cirh6za. Mezi tii hlavni pficiny cirhozy patii chronicka

hepatitida, alkoholické poSkozeni jater a dlouhodobd obstrukce ZluCovych cest. Jedinou
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moznosti 1é¢by je odstranéni nadoru ¢i transplantace jater. Pro diagnostiku se u pacientl s
cithdzou vyuzivaji neinvazivni zobrazovaci metody (ultrazvuk, pocitacovd tomografie,
magnetickd rezonance), u pacientd bez cirhozy je nutné provést biopsii a z histologického
vySetieni lze sledovat narGst hladiny glykosylované formy alfafetoproteinu, ten ma

95% senzitivitu k hepatocelularnimu karcinomu, jeho hladina se zvysuje 1 v t€hotenstvi [27].
Rakovina vajecniku

Nejcastéjsim typem zhoubného nadoru vajecniku je epitelidlni karcinom z bunck
vystylajicich povrch vajecnikti. Diagnostika se provadi kombinaci sonografie a sledovani
sérového karbohydratového antigenu 125, ktery neni zcela specificky. Jeho hladina se zvySuje
napiiklad v t€hotenstvi ¢i pii jinych typech rakoviny. Béhem karcinomu vaje¢niku dochazi
k narGstu vétveni a obsahu sialovych kyselin u sérovych glykoproteini. Zmény v glykosylaci u
pacientek s rakovinou vajec¢niku byly nalezeny napiiklad i u haptoglobinu, al-antitrypsinu ¢i

transferinu [25].
Rakovina prostaty

Karcinom prostaty je druhy nejcastéjSi nador u muzi, k rozvoji ptispiva zejména obezita
a dédi¢nost, nador mlZze zplisobit 1 virové onemocnéni (naptiklad lidsky herpesvirus).
PribéZnym sledovanim hladiny prostatického specifického antigenu u muzi nad 45 let 1ze
diagnostikovat rané stadium rakoviny prostaty, antigen ovSem neni zcela specificky pro
rakovinu prostaty. Jeho hladina se zvySuje naptiklad pii zvétSené prostaté ¢i po jizde na kole,
jednim z problému je tedy nadbytecna diagnostika rakoviny. Analyza glykoproteinu benigniho
a maligniho plivodu ukazala zna¢né rozdily v jejich glykosylaci, v séru pacienta s rakovinou

byl niz8i obsah fukosy a N-acetylneuraminové kyseliny [28], [29].
Dedicné poruchy glykosylace

Dé&di¢né poruchy glykosylace se fadi mezi vzacna autozomalné recesivni onemocnéni,
ktera mohou byt prakticky na vSech trovnich glykosylace. Ptiznaky jsou velmi nespecifické,
od neurologickych poruch, ptes poruchy srazlivosti krve, az po onemocnéni traviciho traktu.

Vysetfeni sérového transferinu, respektive jeho isoforem, pomoci isoelektrické fokusace
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poskytuje informace o N-glykosylaci. Nedostatek zapornych nabojt, které transferinu poskytuji
Ctyfi jednotky kyseliny N-acetylneuraminové, poukazuje na kratSi ¢i chybé&jici sacharidovy
fetézec, coz ma za nasledek celkovou hypoglykosylaci. Lécba nékterych typt téchto poruch je
zprostiedkovavana podavanim manosy ¢i fukosy, kterych ma pacient nedostatek. Vysetieni
apolipoproteinu C-III pomoci isoelektrické fokusace poskytuje informaci o O-glykosylaci,

tento glykoprotein miize obsahovat az dvé molekuly kyseliny N-acetylneuraminové [30], [31].

2.2.2 Bioléciva

Béhem poslednich nékolika let se zvySuje zdjem o bioléciva (,,biopharmaceuticals®)
pouzivand v oblasti terapie i diagnostiky nejriizn€jSich onemocnéni. Jednd se o léCiva
biologického (rostlinného) ptivodu ziskdvana pfevazné rekombinantni technikou, podstatnou
cast tvoii zejména monoklonalni protilatky, nové typy vakcin a terapeutické proteiny.
Pro kontrolu kvality bioléciv 1 pro diagnostiku je naprosto zasadni spravnd glykosylace, k

jejimu stanoveni jsou potifeba analytické metody, které jsou popsany v nésledujici kapitole [32].
Terapeutické monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produkovany jedinym klonem B-lymfocytdi, na dané
proteiny slouZzici jako antigeny se vazou s piesné urcenou specifitou. Monoklonalni protilatky
pouzivané k terapii lze snadno rozpoznat podle typické koncovky -mab, té pfedchazi slabika
urcujici pavod protilatky (naptiklad -o- pro mys), nakonec se piidavaji jest¢ vsuvky dle mista
zasahu a u latek pouzivanych k terapii karcinomu se pomoci vsuvek upfesiiuje misto zasahu.
Monoklonélni protilatky druhé generace jsou léciva s cilené zménénym profilem glykosylace,
tim dochazi ke zvySeni Ui€innosti 1é¢iva a ke sniZeni cytotoxicity pii jejich aplikaci [32]. Mezi
takova léciva se tadi mogamulizumab pouzivany v Japonsku k terapii akutni T-leukémie

u dospélych, ¢i obinutuzumab k terapii ne-Hodgkinskych lymfomt [33].
Terapeutické proteiny

Mezi terapeutické proteiny se fadi zejména peptidické hormony ziskané rekombinantni

technologii, nejzndméj$im takovymto proteinem je /idsky insulin. Insulin je peptidicky hormon
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udrzujici spravnou hladinu glukosy v téle. U pacientt s diabetem, u kterych nezabrala zejména

dieta a antidiabetika, je zcela nezbytné pravidelné intravenosni podévani insulinu [32].

2.3 Elektroforetické pristupy v glykoproteomice

Glykosylaci mizeme hodnotit na ctyfech hlavnich uUrovnich, z hlediska intaktniho
glykoproteinu, glykopeptidi, uvolnénych glykani a monosacharidi. Obr. 5 poskytuje
ptehledny postup analyz a pouzitych metod pro kazdou uroven [34].

ANALYZA INTAKTNIHO GLYKOPROTEINU
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IEF
—» CE
fontoménicova chromatogralie
hmotnosti vylutovaci chromatbgrafie
SDS-PAGE
ANALYZA GLYKOPEPTIDU L
piima analyza
GLYKOPROTEIN I . )
> T pred pfimou analyzou >
proteolyza l LCXC!} MS
Y
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Jje-li tieba
Y
ANALYZA UVOLNENYCH GLYKANU
analyza neznackovanych glykant
» HPAEC-PAD
s
esialylace MS
uvolnéné glykany
O- a/nebo N-vizané analyza znatkovanych glykanid
—»| | glykany:
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o| MS
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—» . Lc
»  znatkovini [ op
fluoroforem
_"l kolorimetrické metody
CE = kapilarni elektroforéza MS = hmotnostni spektrometrie
HPAEC-PAD = aniontovi iontoménic¢ovi chromatografie PGC = poréeni grafitova chromatografie
o vysoké hodnoté pH s pulzni ampérometrickou detekei SDS-PAGE = elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
IEF = izoelektricka fokusace s natrium-dodecyl-sulfitem
LC = kapalinova chromatografie

Obr. 5 — Prehled analyz v glykoproteomice, pfevzato z [34]
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2.3.1 Analyza intaktniho glykoproteinu

Intaktni glykoprotein, respektive jeho analyza, poskytuje zejména informace
o struktufe a celkové glykosylaci dan¢ho glykoproteinu. Isoformy glykoproteinu maji stejnou
polypeptidovou sekvenci, avSak struktura glykanovych fetézcl, jejich umisténi a stupen
saturace na jednotlivych glykosyla¢nich mistech piispiva k jeho slozZitosti a heterogenité. Mezi
bézné pouzivané metody identifikace intaktniho glykoproteinu patii kapalinova chromatografie
v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii, RP-HPLC, HILIC a v neposledni fadé

i CE [35-37]

Mnoho glykoproteintl, zejména pak al-kysely glykoprotein, ma potencial se stat nadorovymi
markery. Téméf polovinu z celkové relativni molekulové hmotnosti tvoii rozvétvené glykany,
které mohou byt vazany k hlavnimu fetézci na péti riznych mistech N-glykosidickymi vazbami.
Bézna koncentrace glykoproteinu v krevni plazmé zdravého jedince se pohybuje okolo
0,5 mg/ml, jeho zvysend koncentrace ukazuje mimo jiné na nadorové onemocnéni [38].
Metodou CE ve spojeni shmotnostni spektrometrii bylo ve vzorcich krevniho séra

identifikovano vice nez 150 jeho isoforem [39].

2.3.2 Analyza glykopeptidd

Analyza glykopeptidii poskytuje informace o stupni obsazeni proteinu a o struktuie
navazanych sacharidi. Ziskané informace o stavu glykosylace jsou diileZité jak pro diagnozu a
1écbu onemocnéni, tak pro lepsi porozumeéni jeho pribehu. Na druhou stranu jsou nékteré
glykopeptidy (naptiklad lidsky erytropoetin stimulujici tvorbu ¢ervenych krvinek) zneuZivany
ve vrcholovém sportu jako doping. V tomto ptipad¢ je nutné zjistit, zda se jedna o endogenni
formu, ¢i zda glykoprotein vznikl rekombinantni expresi. V neposledni fadé Ize analyzou
glykopeptidli urychlit vyvoj vakcin (napiiklad na HIV) [40]. Nejprve je nutné glykoprotein
podrobit proteolytickému Sté€peni, poté se miize provadét bud’ pfima analyza hmotnostnim
spektrometrem, rozdéleni pied analyzou (nejcastéji HPLC nebo CE) a néslednd analyza
hmotnostnim spektrometrem, nebo deglykosylace glykopeptidi poskytujici peptidové mapy,
z kterych lze identifikovat rizné glykosyla¢ni mista [34].
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2.3.3 Analyza uvolnénych glykan(

Uvolnéné glykany poskytuji informace o danych typech glykanti v proteinu a lze z toho
vyvodit i jeho stupei sialylace. Tyto informace jsou praktické zejména pii detekci biomarkerti
a pii vyzkumu biolé¢iv. Stépeni mize probihat bud’ chemicky, nebo enzymaticky, postup se
vzdy voli na zakladé analyzovaného glykoproteinu. Analyzovat glykany lze pfimo napiiklad
pomoci HPAEC-PAD, nebo se musi nejprve derivatizovat, pfi¢emz zpiisob derivatizace se voli

na zéklad¢ pouzité¢ metody jejich stanoveni [34], [41].
Chemické Stépeni

N-glykany jsou z glykoproteinu ¢asto uvolilovany pomoci bezvodého hydrazinu, tato metoda
ma ovSem n¢kolik nevyhod, proto se v praxi moc nevyuziva. Mezi dané nevyhody patii
napiiklad hydrolyza acetylovanych monosacharidi (GlcNAc, GalNAc, NeuSAc), nebo ztrata
redukujiciho konce GlcNAc vlivem vysoké teploty béhem reakce [41].

Enzymaticke stepeni

Enzymatické uvolnéni N-glykant z glykoproteinli probihd pomoci endoglykosidas, nej€astéji
pomoci peptid-N-glykosidas (PNGasy), které $t€pi mezi dvéma GIcNAc zbytky. Nejbéznéji
pouzivany enzym je PNGasa F, kterd S§tépi za vzniku amoniaku, kyseliny asparagové a

nereduktivniho oligosacharidu [42].

Exoglykosidasy jsou enzymy S$tépici sacharidy smérem k proteinu, toho se vyuziva pro uréeni
potfadi jednotlivych monosacharidii. Pojmenovavaji se dle ptisluSnych monosacharida, které
hydrolyzuji. Naptiklad B-galaktosidasa hydrolyzuje B-galaktosidické vazby v laktose za vzniku
glukosy a galaktosy [42].

2.3.4 Analyza monosacharid(

Monosacharidy poskytuji informaci o pomémém zastoupeni jednotlivych
monosacharidovych jednotek v glykoproteinu. K jejich analyze je mozné pouzit jednoduchou,
nenakladnou a rychlou elektroforetickou metodu, kterou vyvijim. Rozpadu polysacharidovych

jednotek v glykoproteinu na monosacharidy 1ze dosdhnout pomoci hydrolyzy, mize se jednat

24



o enzymatickou a chemickou hydrolyzu. Chemicka hydrolyza miize byt bud’ kysela, ¢i zasadita.
Kysela hydrolyza je velmi Gi¢innd metoda oddéleni monosacharidii z molekuly glykoproteinu.
Gey a Unger [43] analyzovali monosacharidy ve vzorku fetuinu metodou HPAEC-PAD.
Pro hydrolyzu vybrali 3 kyseliny, konkrétné se jednalo o kyselinu chlorovodikovou (4M),
trifluoroctovou (1M a 2M) a sirovou (0,5M). Rozpustili vzorek glykoproteinu ve smési 0,5 ml
vody a 0,5 ml roztoku kyseliny a zahtivali ho pii 100 °C, poté vzorek zakoncentrovali na
vakuové odparce a po rozpusténi analyzovali 7 monosacharidit pomoci HPEAC-PAD, mobilni

faze byl 19 mM hydroxid sodny.

Tran a kol. [44] hydrolyzovali O-glykosylovany kaseinomakropeptid pomoci kyseliny
chlorovodikové. Pro hydrolyzu neutrdlnich monosacharidi zvolili rozpusténi vzorku
o koncentraci 2 mg/ml v 1 ml 2M HCI, zahtivani 4 h pti 100 °C, odpateni do sucha a rozpusténi
ve vodé. Pro acetylované monosacharidy pouzili rozpusténi vzorku v 1 ml 4M HCI, zahtivani
4 h pti 100 °C, odpatfeni do sucha, pfidani 1,5 ml nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu
sodného a 0,5 ml anhydridu kyseliny octové, smés nechali pfes noc v lednici a opét rozpustili
ve vod¢. Pomoci HPAEC-PAD poté analyzovali 7 monosacharidli, mobilni faze byl 460 mM
hydroxid sodny.
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3 EXPERIMENTALNI{ CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova, 36% (Lach:ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny, p.a. (Penta, Ceska republika)

Hydroxid draselny, p.a. (Penta, Ceska republika)

Hydroxid lithny monohydrat, > 99 % (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny, p.a. (Merck, Némecko)
Deionizovana voda pfipravena systémem Milli-Q (Millipore, USA)

Sacharidy: glukosa, >99,5 %, galaktosa, >99 %, manosa >99 %, N-acetylglukosamin,
N-acetylgalaktosamin, 98 %, fukosa, > 98 %, N-acetylneuraminova kyselina, > 95 % , xylosa,

> 99 %, laktosa, > 99,5 %, sacharosa, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)
Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB), > 97 % (Merck, Némecko)

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova kyselina (HEPES), >99,5 %, (Carl Roth,

Némecko)

3.2 Pristrojové vybaveni

Kapilarni elektroforéza model 7100 (Agilent Technologies, Némecko) s bezkontaktnim

vodivostnim detektorem

Kiemenna kapildra: vn&j8§i primér 375 um, vnitini pramér 20 a 10 um (Polymicro

Technologies, USA), pokud neni uvedeno jinak — celkova délka 50 cm/efektivni délka 35 cm
Ultrazvukova lazen: Elmasonic S15 (Elma Schmidbauer, Némecko)

Analytické vahy 262 SMA-FR (Precisa, Svycarsko)
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pH metr, 3540 pH/conductivity meter (Jenway, UK)
Blokova lazenn QBD2 (Grant Instruments, UK)

3.3 Experimentalni podminky

Teplota kazety s kapilarou: 25 °C

Ptiprava nové kapilary: promyti 2 minuty 1M roztokem hydroxidu sodného tlakem

1 MPa a poté 2 minuty deionizovanou vodou tlakem 1 MPa

Ptiprava kapilary pifed separaci: promyti 120 s BGE do odpadni vialky tlakem
1 MPa a poté 90 s BGE do vialky s BGE tlakem 1 MPa

Optimalizované podminky (viz kapitola 4.1): pokud neni uvedeno jinak, filtrovany
BGE — 50mM hydroxid sodny + 22,5mM hydrogenfosfore¢nan sodny a 0,2mM CTAB,
davkovani — hydrodynamické 10 kPa 70 s, tlak béhem analyzy -270 kPa

Filtr: nylonovy filtr na stiikacku Agilent, velikost pért 0,45 pm
Separacni napéti: -30 kV (proud pfiblizné 4 pnA)

Hydrolyza: Do polypropylenové mikrozkumaky bylo pipetovano 0,2 ml standardu disacharidu
o koncentraci 10 mg/ml, k tomu byla pfidana kyselina chlorovodikové o koncentraci 8 mol/l
(jeji objem se lisil dle kone¢né koncentrace) a vSe bylo doplnéno deionizovanou vodou
na celkovy objem 1 ml. Takto pfipravené vzorky byly hydrolyzovany v blokoveé lazni pii dané
teploté. Po pétiminutovych intervalech bylo odebrdno vzdy 60 pl, pfidano 24 pul HEPES
o koncentraci 5 mg/ml a doplnéno deionizovanou vodou do 600 pl. Tento vzorek byl nasledné

nadavkovan a analyzovan pomoci vyvinuté metody
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3.4 Vypocty
Elektroosmoticka mobilita mgor:

ld'lc

Mgor = 77
tgor - U

lq— efektivni délka kapilary, /. — celkova délka kapilary, tzor — migracni Cas elektroosmotického
toku (marker EOF byla zona vody ze vzorku projevujici se vyznamnym poklesem vodivosti),

U — vkladané napéti

Pozorovana mobilita m1,::

Mpoz

la — efektivni délka kapilary, /. — celkova délka kapilary, #, — migracni Cas dané latky,

U — vkladané napéti
Efektivni mobilita m..
Mer = Myoz — MgoF
Mpoz — pozorovana mobilita dané latky, meor — mobilita elektroosmotického toku

Smeérodatna odchylka s:

x; — vysledek i-t¢ého méfeni, X — primérnd hodnota méfeni, n — pocet mefeni

Relativni smérodatna odchylka s;:

s+100
=——[%]
X

Sy

s —smérodatna odchylka, X — primérna hodnota méteni
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Mez detekce a mez stanovitelnosti:

Mez detekce (LOD) vyjadiuje koncentraci analytu, kterou lze s jistotou detekovat, a urcuje se

jako koncentrace analytu poskytujici signal odpovidajici trojnasobku vysky Sumu.

LOD =
0 k

hs — vyska Sumu, k — smérnice kalibracni pfimky

Mez stanovitelnosti (LOQ) vyjadiuje nejmensSi moznou koncentraci, kterou lze s jistou
spolehlivosti za danych podminek stanovit, a urcuje se jako koncentrace analytu poskytujici

signal odpovidajici desetinasobku vysky Sumu.

10 - hg

LOO =
0Q T

h; — vyska Sumu, k — smérnice kalibra¢ni pfimky

T-test ¢:

q — usek kalibra¢ni ptimky, s, — smérodatnd odchylka useku, n — pocet hodnot

Vytéznost R:

CS tan

R =

100 [%)]
Cskut

csian — Stanovené hodnoty koncentrace spocitané z kalibra¢ni zavislosti, ¢k — skutecné hodnoty
koncentrace
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace metody

Pro prvotni testovani separace monosacharidi pomoci kapilarni elektroforézy
s bezkontaktni vodivostni detekci jsem zvolila silné bazické zakladni elektrolyty. Jak bylo
zminéno v kapitole 2.1.2, pfi pH vys$$im, nez je pKa hydroxylovych skupin sacharidii, dojde
k jejich disociaci a molekula ziskava zaporny naboj. Na zaklad¢ predesié reSerSe jsem zvolila
jako BGE roztoky hydroxidu lithného, sodného a draselné¢ho, a nakonec roztok obsahujici

hydroxid sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny a CTAB.

K urceni vhodného slozeni BGE pro separaci monosacharidii jsem zvolila standardy glukosy,
galaktosy a N-acetylglukosaminu o koncentraci 0,2 mg/ml v kapildfe o vnitinim priaméru
20 pum, celkové délce 50,0 cm a efektivni délce 35,0 cm. Pro separaci jsem pouzila roztoky
75 mM hydroxidu lithného, 75 mM hydroxidu sodného, 75 mM hydroxidu draselného a smésny
roztok obsahujici 10 mM hydroxid sodny, 4,5 mM hydrogenfosforecnan sodny a
0,2 mM CTAB.
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Obr. 6 — Porovnani analyzy smési standard( o koncentraci 0,2 mg/ml v rliznych BGE:
(A) 75 mM LiOH, (B) 75 mM NaOH, (C) 75 mM KOH, (D) 10 mM NaOH + 4,5 mM H,PO, +
0,2 mM CTAB; vnitini prdmér kapildry 20 um, celkova délka 50,0 cm/délka k detektoru

35,0 cm, davkovani 5 kPa 20 s, vkladané napéti (A), (B), (C) 15 kV, (D) —25 kV;
(1) N-acetylglukosamin, (2) glukosa, (3) galaktosa
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Z namétenych elektroferogrami (Obr. 6) jsem jako nejvhodnéjsi BGE pro analyzu

monosacharidii urcila smésny roztok hydroxidu sodného, hydrogenfosfore¢nanu sodného a

CTAB. Pouzitim tohoto zdkladniho elektrolytu doslo k Gplnému rozdéleni vSech analyti

na zakladni linii, piky byly nejuzsi a jejich tvar byl nejvice podobny Gaussovskému piku.

Vyhodou pouziti CTAB je, ze nedochazi k prehiivani roztoku uvniti kapilary a je tak mozné

pouzit vyssi separacni napéti. DalSim kladem je, Ze obracenim elektroosmotického toku dojde

ke zkraceni celkové doby analyzy. Oproti zdkladnimu roztoku nejcastéji pouzivanému

k analyze monosacharidu kapilarni elektroforézou (NaOH) se zkratil celkovy ¢as analyzy méné

nez na polovinu.

Tabulka 1 — Hodnoty pro hydroxidy o koncentraci 75 mmol/l vypoétené pomoci programu
PeakMaster s nalezenymi hodnotami pKa; / — iontovd sila, y- vodivost, ¢ — koncentrace

nedisociované formy, c*Y — koncentrace disociované formy, mes — efektivni mobilita

mee[10¥ m2 V1571

pKa[45] pH I[mM] »[S/m] c©mM] D [mM]
glc gal
LiOH 13,82 12,76 70,08 1,51 4,92 70,08 -18,75 -18,07
NaOH 14,56 12,78 74,01 1,67 0,99 74,01 -18,86 -18,20
KOH 15,10 12,78 74,71 1,85 0,29 74,71 -18,86 -18,22
Tabulka 2 - Vypoctené hodnoty mobilit standardi glcNAc, glc a gal v rdznych BGE a jejich
relativni smérodatné odchylky; myo; — pozorovana mobilita, mes — efektivni mobilita,
sy — relativni smérodatna odchylka
Mpoz [10°8 m?- V1571 mer[10°8 m2 V171
Sy Sy Sr
EOF glcNAc glc gal | glcNAc 4] glc %] gal %]
75 mM LiOH 3,55 2,37 238 245 -1,20 0,13 -1,18 0,12 -1,11 0,15
75 mM NaOH 3,87 2,56 2,56 2,62 -1,31 0,77 -1,31 0,77 -1,25 0,77
75 mM KOH 4,99 3,60 3,60 3,72 -1,39 047 -1,39 047 -1,26 0,52
10 mM NaOH + 4,5 mM 294  -380 -3,56 -346 | -0,87 0,52 -0,62 047 -0,53 0,53

Na;HPO4+ 0,2 mM CTAB
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Hodnoty pKa jednotlivych hydroxida v programu PeakMaster byly chybné, proto jsem
pro vypocet danych parametri pouzila hodnoty nalezené v literatute. Z tabulky 1 a nalezenych
hodnot pKa lze vidét, Ze zéasaditost hydroxidi roste ve skupiné¢ periodické tabulky
(LiOH < NaOH < KOH). Je zndmo, ze hydratovany polomér kationtti ve skupiné naopak klesa
(Li* > Na" > K"). Hydroxid draselny je tedy v roztoku nejvice disociovan, z ¢ehoZ plyne
nejvyssi pH a iontova sila jeho roztoku. Diky nejmenSimu hydratovanému poloméru ma
draselny iont nejvyssi elektroforetickou mobilitu. To v kombinaci s nejvyssim stupném
disociace vede k nejvyssi vodivosti roztoku hydroxidu draselného. Tabulka 2 udava namérené
hodnoty pozorovanych mobilit a z nich vypocitané hodnoty efektivnich mobilit analytt a EOF.
S rostoucim pH roztokidi roste i1 rychlost EOF od LiOH ke KOH. Stejné tak rostou
(v absolutni hodnot¢) i efektivni mobility sacharidt, které s rostoucim pH vykazuji vyssi stupen
disociace a vys$si efektivni naboj. Nakonec lze zhodnot vypocitanych pomoci programu
PeakMaster vidét, ze efektivni mobilita glukosy je ve vSech ptipadech vétsi nez galaktosy, to
rovn&Z koresponduje s naméfenymi hodnotami. Standardy migrovaly ve vSech uvedenych
hydroxidech v pofadi galaktosa, glukosa a N-acetylglukosamin, pfi¢emz piky glukosy a
N-acetylglukosaminu byly ¢aste¢né ¢i zcela prekryté, navic byly piky Siroké a rozmyté, coz

sniZuje selektivitu metody.

Néslednou aplikaci zvoleného BGE obsahujiciho 10 mM hydroxid sodny, 4,5 mM
hydrogenfosfore¢nan sodny a 0,2 mM CTAB na vSech osm analyzovanych standardd doslo
k prekryvu vétsiny pikti (Obr. 7A), proto jsem dale zvolila pétkrat vyssi koncentraci hydroxidu
sodného (50 mM) a hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho (22,5 mM), tim jsem dosahla stejné
hodnoty pH, ale vyssi iontové sily BGE. S rostouci iontovou silou se zlepSuje ucinnost
separace, piky se zuzuji a pfi stejné selektivité lze dosdhnout lepSiho rozliSeni. K jistému
zlepseni sice doslo, ale k rozdéleni vSech 8 standardii monosacharidii na zékladni linii ne

(Obr. 7B).
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Obr. 7 — Aplikace zvoleného BGE na vsechny standardy o koncentraci 0,2 mg/ml; (A) 10 mM
NaOH, 4,5 mM Na;HPO4 a 0,2 mM CTAB, (B) 50 mM NaOH, 22,5 mM Na;HPOs a 0,2 mM
CTAB; priimér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/délka k detektoru 35,0 cm, davkovani
5 kPa 20 s, vkladané napéti -30 kV; (1) Neu5Ac, (2) Xyl, (3) Man, (4) GIcNAc, (5) GalNAc,
(6) Glc, (7) Gal, (8) Fuc
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Cim déle migruji analyty uvniti kapilary, tim spiSe se projevi i malé rozdily v jejich
mobilité, a o to lepsi je poté rozliSeni. Prodlouzeni ¢asu migrace analyti lze uskute¢nit
prodlouzenim celkové délky kapilary a tim délky k detektoru nebo vkladdnim protismérného
tlaku. Pouzitim kapilary o praméru 20 um, celkové délce 80,0 cm a efektivni délce 65,0 cm
doslo jen k mirnému zlepSeni rozliSeni, ale k vyraznému prodlouzeni celkové doby analyzy
(15 minut). Dal§i moznosti pro zlepSeni rozliSeni je pouziti kapilary suzSim wvnitfnim
primérem. Kapilara o pruméru 10 um, celkové délce 50,0 cm a efektivni délce 35,0 cm poskytla
lepsi rozliseni a lepsi pomér signal/Sum nez kapilara o praméru 20 um o stejné délce (Obr. 8),

proto jsem se rozhodla vyuzivat uzsi kapilaru.
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Obr. 8 — Porovnani separace vSech standardi o koncentraci 0,2 mg/ml v 20 um (A) a
10 um (B) kapilafe; 50 mM NaOH, 22,5 mM Na;HPO4 a 0,2 mM CTAB; celkova délka
50,0 cm/délka k detektoru 35,0 cm, davkovani 5 kPa 20 s, vkladané napéti -30 kV;
(1) Neu5Ac, (2) Xyl, (3) Man, (4) GIcNAc, (5) GalNAc, (6) Glc, (7) Gal, (8) Fuc
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Poté jsem zkouSela ménit koncentraci hydroxidu sodného a tim celkové pH BGE
(Obr. 9). S nartistajicim pH zékladniho elektrolytu rostla jeho vodivost, migrace vSech analytl
1 EOF se zrychlovala a tim se zhorSilo celkové rozliSeni. Naopak s klesajicim pH se migrace
mirn¢ zpomalovala, i pfesto vSak nedochazelo k vyrazné lepSimu rozliSeni, vlivem mensiho
rozdilu vodivosti zékladniho elektrolytu a zony vzorku se ovSem snizovala citlivost. Z diivodu

vys$si citlivosti jsem se tedy rozhodla ponechat pivodni BGE s koncentraci hydroxidu sodného

50 mmol/l.
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” \/\/\NS 6V \/ \/ (D) 40 mM NaOH, pH=12,3
C 1 234 7 8
60
4 V
D e
234 °6 7 8
55
1,5 2 2,5 3 3,5 4

t, min

Obr. 9 — Vliv koncentrace NaOH v zékladnim elektrolytu (22,5 mM Naz;HPO4 + 0,2 mM CTAB);
primér kapildry 10 um, celkova délka 50,0 cm/délka k detektoru 35,0 cm, ddvkovani 5 kPa
70 s, vkladané napéti -30 kV; (1) Neu5Ac, (2) Xyl, (3) Man, (4) GlcNAc, (5) GalNAc, (6) Glc,
(7) Gal, (8) Fuc
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Tabulka 3 — Hodnoty disocia¢nich konstant pro jednotlivé monosacharidy

Analyt pKa
N-acetylneuraminova kyselina 3,02 [46]
Xylosa 12,29 [1]
Manosa 12,08 [1]
N-acetylglukosamin 11,56 [46]
N-acetylgalaktosamin 11,60 [46]
Glukosa 12,28 [1]
Galaktosa 12,35 [1]

Fukosa -

Poradi analytd (Obr. 9) bylo ve vSech piipadech N-acetylneuraminova kyselina, xylosa,
manosa, N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin, glukosa, galaktosa a fukosa. Z tabulky 3
1ze u Man, Glc a Gal pozorovat trend potfadi migrace dle nartstajici hodnoty pKa, prostorové
jsou si tyto 3 monosacharidy nejvice podobné, jejich potadi tedy zdvisi prevazné na velikosti
naboje. Déle je ziejmé, ze NeuSAc migruje nejrychleji, protoze je v takto silné bazickém
elektrolytu vlivem své hodnoty pKa nejvice nabitd. Xylosa migruje i pfes vétsi hodnotu pKa
rychleji, coz je dano jeji velikosti, jako jedina je totiz pentosa. ProtoZe jsou N-acetylované
hexosaminy vice nabité, mély by migrovat rychleji nez hexosy, pfipojenim acetylu se vSak
zvétSuje jejich velikost a tim padem migruji pomaleji neZ manosa. Hodnotu pKa pro Fuc jsem
nenalezla, jeji potadi je ale pravdépodobné dano tim, Ze oproti Man, Glc a Gal ma jako jedina
hexosa o jeden hydroxyl mén¢ a je tedy 1 méné nabitd. Kombinace prostorového uspotfadani a
velikost naboje dand hodnotou pKa zplsobuje velmi podobnou pohyblivost vSech

analyzovanych monosacharidii, proto dochazi k nedostate¢nému rozliseni.
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Jak jiz bylo zminéno, s rostoucim ¢asem trvani migrace analytl v kapilate 1ze dosahnout
lepsiho rozliSeni, ¢ehoz lze docilit vkladanim protismérného tlaku. Na vystupni vialku lze
po Cas separace aplikovat pfednastaveny tlak 10 kPa, vkladanim tohoto tlaku vSak doslo jen
k mirnému zlepsSeni, proto jsem se nakonec rozhodla na elektroforeticky systém ptipojit externi
tlakovou lahev s dusikem a aplikovat tak mnohem vétsi tlak na vystupni vialku. Jako optimalni
jsem zvolila hodnotu 270 kPa, coz umoznilo separovat piky téméf na zakladni linii (Obr. 11).
Pouzitim niz§iho tlaku se standardy nedélily a pouzitim vétSiho tlaku dochazelo k chvostovani

pikl vlivem parabolického profilu toku v kapiléfe, jak je naznaceno na Obr. 10.

laminarni tok elektroosmoticky tok

w o .

+
|
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|

Obr. 10 — Profily laminarniho a elektroosmotického toku

Kombinace pfidavku CTAB a vkladaného vysokého tlaku na dany systém méla
za nasledek snizeni opakovatelnosti migracnich ¢asu standardti monosacharidt, proto jsem se
rozhodla pfidavat vnitini standard 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonovou kyselinu
(HEPES), viz kapitola 4.3 Opakovatelnost. Tento vnitini standard jsem zvolila na zakladé
podobnych vlastnosti (zejména mobility, zjiSt€éno v programu PeakMaster), jaké maji dané
monosacharidy. Hlavni podminkou vSak je, Ze vnitini standard musi byt dostatecné rozliSeny

od ostatnich pikd, coz v tomto ptipad¢ plati.
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Obr. 11 — Elektroforegram 8 stanovovanych standard(, BGE 50 mM NaOH + 22,5 mM
Na;HPO4+ 0,2 mM CTAB; prameér kapilary 10 um, celkova délka, 50,0 cm/délka k detektoru
35,0 cm, davkovani 5 kPa 70 s, vkladané napéti -30 kV, tlak vkladany na vystupni vialku
270 kPa; (1) HEPES, (2) Neu5Ac, (3) Xyl, (4) Man, (5) GIcNAc, (6) GalNAc, (7) Glc, (8) Gal, (9) Fuc

4.2 Kalibrace

Tabulku kalibra¢nich parametri (Tabulka 4) jsem sestrojila z dat ziskanych métenim
standardii vybranych monosacharidi o koncentracich 0,03; 0,05; 0,08; 0,1; 0,25 a 0,5 mg/ml.
Vsechna méfeni jsem provadéla ve tfech opakovanich a pro vypocet danych parametrii jsem

pouzila median téchto hodnot.
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Tabulka 4 — Parametry kalibracnich zavislosti optimalizované metody pro vSechny
analyzované monosacharidy. Kalibra¢ni rozsah 0,03-0,5 mg/ml, n = 3; k — smérnice,
sk —smérodatna odchylka smérnice, b — Usek, s; — smérodatna odchylka useku,
R? — koeficient determinance, LOD — mez detekce, LOQ — mez stanovitelnosti

k Sk q Sq 5 LOD LOQ
Analyt R
[mV-s-ml/mg] [mV-s] [mg/ml] [mg/ml]

N-acetylneuraminova k. 8,14 0,15 -0,20 0,03 0,9992 0,005 0,016
Xylosa 5,56 0,04 +0,01 0,01 0,9997 0,005 0,017
Manosa 5,87 0,05 +0,01 0,01 0,9997 0,005 0,018
N-acetylglukosamin 5,63 0,06 +0,05 0,01 0,9995 0,005 0,017
N-acetylgalaktosamin 6,48 0,07 -0,08 0,02 0,9995 0,006 0,021
Glukosa 6,24 0,08 +0,04 0,02 0,9993 0,007 0,022
Galaktosa 7,59 0,09 -0,04 0,02 0,9994 0,005 0,018
Fukosa 8,49 0,08 0,00 0,02 0,9995 0,005 0,018

Na zaklad€ T-testu na dvoustranném intervalu na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 jsem ur¢ila, Ze
velikost Gseku je pro vSechny namétené analyty statisticky vyznamnd, protoze dané hodnoty
pievysuji kritickou hodnotu 2,26. Vsechny hodnoty R’ byly vys§i nez 0,999, vynesenim
logaritmické zavislosti relativni plochy na koncentraci jsem urcila, ze vSechny hodnoty
korelacniho koeficientu urcujiciho linearitu byly vétsi nez 0,95. Nejniz$i detekovatelné
koncentrace (LOD) optimalizované metody stanoveni monosacharidi se pohybuji v rozmezi

od 5 do 7 mg/l a nejniZsi stanovitelné koncentrace (LOQ) se pohybuji od 16 do 22 mg/I.

4.3 Opakovatelnost

Pro ovéfeni opakovatelnosti ploch pikli a migracnich ¢asi pik jsem provedla deset
po sobé jdoucich méfeni vSech 8 standardi o koncentraci 0,2 mg/ml s ptfidavkem vnitiniho
standardu HEPES o stejné koncentraci. Z tabulky 5 a 6 je ziejmé, Ze vztazenim jak ploch, tak
migracnich Casti na vnitini standard dojde k podstatnému snizeni relativnich smérodatnych
odchylek. Relativni smérodatné odchylky ploch vztazenych na vnitini standard HEPES se
pohybovaly od 0,8 do 3,5 % a relativni smérodatné odchylky migracnich Casti vztaZzené na

vnitini standard HEPES se pohybovaly od 0,2 do 1,4 %.
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Tabulka 5 — Namérené a vypoctené hodnoty opakovatelnosti ploch pikd standardd Neu5Ac
o koncentraci 0,15 mg/ml a Xyl, Man, GIcNAc, GalNAc, Glc, Gal, Fuc o koncentraci 0,2 mg/ml;

A — plocha piku, Are— relativni plocha piku vztazena na vnitfni standard HEPES,
s —smérodatnd odchylka, s — relativni smérodatna odchylka

A [mV:s]
HEPES NeuSAc Xyl Man GIcNAc GalNAc Gle Gal Fuc
1 2,84 2,71 3,02 3,37 3,83 3,36 391 4,06 5,04
2 2,99 2,95 3,26 3,52 3.9 3,57 4,08 4,2 5,16
3 2,73 2,49 290 3,25 3,52 3,17 3,7 3,95 4,79
4 2,90 2,72 3,00 341 3,75 3,38 4,01 4,10 5,19
5 2,76 2,51 2,88 3,20 3,58 3,19 3,85 4,10 4,71
6 2,65 2,33 2,78 3,08 3,47 3,14 3,63 3,73 4,73
7 2,77 2,50 292 3,17 3,63 3,30 3,78 3,93 4382
8 2,76 2,55 295 3,27 3,45 3,09 3,79 3,72 4,76
9 2,67 2,40 2,80 3,12 3,37 2,90 3,65 3,54 4,52
10 2,71 2,53 2,82 3,25 3,52 3,04 3,70 3,60 4,59
s 0,10 0,17 0,14 0,13 0,16 0,18 0,14 022 0,22
sy [%] 3,58 6,63 4,77 3,95 4,58 5,70 3,67 5,62 4,47

Arel

NeuS5Ac Xyl Man GIecNAc GalNAc  Gle Gal Fuc
1 0,95 1,06 1,19 1,35 1,18 1,38 1,43 1,77
2 0,99 1,09 1,18 1,30 1,19 1,36 1,40 1,73
3 0,91 1,06 1,19 1,29 1,16 1,38 1,45 1,75
4 0,94 1,07 1,18 1,29 1,17 1,38 1,41 1,79
5 0,91 1,04 1,16 1,30 1,16 1,39 1,49 1,71
6 0,88 1,05 1,16 1,31 1,18 1,37 141 1,78
7 0,90 1,05 1,14 1,31 1,19 1,36 1,42 1,74
8 0,92 1,07 1,18 1,25 1,12 1,37 1,35 1,72
9 0,90 1,05 1,17 1,26 1,09 1,37 1,32 1,69
10 0,93 1,04 1,20 1,30 1,12 1,37 1,33 1,69
s 0,03 0,01 0,02 0,03 0,03 0,01 0,05 0,03
s [%] 3,18 1,33 1,33 1,98 2,98 0,72 3,53 1,99
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Tabulka 6 — Namérené a vypoctené hodnoty opakovatelnosti migracnich ¢ast pikd standard(
Neu5Ac o koncentraci 0,15 mg/ml, Xyl, Man, GlcNAc, GalNAc, Glc, Gal, Fuc o koncentraci
0,2 mg/ml; tm — migracni Cas piku, tr — relativni ¢as piku vztazeny na vnitfni standard HEPES,
s —smérodatnd odchylka, s — relativni smérodatna odchylka

tm [min]

HEPES Neu5Ac Xyl Man  GIcNAc  GalNAc Glc Gal Fuc
1 4,82 5,06 6,03 6,21 6,48 6,68 6,93 7,48 9,02
2 4,83 5,07 6,06 6,24 6,51 6,72 6,97 7,52 9,08
3 4,83 5,08 6,06 6,24 6,51 6,71 6,96 7,51 9,06
4 4,79 5,03 599 6,16 6,43 6,63 6,87 7,41 8,90
5 4,80 5,06 6,06 6,23 6,49 6,70 6,95 7,51 9,05
6 4,88 5,15 6,18 6,36 6,63 6,84 7,11 7,69 9,31
7 4,90 5,16 6,20 6,38 6,66 6,87 7,14 7,72 9,36
8 4,77 5,00 591 6,09 6,36 6,54 6,77 7,29 8,73
9 4,82 5,06 598 6,17 6,45 6,64 6,86 7,39 8,88
10 4,77 5,01 593 6,11 6,38 6,56 6,80 7,32 8,78
s 0,04 0,05 0,09 0,09 0,09 0,10 0,11 0,13 0,19
sr [%0] 0,83 0,99 1,49 144 1,43 1,52 1,64 1,79 2,16

Lrel
NeuS5Ac Xyl Man  GlcNAc  GalNAc Gle Gal Fuc
1 1,05 1,25 1,29 1,35 1,39 1,44 1,55 1,87
2 1,05 1,25 1,29 1,35 1,39 1,44 1,56 1,88
3 1,05 1,25 1,29 1,35 1,39 1,44 1,56 1,88
4 1,05 1,25 1,29 1,34 1,38 1,43 1,55 1,86
5 1,05 1,26 1,30 1,35 1,39 1,45 1,56 1,88
6 1,05 1,27 1,30 1,36 1,40 1,46 1,58 1,91
7 1,05 1,27 1,30 1,36 1,40 1,46 1,58 1,91
8 1,05 1,24 1,28 1,33 1,37 1,42 1,53 1,83
9 1,05 1,24 1,28 1,34 1,38 1,42 1,53 1,84
10 1,05 1,24 1,28 1,34 1,38 1,42 1,53 1,84
s 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03
s [%] 0,21 0,74 0,67 0,65 0,75 0,88 1,04 1,39
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4.4 Vytéznost

Vytéznost optimalizované metody byla otestovana z méieni standardd NeuSAc
o koncentraci 0,15 mg/ml a Xyl, Man, GlcNAc, GalNAc, Glec, Gal, Fuc o koncentraci
0,2 mg/ml. Vytéznost byla spocitana jako procentualni pomér stanovenych a skutecnych hodnot

koncentraci analyzovanych monosacharidi.

Tabulka 7 — Vypoctené hodnoty vytéznosti z méreni standardd; csku: — redlné namérené
hodnoty koncentrace, ctor — teoretické hodnoty koncentrace, R — vytéZnost

NeuSAc Xyl Man  GIcNAc GalNAc Glc Gal Fuc

Cstan [Mg/ml] 0,14 0,19 0,20 0,19 0,19 0,21 0,19 0,20
Cskut [Mg/ml] 0,15 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
R [%] 92 94 99 94 95 107 95 102

Vytéznost (tabulka 7) se pohybovala od 92 do 107 %, coz vypovidé o spravnosti metody.

4.5 Hydrolyza oligosacharid(

Na standardech disacharidii laktosy a sacharosy jsem testovala vhodny zptisob
hydrolyzy oligosacharidli na jednotlivé monosacharidy. Na zaklad¢ reSerSe jsem pro kyselou
hydrolyzu zvolila kyselinu chlorovodikovou o koncentraci 4 mol/l, oba disacharidy jsem
hydrolyzovala oddélené v polypropylenové mikrozkumavce v blokové lazni pii 50, 80 a
100 °C. Po pétiminutovych intervalech jsem z kazdé¢ zkumavky odebirala 60 ul do vialky,
pfidala vnitini standard HEPES a doplnila do celkového objemu 600 pl. Jako nejvhodné;si
teplotu jsem urcila 100 °C (Obr. 12 a Obr. 13), k uplné hydrolyze laktosy doslo do 10 minut,
v piipad¢ sacharosy dokonce do 5 minut. PouZitim niZsi teploty se pouze prodlouzil Cas
hydrolyzy, navic dochazelo k deformaci piku HEPES. Néasledné jsem na standardu laktosy
testovala vhodnou koncentraci kyseliny chlorovodikové pro hydrolyzu, mimo 4M HCI jsem
pouzila jesté¢ 2M a 6M. Pouzitim 2M kyseliny doSlo k prodlouZeni hydrolyzy z 10 minut
na 20 minut a pfi pouziti 6M kyseliny dochézelo jak k deformaci piku HEPES, tak k vyraznému

zhorSeni zékladni linie, proto jsem jako optimalni zvolila ptivodni koncentraci 4 mol/l.
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Obr. 12 - Prabéh hydrolyzy 2 mg/ml laktosy v 4M kyseliné chlorovodikové, (A) — pred
zac¢atkem hydrolyzy, (B) — po 5 minutach, (C) — po 10 minutach; primér kapilary 10 um,
celkova délka 50,0 cm/délka k detektoru 35,0 cm, davkovani 5 kPa 70 s, vkladané napéti

-30 kV; (1) HEPES, (2) Glc, (3) Gal, (4) laktosa
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Obr. 13 — Pribéh hydrolyzy 2 mg/ml sacharosy v 4M kyseliné chlorovodikové, (A) — pred
zacatkem hydrolyzy, (B) — po 5 minutach; pridmér kapilary 10 um, celkova délka
50,0 cm/délka k detektoru 35,0 cm, davkovani 5 kPa 70 s, vkladané napéti -30 kV;
(1) HEPES, (2) Glc, (3) fruktosa, (4) sacharosa
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V ramci experimentu byl nakonec otestovan vliv kyseliny chlorovodikové v matrici
vzorku. Pfeméfenim standard glukosy a galaktosy o koncentracich 0,05; 0,1 a 0,2 mg/ml
s ptidavkem kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,4 mol/l a naslednym dosazenim
ziskanych hodnot relativnich ploch do kalibratni pfimky jsem wurcila, Zze kyselina
chlorovodikova ve vzorku o dané koncentraci nema vliv na stanoveni. Jak uvadi tabulka 8, mira

odchyleni byla pro jednotlivé koncentrace maximalné 5 %.

Tabulka 8 — Vliv kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,4 mol/l na stanoveni,
Cstan — Stanovena koncentrace, s, — relativni smérodatna odchylka, cskut— skuteénd
koncentrace, R— vytéZnost

GlCO,z Galo,z G1C0,1 Galo, 1 GlCo,os Galo,os
Cstan [Mg/ml] 0,208 0,208 0,105 0,103 0,052 0,052

sr [%] 4,29 4,29 3,52 2,71 2,86 2,86
Cskur [Mg/ml] 0,20 0,20 0,10 0,10 0,05 0,05
R [%] 104 104 105 103 104 104
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace byl vyvoj metody pro separaci a stanoveni sacharidovych jednotek
glykoproteinti, konkrétn¢ glukosy, galaktosy, manosy, fukosy, N-acetylglukosaminu,
N-acetylgalaktosaminu, N-acetylneuraminové kyseliny a xylosy. Béhem prace jsem
optimalizovala slozeni zakladniho elektrolytu na 50mM hydroxid sodny + 22,5 mM
hydrogenfosfore¢nan sodny a 0,2 mM CTAB o celkovém pH = 12,4, zpisob davkovani
na hydrodynamické pomoci tlaku 10 kPa po dobu 70 s, vkladané napéti na -30 kV a vkladany
tlak 270 kPa po dobu celé analyzy na vystupni vialku. Nasledné jsem otestovala opakovatelnost
mefeni takto optimalizované metody, relativni smérodatné odchylky ploch vztazenych
na vnitini standard HEPES se pohybovaly od 0,8 do 3,5 % a relativni smérodatné odchylky
migra¢nich ¢asli vztazené na vnitini standard HEPES se pohybovaly od 0,2 do 1,4 %, coz znaci
velmi dobrou opakovatelnost. Dale byla proméfena kalibra¢ni zavislost, pfi¢emz vSechny
hodnoty R’ byly vy3&i nez 0,999, z naméfené kalibrace byly dale stanoveny meze detekce
pohybujici se od 5 do 7 mg/l a meze stanovitelnosti pohybujici se od 16 do 22 mg/l. VytéZznost
metody se pro jednotlivé monosacharidy pohybovala od 92 do 107 %, to vypovida o celkové

spravnosti metody.

Nakonec jsem optimalizovala postup hydrolyzy oligosacharidi pted jejich separaci.
Vhodnou koncentraci kyseliny chlorovodikové pro hydrolyzu disacharidi laktosy a sacharosy
jsem urcila jako 4 mol/l, vhodnou teplotu hydrolyzy v blokové 14zni pak na 100 °C. K Uplné
hydrolyze laktosy na glukosu a galaktosu doSlo do 10 minut, k hydrolyze sacharosy
na glukosu a fruktosu dokonce do 5 minut. Zavérem jsem pireméfenim n€kolika kalibracnich

bodi zjistila, Ze HCI o koncentraci 0,4 mol/l ve vzorku nema vliv na separaci.
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