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„Cukry zasahují“ aneb glykomika na poli 

nádorových bio markerů

‘Sugars Interfere’ or Glycomics in the Field of Cancer Biomarkers

Zahradníková M., Vojtěšek B., Hernychová L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Glykomika se zabývá detekcí a charakterizací glykanů přítomných v bio logických vzorcích. 
Je známo, že glykanové struktury dodávají bio molekulám vysoký stupeň strukturní diverzity 
a tím i mnohostranné bio logické funkce, jako jsou buněčné rozpoznávání, adheze nebo zapo-
jení v buněčných signálních drahách. Významně se také účastní onkogeneze, např. ve fázích 
invaze, metastazování a angiogeneze. Analýza glykanových struktur přítomných v nádorových 
tkáních nebo tělních tekutinách pa cientů je tedy slibným nástrojem pro hledání potenciálních 
nádorových bio markerů nezbytných pro časnou dia gnostiku nádorových onemocnění. V před-
ložené práci je popsán proces glykosylace a vznik N-  a O- glykanů, současně jsou zmíněny pří-
klady glykanového profi lování u rakoviny slinivky břišní, prostaty a vaječníku.
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Summary
Glycomics is concerned with detection and characterization of glycans present in bio logical 
samples. It is well-known that glycan structures impart high degree of structural diversity to 
bio molecules and thus add wide- ranging bio logical functions, such as cellular recognition, 
adhesion or involvement in cellular signaling pathways. They substantially participate in onco-
genesis, e. g. in phases of invasion, metastasis and angiogenesis. Therefore, analysis of glycan 
structures in tumor tissues or body liquids is a promising tool for searching for potential tumor 
bio markers essential for an early dia gnosis of the neoplastic disease. The presented review de-
scribes the process of glycosylation and the origination of N-  and O- glycans, presenting exam-
ples of glycan profi ling in pancreatic, prostate and ovarian cancer.
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Úvod

V ČR je každoročně nově dia gnosti-
kováno přes 82 000 případů nádorového 
onemocnění (data z roku 2010). Ze sta-
tistik současně vyplývá, že se u každého 
třetího obyvatele ČR v  průběhu života 
nádorové onemocnění vyskytne a každý 
čtvrtý mu podlehne [1,2]. Jedním z fak-
torů vysoké úmrtnosti na nádorová one-
mocnění je absence dia gnostických 
bio markerů. Za nádorové bio markery 

mohou být považovány povrchové i se-
cernované molekuly různého charak-
teru produkované nádorovými, ale i ne-
nádorovými buňkami jako odpověď na 
přítomnost nádoru. Pro klinické účely 
ideální marker podává informace pouze 
o jednom bio logickém nebo patologic-
kém procesu [3]. Biomarkery lze stano-
vovat z krve (séra, plazmy), dalších těles-
ných tekutin nebo ze vzorků tkání, ale 
obecně jsou upřednostňovány neinva-

zivní způsoby odběru bio logického ma-
teriálu minimalizující zátěž pa cienta [4]. 
Jedním z  velmi nadějných odvětví pro 
hledání nových potenciálních bio-
markerů je glykomika, která např. me-
todou glykanového profi lování sleduje 
kvalitativní i kvantitativní rozdíly v glyka-
nových strukturách mezi onkologickými 
pa cienty a zdravou populací.

Termín glykomika vznikl z  předpony 
glyko-  užívané v chemii sacharidů (z řec-
kého glykys –  sladký) a přípony - omics 
dohodou používané v  názvech po-
dobných „omových“ oborů, např. pro-
teomika (zabývající se proteiny)  [5]. 
Objektem zájmu glykomiky je struktura 
a bio logická funkce glykanů –  monosa-
charidů, jednoduchých i větvených oli-
gosacharidů, zpravidla kovalentně na-
vázaných na další bio logické (makro)
molekuly a  často lokalizovaných na 
vnějších membránách buněk, kde před-
stavují první možnost buněčné komu-
nikace  [6]. Z  doposud publikované li-
teratury vyplývá, že rakovinné buňky 
vykazují abnormální glykosylace –  např. 
hyperfukosylace, charakteristické přede-
vším pro rakovinu pankreatu a rakovinu 
kolorekta [7– 9], nebo nadměrnou sialy-
laci, jejíž výskyt byl popsán u  rakoviny 
prostaty  [10] a rakoviny vaječníků [11]. 
S ohledem na rozmanitost glykanových 
struktur a množství glykokonjugátů (gly-
kolipidy, glykosfi ngolipidy, muciny a jiné 
glykoproteiny) budou popsány pouze 
procesy N-  a  O- glykosylace proteinů, 
protože jsou nejčastěji se vyskytujícím 
typem glykosylace u živých organizmů.

Glykosylace

Glykosylace je komplexní proces spe-
cifického navázání monosacharidové 
nebo oligosacharidové jednotky na pro-
tein nebo lipid za vzniku glykoproteinu 
anebo glykolipidu při kotranslačních či 
posttranslačních procesech. N- glykosy-
lace začíná syntézou oligosacharidového 
prekurzoru vázaného na lipid dolichol 
v  membráně hrubého endoplazmatic-
kého retikula. Struktura prekurzoru je 
v této fázi stejná pro všechny eukaryo-
tické buňky –  obsahuje tři glukózy (Glc), 
devět manóz (Man) a dva N- acetylgluko-
saminy (GlcNAc), a  současně obsahuje 
centrální strukturu všech N- glykanů slo-
ženou z  Man3GlcNAc2, která je někdy 

α α α α

αα α α

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

B

N-acetylglukosamin manóza

galaktóza sialová kyselina 

N-acetylgalaktosamin

fukóza

Asn

A

C

β
3

β
3

β β β
3 6 6

α
6

α
6

α
3

β β
3 6

Obr. 1. Typy N- a O-glykanů.

A. centrální strukturu N-glykanů. B. tři strukturní typy N-glykanů; zleva manózový typ, 
hybridní typ a komplexní typ. C. základní centrální struktury O-glykanů.
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Jak glykanové struktury ovlivňují 

nádorová onemocnění?

V posledních letech se v literatuře téma 
glykomiky stále více objevuje v souvis-
losti s  nejrůznějšími typy nádorových 
onemocnění, u nichž byly často pozoro-
vány změny v glykosylaci proteinů pro-
dukovaných nádorovými buňkami. Gly-
kanový profi l přímo koreluje s  bio logií 
nádoru, významnou měrou se podílí 
na jeho charakteru a  současně se pro-
mítá např. do procesů invazivity nádoru 
a neoangiogeneze. Nádorové bujení ak-
tivuje expresi abnormálních glykanů, 
které podporují interakce nádorových 
buněk s  leukocyty, trombocyty i endo-
teliálními buňkami a  usnadňují tvorbu 
metastáz [23].

Rakovina pankreatu

Nádorové onemocnění pankreatu drží 
jednu z předních příček úmrtnosti mezi 
nádorovými onemocněními s pětiletým 
přežitím 4  %. Většině pa cientů (50  %) 
je onemocnění dia gnostikováno až ve 
IV. stadiu, pouze u  5  % pa cientů je za-
chyceno už v  I. stadiu. Jedním z  dů-
vodů velmi pozdní dia gnostiky je ab-
sence vhodného screeningového 

ských N- glykanových struktur: 1. manó-
zový typ, 2. hybridní typ a 3. komplexní 
typ (obr. 1B) [17].

Proces O- glykosylace probíhá v cister-
nách Golgiho aparátu, do kterého vstu-
pují monosacharidy navázané na nuk-
leotidovém přenašeči (mono-  nebo 
difosfátu), a v této podobě jsou také sub-
strátem pro odpovídající glykosyltrans-
ferázy (obr.  3)  [18,19]. Pro O- glykany 
není znám žádný vazebný motiv v ami-
nokyselinové sekvenci, dostačující je pří-
tomnost Ser nebo Thr v primární struk-
tuře proteinu. Je známých osm variant 
centrálních struktur O- glykanů (obr. 1C), 
nejběžnějším savčím typem jsou cent-
rální struktury 1 a 2 mucinového typu. 
Muciny jsou vysokomolekulární pro-
teiny secernované sliznicemi, které jsou 
současně hyperglykosylovány většinou 
kratšími oligosacharidy [20].

Glykosylace obecně představuje 
jednu z nejčastěji se vyskytujících post-
translačních modifikací, která byla za-
znamenána u  mnoha membránových 
i  secernovaných proteinů. Glykosylací 
proteinu velmi často dochází ke změ-
nám jeho strukturních vlastností, a tedy 
i funkce [21,22].

označována i jako trimannosyl- chitobio-
sové jádro charakteristické pro všechny 
N- glykany napříč živými organizmy 
(obr. 1A). Molekula prekurzoru Glc3Man9

GlcNAc2  je následně přenesena en bloc 
z  dolicholového nosiče na amidický 
dusík aminokyseliny asparagin (Asn) pro-
teinu, který má být glykosylován. Tento 
krok je katalyzován enzymem oligosa-
charid- protein transferáza, která jako 
substrát rozpozná pouze specifi cký ami-
nokyselinový motiv Asn- Xxx- Ser nebo 
Asn- Xxx- Thr, kde Xxx může reprezento-
vat jakoukoli aminokyselinu s výjimkou 
prolinu. Nově vzniklý protein s naváza-
ným jedním nebo více glykany je nej-
prve modifi kován v endoplazmatickém 
retikulu enzymatickým odštěpením tří 
terminálních glukóz a poté vstupuje do 
cisteren Golgiho aparátu, v nichž je gly-
kanu dána výsledná struktura odštěpe-
ním manóz a  navázáním dalších mo-
nosacharidů kaskádou enzymatických 
reakcí katalyzovaných glykosidázami 
a glykosyltransferázami (obr. 2) [12– 16]. 
Obecně lze říci, že pro různé proteiny 
stejně jako pro různé typy buněk jsou 
tvořeny N- glykany nejrůznějších struk-
tur. Nejčastěji pozorujeme tři typy lid-
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Obr. 2. Biosyntéza N-glykanů.
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nových struktur. Statisticky významné 
rozdíly byly nalezeny u  12  glykanů, 
mezi kterými byly i  více fukosylované 
struktury [29].

Rakovina vaječníku

„Tichý vrah“, jak se také rakovině va-
ječníku přezdívá, bývá ročně dia-
gnostikován u  téměř čtvrt milionu žen 
na světě a  ročně jí podlehne okolo 
140  000  pa cientek. Prognóza tohoto 
onemocnění je velmi špatná, neboť je 
obvykle dia gnostikováno až v  pokro-
čilém stadiu, kde je vysoká pravděpo-
dobnost metastazování. Pro raná stadia 
jsou typické nespecifi cké symp tomy jako 
úporné nadýmání, bolesti břicha, ztráta 
chuti k  jídlu, které mohou být snadno 
zaměněny s  jiným onemocněním. Dia-
gnostické metody zahrnují nejčastěji vy-
šetření ultrazvukem a stanovení hladiny 
sérového mucinózního glykoproteinu –  
nádorového antigenu 125 (CA- 125) [30]. 
Jedná se opět o nespecifi cký marker, pro-
tože zvýšenou hladinu CA- 125 způsobují 
i  onemocnění jater, adenomyóza, pan-
kreatitida, ale současně i nádorová one-
mocnění žlučových cest, prsu, jater nebo 
tlustého střeva. Zvláště problematická je 
situace u raných, relativně dobře léčitel-
ných, stadií rakoviny vaječníku, u kterých 
je specifi ta CA- 125 jen okolo 50 % [31].

Podobně jako u výše zmíněných one-
mocnění byly publikovány práce spo-
jující rakovinu vaječníků se změnou 
glykanového profi lu a  přítomností ab-
normálních glykanů. Studie z  roku 
2012  popisuje N- glykanový profil 
20 kontrolních sér, 19 sér pa cientek s po-
kročilou rakovinou vaječníku a  11  sér 
pa cientek po léčbě docetaxelem a ima-
tinib mesylátem. Trendy pozorované 
mezi kontrolní skupinou vzorků a  sku-
pinami před léčbou i po ní jasně potvr-
zují hypotézu, že změny v glykanovém 
profi lu mohou podávat užitečné infor-
mace o  progresi onemocnění i  v  prů-
běhu léčby [32].

Metodika práce s glykany

Glykany mohou být izolovány z  růz-
ných typů bio logických vzorků zahrnu-
jících tkáň, tělní tekutiny a  také mate-
riál získaný z buněčných linií při in vitro 
studiích. Výhodou glykanové analýzy 
je nízká spotřeba vzorku, kdy pro kom-

Rakovina prostaty

V řadě vyspělých zemí světa je rakovina 
prostaty nejčastějším mužským zhoub-
ným onemocněním. Každý rok je po 
celém světě dia gnostikováno více než 
600  000  nových případů rakoviny pro-
staty, v  EU potom okolo 300  000  no-
vých případů a  přibližně 90  000  mužů 
ročně na rakovinu prostaty umírá  [27]. 
Přesná příčina vzniku onemocnění není 
jednoznačně známa, ale i zde hraje dů-
ležitou roli včasná dia gnostika, která 
rutinně používá stanovení hladiny pro-
statického specifi ckého antigenu (PSA). 
Přestože PSA patří mezi nejlépe defi no-
vané doposud používané bio markery 
rakoviny prostaty, i  tady dochází k  re-
lativně vysokému podílu falešně pozi-
tivních výsledků. Zvýšená hladina PSA 
v séru byla pozorována kromě rakoviny 
prostaty u benigní hyperplazie prostaty, 
zánětu prostaty, ale i  po pohlavním 
styku [28].

Z glykanových frakcí izolovaných ze 
sér pa cientů s  rakovinou prostaty mě-
řených na hmotnostním spektrometru 
bylo identifikováno celkem 50  glyka-

programu, který by umožnil včasný zá-
chyt onemocnění. V současnosti je nej-
častěji stanovovaným sérovým marke-
rem nádorový antigen 19- 9  (CA19-9), 
jehož dia gnosticky vypovídající hodnota 
je limitována vysokým počtem falešně 
pozitivních stanovení. CA19- 9  neu-
možňuje rozlišit chronickou pankrea-
titidu a  rakovinu pankreatu, a  tudíž 
není vhodný pro včasnou dia gnostiku 
choroby [24,25].

Glykomická profi lování sér pa cientů 
s  dia gnostikovanou rakovinou pan-
kreatu vykazovala změny ve stupni 
fukosylace glykanů. Bylo zjištěno, že 
fukosylace β- řetězce haptoglobinu je 
signifi kantně vyšší u pa cientů s  rakovi-
nou pankreatu oproti kontrolní popu-
laci  [7]. V  roce 2012  byla publikována 
studie, v rámci níž byla analyzována te-
kutina pankreatických cyst identifiku-
jící více než 80  glykanových struktur, 
z  nichž 40  bylo hyperfukosylovaných. 
Přítomnost fukosylovaných glykanů se 
tedy jeví jako slibným marker, přestože 
mechaniz mus hyperfukosylace dopo-
sud není zcela objasněn [26].
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pletní glykanovou analýzu je např. do-
stačující 2,5– 5  μl séra. Glykany mohou 
být z glykoproteinů odděleny enzyma-
tickým štěpením, nejčastěji endoglyko-
sidázou PNGázou F, která oddělí kom-
pletní glykan štěpením kovalentní vazby 
mezi Asn a první GlcNAc [33]. Využívána 
je i metoda sekvenčního štěpení, při níž 
je použito postupně několik enzymů, 
poskytující detailnější informace o gly-
kanových strukturách. Glykany lze uvol-
nit i  neenzymaticky chemickou reakcí 
(β- eliminací), která je doprovázena kom-
pletní degradací proteinové složky, 
hojně využívanou při analýze O- gly-
kanů [34]. Po uvolnění glykanů z glyko-
proteinů dochází k jejich purifi kaci a ex-
trakci. Významným krokem glykanového 
profi lování je derivatizace glykanů, nej-
častěji permetylace, při níž dochází k na-
hrazení vodíků hydroxylových skupin 
metylovými skupinami. Tento krok izo-
lované glykany stabilizuje, usnadňuje je-
jich ionizaci a separaci při hmotnostně 
spektrometrickém měření. Finálním 
krokem je detekce a  kvantifikace gly-
kanů, ke které se používají tři základní 
přístupy: 1. kapalinová chromatogra-
fi e s  fl uorescenční detekcí, 2.  kapilární 
elektroforéza s  laserově indukovanou 
detekcí a  3. hmotnostní spektromet-
rie (obr.  4). Výběr vhodné techniky zá-
visí na typu detekce a na komplexnosti 
vzorku. Pro následné vyhodnocení je 
možno použít široké spektrum statis-
tických přístupů, např. výpočet p hod-
noty a ROC analý za (receiver operating 
characteristic AUC) [35].

Závěr

Hledání nových nádorových bio markerů 
je stále výzvou a především nutností pro 
včasnou dia gnostiku onemocnění, mož-
nost sledování jejího průběhu a zejména 
pro volbu nejvhodnější a  nejúčinnější 
léčby na základě individuálních vlast-
ností nádorů. Komplikacemi jsou mimo 
jiné komplexita bio logického materiálu 
a  velmi nízké koncentrace bílkovin se-
cernovaných nádorem v raných stadiích, 
v  ng/ ml a  nižší, do bio logických teku-
tin (krev, sliny, moč). Glykomika před-
stavuje bezpochyby nové paradigma 
pro hledání nádorových bio markerů. 
Je snad jen otázkou času, kdy budou 
nové specifi cké glykokonjugáty přispí-
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odštěpení 
glykanů

purifikace 
separace

derivatizace
glykanů

ionizační 
technika

hmotnostní 
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HPLC
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permetylace

orbitrapTOF/TOF

Obr. 4. Ukázka workfl ow pro práci s glykany.

Obecné kroky glykanového profi lování jsou znázorněny v levé části a některé typy vhod-
ných metod v pravé části obrázku. Výběr vhodné metody vždy závisí na typu vzorku.
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