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Nové trendy ve studiu glykosylace proteinů 

u onkologických onemocnění

New Trends in the Study of Protein Glycosylation in Oncological 
Diseases

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

Souhrn
Glykomika a glykoproteomika představují relativně nové směry pro analýzy komplexních bio-
logických vzorků a jejich důležitost neustále roste. Tyto oblasti jsou komplementární k dalším 
zavedeným přístupům, např. ke genomickému profi lování a proteomice. Glykoproteiny jsou 
stále více uznávány jako důležité molekuly účastnící se buněčných interakcí a adhezí. Výskyt 
strukturních změn v glykanových částech se zdá být typický pro různé typy rakoviny. Násle-
dující souhrn se zabývá aktuálními trendy v glykomickém profi lování a glykoproteomickém 
výzkumu bio logických tekutin a tkání se zaměřením na rakovinu. Použité metody jsou založeny 
na principech kapilárních separačních technik, hmotnostní spektrometrie a glykanových a lek-
tinových čipů. Všechny zmíněné metody mají značný potenciál pro využití v dia gnostických 
a prediktivních vyšetřeních.
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Summary
Glycomics and glycoproteomics represent relatively new directions in detail analyses of com-
plex bio logical media. These areas of increasing importance to cancer research complement 
the more established genomic profi ling and proteomics. Glycoproteins are being increasingly 
recognized as important in cellular interactions and adhesion. Structural alterations of their 
glycan moieties seem to occur in diff erent cancer conditions. We review current directions in 
glycomic profi ling and glycoproteomic investigations of bio logical fl uids and tissues pertaining 
to cancer. The used methods rely on capillary separation techniques, mass spectrometry, and 
the glycan and lectin arrays. They all show considerable promise for new dia gnostic and pro-
gnostic measurements.
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Úvod

Biomolekuly obsahující sacharidy mají 
četné bio logické funkce v různých buň-
kách [1]. V procesu známém jako glyko-
sylace dochází k připojení sacharidových 
struktur k lipidům a proteinům za vzniku 
glykolipidů a glykoproteinů. Glykanové 
struktury dodávají bio molekulám vy-
soký stupeň strukturní diverzity a mno-
hostranné bio logické funkce. Glyko-
proteiny a  glykolipidy lokalizované na 
buněčné membráně se podílejí na bu-
něčném rozpoznávání a adhezi, zatímco 
další proteiny, lokalizované uvnitř buňky 
nesoucí malé sacharidové jednotky se 
často zapojují v  kaskádách signálních 
drah. S řadou proteinů, které jsou v bu-
něčném prostoru glykosylovány, může 
dojít k různorodým změnám ve složení 
glykanové části za různých bio logických 

okolností. Sacharidy jsou bio synteticky 
mnohostranné molekuly z  hlediska je-
jich strukturních parametrů, jako je 
např. řetězení se či výskyt různých gly-
kosidických vazeb. Hlavní funkce gly-
kanů v buňce jsou znázorněny na obr. 1. 
Strukturní vlastnosti glykanů a  jejich 
množství na povrchu membrány určují 
adhezní vlastnosti buněk založené na in-
terakci sacharid- protein a tyto vlastnosti 
mohou být změněny během onemoc-
nění. Nádorové bujení a  metastatické 
procesy by tedy alespoň částečně mohly 
být vysvětleny těmito bio molekulárními 
interakcemi a procesy.

Studiem bio logických procesů na bu-
něčné a  molekulární úrovni, do nichž 
jsou zapojeny sacharidy, se zabývá 
glykobio logie. Již před mnoha desítkami 
let bylo pozorováno spojení mezi rako-

vinou a  glykosylovanými strukturami 
třeba v  rozdílné aglutinaci normálních 
a nádorových buněk [2]. Význam glyko-
sylace u rakoviny je v poslední době in-
tenzivně zkoumán  [3– 6] s  ohledem na 
pokročilé strukturní znalosti studova-
ných systémů. I když dřívější studie gly-
kosylace poukázaly na její vztah k  ra-
kovině a zjevný význam i potenciál pro 
využití v onkologickém výzkumu a praxi, 
dřívější práce byly omezeny na poměrně 
malý počet specializovaných laboratoří. 
Hlavní důvod této situace byly metodo-
logické problémy při identifikaci abe-
rantních glykokonjugátů a  jejich mě-
ření s vysokou citlivostí. Další komplikací 
byla komplexnost a neznalost procesu, 
kterým je bio syntéza glykanů řízena. 
Nicméně s  rychlým pokrokem v  rámci 
„omics“ vyvíjených technologií jsou 

G

G

G
G

G

G
G

P

PG

G

diferenciace

lokalizace
regulace
transkripce

regulace
proteasomu

metastazování

bun ná adheze

virová infekce

r st bu ky a
cytokineze

regulace
cytoskeletárních
protein

bakteriální
infekce

vazba ligand receptor

JÁDRO

CYTOPLAZMA

p enos
signálu

p isednutí
viru

O-GlcNAc/ 
O-fosfátová
souhra

P O-fosforylace       

G O-GlcNAcylace

receptory závislé na 
glykanech

Obr. 1. Na obrázku je znázorněna lokalizace glykanů v membráně, cytosolu a jádře buňky. 

Zároveň jsou zobrazeny funkce těchto glykanů a souvislost s jejich strukturními vlastnostmi. Převzato a upraveno z [1].
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kvantitativně odlišných glykanů v rámci 
strukturní skupiny (v  závislosti na sub-
stituci sacharidu či jeho větvení, vazby 
atd.).

Jestliže glykany s příslušnou struktu-
rou nebo typem struktury mohou samy 
o sobě poskytovat dia gnosticky důležité 
informace, je zároveň rozumné zvážit je-
jich strukturní a/ nebo funkční vztahy 
k jejich vazebným proteinovým partne-
rům. Stejně jako je dnes jasné, že v sé-
rech pacientů s rakovinou jsou přítomny 
protilátky, které se mohou vázat ke gly-
kanům a ně kte rým glykoproteinům [18], 
pak i  detekce anti-rakovinných glyko-
konjugátových protilátek v  sérech pa-
cientů může být v budoucnosti důležitá 
pro dia gnostické a  prognostické me-
tody. Populární aplikací těchto principů 
jsou glykanové čipy  [19,20], o  kterých 
bude pojednáno později.

Na rozdíl od bio logických mecha-
nizmů, které udávají strukturu, funkci 
a  informační obsah nukleových kyselin 
a proteinů, je bio syntéza glykanů kom-
plexní beztemplátový proces, ve kterém 
počet a  enzymatická aktivita glykosyl-
transferáz a glykosylhydroláz (lokalizo-
vaných v  různých specifi ckých buněč-
ných organelách) mohou vzájemně 
spolupracovat. I když mnohé geny sou-
visející s glykany byly důkladně prostu-
dovány  [21], mnohem obsáhlejší infor-
mace o  glykomu (souhrn glykanových 
struktur v proteomu) byly získány ze sou-
časných studií. Ve světle dnešních vědo-
mostí o nádorové glykobio logii  [22,23] 
je nutné zvážit i provedení dalších roz-
sáhlých transkriptomových profi lování. 

Význam glykosylovaných struktur 
v  mnohých složitých funkcích imunit-
ního systému je v současnosti poměrně 
dobře znám [24,25]. Různé typy buněk 
nesoucí glykoproteiny s N-  a O-vázanými 
glykany se účastní přirozené i adaptivní 
imunity, významné změny ve struktuře 
oligosacharidů jsou spojeny s buněčnou 
diferenciací, aktivací a  smrtí. Buněčné 
rozpoznávání a vazba klíčových proteinů 
(známých jako „siglecs“ –  imunoglobu-
lin typu lektin vázající sialovou kyse-
linu, lektiny C- typu a galektiny) zahrnují 
změny v sialylaci a fukosylaci v imunolo-
gicky aktivních buňkách. Zatímco zánět, 
rakovina a  imunologické procesy jsou 
propojeny v  soubor komplexních mo-

kutinách. Současný výzkum ukázal 
ně kte ré rozdíly na úrovni glykopro-
teinů –  tvorbě glykanů v různých typech 
nádorů  [11– 15]. Nicméně není stále 
jasné, které proteiny nesou tyto modi-
fi kace, protože ve výše uvedených stu-
diích byly měřeny glykany, jež byly en-
zymaticky nebo chemicky odštěpeny 
z bio logických vzorků. Není také zatím 
ověřeno, zda mohou mít naměřené roz-
díly v glykomických profi lech nádorové 
tkáně nebo okolní tkáně či ně kte rých 
glykoproteinech přítomných v  oběho-
vém systému souvislost s  imunitní od-
povědí organizmu anebo s procesem zá-
nětlivé či akutní fáze. Přesná glykomická 
měření tedy představují první krok ve 
strategii glykoproteomického výzkumu, 
jehož cílem je identifi kace a  strukturní 
charakterizace bio markerů z  řad mole-
kul glykoproteinů. 

Všechny rychle se rozvíjející „omics“ 
přístupy poskytují komplexní analytická 
data, která musí být v  konečném dů-
sledku redukována a  srozumitelně in-
terpretována, aby v tomto směru umož-
nila vývoj jednoduchých detekčních 
postupů přijatelných pro použití v  kli-
nické praxi. Na druhé straně zpraco-
vání takových dat vyžaduje výkonné 
výpočetní nástroje (bio informatiku) a je-
jich vývoj v  oblasti glykomiky a  glyko-
proteomiky je taktéž centrem meziná-
rodního úsilí  [16]. Analytické postupy 
glykomiky a glykoproteomiky, podrob-
něji popsané níže, jsou primárně zalo-
ženy na metodách kapilární kapalinové 
chromatografi e, kapilární elektroforézy 
a různých typů hmotnostní spektrome-
trie. Společně představují účinný přístup 
pro analýzu komplexních bio logických 
směsí umožňující odhalit rozdíly na mo-
lekulární úrovni mezi fyziologickou a pa-
tologickou homeostázou. Biochemická 
individualita různých pacientů [17] spo-
jená se statisticky významnými rozdíly 
ve složité struktuře proteinů či metabo-
litů měřených ve vzorcích získaných od 
různých jedinců musí být statisticky vy-
hodnocena v  duchu systémové bio-
logie, aby mohly být získány onkolo-
gicky relevantní informace z  extrémně 
komplexního pozadí, z tzv. bio logického 
šumu. Statistické hodnocení defi nova-
ných skupin může pomoci vytvořit cha-
rakteristické „glykorysy“ nebo vzory 

v současné době rozvíjeny oblasti glyko-
proteomiky zabývající se studiem glyko-
konjugátů např. glykoproteinů, glykoli-
pidů a glykomiky, která se zaměřuje na 
studium sacharidových složek [7,8]. Tyto 
pokročilé techniky se stále více uplatňují 
při řešení řady otázek týkajících se dal-
šího rozvoje výzkumu rakoviny.

Metodické pokroky ve výzkumu 
glykobio logie byly v  poslední době 
zhodnoceny Národní radou pro vý-
zkum ve zprávě pro americkou vládu [9]. 
Zpráva obsahuje naléhavé sdělení vybí-
zející ke koordinaci výzkumných praco-
višť v této oblasti, neboť glykokonjugáty 
hrají rozhodující roli v mnoha oblastech 
lidského zdraví, včetně zánětlivých one-
mocnění a rakoviny. Předpokládá se, že 
výsledky současného výzkumu v nádo-
rové glykobio logii přinesou identifi kaci 
nových bio markerů vhodných nejen 
pro včasnou dia gnostiku a prognostiku 
onemocnění, ale také pro potenciální 
vývoj nových farmaceutických přístupů 
k léčbě onemocnění. 

Tento článek hodnotí současné po-
kroky v  glykomice a  glykoproteomice 
zaměřené na hledání bio markerů rako-
viny a  poukazuje na rozdíly v  expresi 
sacharidových struktur, které mohou 
pomoci rozlišit nádorové buňky od nor-
málních. Hlubší poznatky o glykomu ra-
koviny mohou rovněž vést k novým způ-
sobům léčby [10].

Současné pokroky v systémové 

glykobio logii

Biologické vzorky, jako je krevní sérum, 
cystická tekutina, tkáňové buňky atd., 
jsou typické materiály použité pro kli-
nicky relevantní měření i pro výzkum no-
vých nádorových bio markerů. Jsou zdro-
jem proteinů a  různých metabolických 
produktů přítomných ve velmi rozdíl-
ných koncentracích a formách. Při těchto 
typech analýz však vyvstávají následující 
otázky, na něž současná věda hledá od-
povědi. Které složky jsou ale nejvhod-
nější pro dia gnostiku a  prognostiku? 
Jsou specifi cké pro různé typy nádorů 
a stadium jejich progrese? Jak těžké je 
bude analyzovat?

I když je již prokázáno, že nádorové 
buňky se vyznačují neobvyklými typy 
glykosylací, není známo, jakým způ-
sobem se to projeví v bio logických te-
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a citlivost dalších měření jsou často zvy-
šovány vhodnou mikrochemickou mo-
difikací glykanových analytů. Zatímco 
doposud nebyly vyvinuty žádné obecné 
protokoly týkající se glykomického pro-
fi lování, předními glykobio logickými la-
boratořemi jsou publikovány pouze 
vlastní metody (jejich přehled je uveden 
v  [28]). Profi lování N- glykanů a  O- gly-
kanů se liší typem uvolňování glykanů 
z proteinů –  enzymatické štěpení se pou-
žívá pro N- glykany, zatímco O- glykany 
vyžadují uvolnění pomocí mikrochemic-
kých postupů. V  praxi se komparativní 
glykomické profilování s  vyhodnoco-
vání dat od zdravých a nemocných pří-
liš neliší od jiných přístupů používaných 
v  systémové bio logii a „omics“ techni-

tivní koncentrace v  bio logických vzor-
cích. To je v současnosti relativně jedno-
duchý úkol, pokud je vzorkem izolovaný 
glykoprotein. Jedná-li se ovšem o  mě-
ření glykanových profi lů ve směsi gly-
koproteinů, např. krevní sérum nebo 
plazmatických proteinů, jde o úkol tech-
nicky mnohem náročnější. A to zejména 
pokud jde o  velmi citlivé měření (nižší 
než pikomolární množství), neboť stan-
dardní obsah glykoproteinů v  séru je 
odhadován přibližně na 1 %  [27]. Před 
vlastní analýzou (kapalinová chromato-
grafi e, hmotnostní spektrometrie nebo 
kapilární elektroforéza) musí být gly-
kany uvolněny a extrahovány z přísluš-
ných proteinů a  separovány od ostat-
ních interferujících látek. Selektivita 

lekulárních a buněčných interakcí  [26], 
monitorování hladin glykanů a/ nebo 
klíčových glykopeptidů v  tělních teku-
tinách je stále významné pro moleku-
lární onkologii. Glykanové profilování 
a  glykoproteomický výzkum tak dopl-
ňují zavedené „omics“ přístupy, jako je 
genomika, proteomika a metabolomika, 
a společně s interaktivním využitím gly-
koproteomiky a  bio informatických ná-
strojů systémové bio logie představují 
značný potenciál pro výzkum rakoviny. 

Glykomické profi lování 

bio logických tekutin a tkání

Záměrem glykomického profi lování je 
zobrazit co nejvíce strukturně odlišných 
glykanových typů a  změřit jejich rela-

Fig. 1.2.1b
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Obr. 2. Glykanového profi lování vzorků sér pacientek s nádorem vaječníků. 

Spektra byla získána z hmotnostního spektrometru s MALDI ionizací. Ve výřezu spektra jsou zajímavé hybridní glykanové tříantenní struk-
tury obsahující N-acetyl-glukosamin nahrazující manosu připojený na jádro N-glykanů. Podle těchto hybridních struktur glykanů lze roz-
dělit pacientky do defi novaných skupin. Převzato z [13].

ovarian cancert patients
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I když jsou vzorky sér jednotlivých 
pacientek profilované, kvantifikované 
a  normalizované pomocí standardů, 
každý normalizovaný profi l reprezentuje 
určitý vzor (příklad je uveden na obr. 2), 
který je statisticky porovnáván s jinými 
záznamy dané skupiny a séry z kontrolní 
skupiny bez dia gnostikovaného zkou-
maného onemocnění u  stejného věku 
pacientů. Glykanové vzory jsou následně 
statisticky hodnoceny pomocí chemo-
metrických postupů, např. analýza hlav-
ních komponent a  náhodná strategie 
vzorků s  rekurzivním výběrem funkce 
založeným na podpůrných vektorových 
přístrojích  [35]. Vybrané komponenty 
nebo skupiny glykanů mohou být pro 
jednotlivé skupiny pacientů dále evaluo-
vány pomocí statisticky relevantních kri-
térií společných pro klinické laboratoře, 
např. p- hodnoty nebo ROC analýza (re-
ceiver operating characteristic AUC). 
To ilustruje obr. 3 v rámci srovnání sku-
pin 19 pacientek s rakovinou vaječníků, 
11 pacientek se stejným onemocněním 
po chemoterapii [13] a 20 kontrolními je-
dinci. Srovnání na obr. 3 se vztahuje na 
N- vázané tříantenní glykany, které odli-
šují zdravé jedince od pacientek s rakovi-
nou. Vložený výřez spektra v obr. 2 uka-

na hlavní glykany uvolněné z imunoglo-
bulinů a jiných proteinů přítomných v lid-
ském séru ve vyšších koncentracích. Tyto 
glykany pak musí být strukturně ověřeny 
pomocí MS. Naopak metody založené 
na MS principech mohou změřit okolo 
100 glykanových struktur a identifi kovat 
je z jejich charakteristických spekter [7]. 
Pomocí nejpokročilejších CE postupů je 
možno rutinně monitorovat podobné 
množství glykanů, i když ještě ne všechny 
profi ly glykanových komponent byly po-
zitivně identifi kovány. 

Ve studiích rakoviny bylo glykomické 
profi lování založené na MS s využitím io-
nizace/ desorpce laserem za přítomnosti 
matrice (matrix- assisted laser desorp-
tion- ionization –  MALDI) úspěšně apliko-
váno při studiu glykanových směsí z me-
tastatických karcinomů prostaty  [11]. 
Ukázalo se rovněž být slibným přístu-
pem při určení stadia nádorového one-
mocnění mléčné žlázy  [32] a  zvýraz-
nilo další glykanové profi ly u  rakoviny 
jícnu  [33], jater  [12,34], vaječníků  [13], 
plic [14] a tlustého střeva [15]. Příklady 
glykanového profi lování vzorků sér po-
cházejících od pacientek s nádorem va-
ječníků založeného na MALDI/ MS jsou 
znázorněny na obr. 2, 3.

kách. Glykomika má několik výhod ve 
srovnání s  proteomikou  –  „užší“ dyna-
mické rozpětí koncentrací (~103 u glyko-
miky a 106– 1010 u proteomiky) a rychlejší 
analytické postupy s  možností sesta-
vení do multiplexu, ve kterém lze sledo-
vat více signálů najednou. Při kompara-
tivních studiích nádorových bio markerů 
je však nezbytné zajistit reprodukovatel-
nost ve všech jednotlivých analytických 
krocích: 1. uvolnění glykanů, 2. extrakce 
a purifi kace, 3. derivatizace a 4. vlastní 
profi lovací měření. Derivatizace glykanů 
spočívá v nahrazení vodíků za metylové 
skupiny, což je velmi výhodné pro mě-
ření na hmotnostních spektrometrech, 
kde takto upravené glykany snadněji 
ionizují. 

Tři hlavní přístupy jsou používány 
v  glykomickém profilování: 1. hmot-
nostní spektrometrie (mass spectrome-
try –  MS), 2. kapalinová chromatografi e 
(liquid chromatography  –  LC) s  fluo-
rescenční detekcí a 3. kapilární elektro-
foréza (capillary electrophoresis  –  CE) 
s  laserově indukovanou fluorescenční 
detekcí. MS analýza může nebo ne-
musí používat derivatizaci vzorků, i když 
bylo mnohokrát prokázáno, že perme-
tylace na pevné fázi  [29] přináší jasné 
výhody co do zvýšené citlivosti a zahr-
nutí neutrálních i kyselých glykanových 
struktur v  jednom analytickém měření. 
Různé detekční strategie pro LC a CE vy-
užívají mikrochemické navázání fl uoro-
foru ke glykanům, které jinak neobsa-
hují jednoduše detekovatelné motivy ve 
svých molekulách. Prostřednictvím roz-
lišení glykanů v čase a prostoru mohou 
ně kte ré LC a CE přístupy rozlišit glyka-
nové izomery, např. u  izomerické sialy-
lace a  fukosylace, což se zdá být velmi 
důležité při objevování nádorových bio-
markerů. V současné době je značně ná-
ročné rozlišit glykanové izomery použi-
tím technik založených pouze na MS.

Důležité kritérium při výběru metody 
pro glykanové profi lování je počet profi -
lových komponent, které mohou být pra-
videlně monitorovány s dobrou citlivostí 
a reprodukovatelností. Zatímco LC/ fl uo-
rescenční detekce je široce a  úspěšně 
používána na mnohých vzorcích v rámci 
studií týkajících se dědičnosti a  chorob 
v  různých lidských populacích  [30,31], 
všeobecný postup profi lování je omezen 
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Obr. 3. Statistická analýza N-vázaných tříantenních glykanů přítomných v sérech pa-

cientek s rakovinou vaječníků, pacientek se stejným onemocněním po chemoterapii a 

s kontrolními jedinci. Převzato z [13].
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mohly být dále využity pro nádorovou 
imunoterapii. Za příklad může poslou-
žit jejich použití jako epitopů pro tera-
peutické monoklonální protilátky  [41]. 
Významnou měrou se na získávání no-
vých poznatků podílejí metodiky oboha-
cení vzorku o glykoproteiny, které se opí-
rají o tři základní přístupy: 1. chemické 
metody, 2. lektinovou afi nitní chromato-
grafi i a 3. adsorpci na modifi kovaný kře-
menný povrch [42].

Chemické metody jsou prezentovány 
dvěma přístupy: 1. hydrazidovou chemií 
a 2. chemií kyseliny borité. Oba přístupy 
využívají přítomnosti cis-diolů v mono-
sacharidech. Metodika hydrazidové che-
mie spočívá v oxidaci NaIO4 cis-diolů na 
aldehydy, na které jsou následně kova-
lentně vázány funkční partikule s  hyd-
razidovou skupinou. Takto označené 
glykoproteiny jsou pak in situ štěpeny 
trypsinem, zatímco neglykosylované 
i  nenavázané proteiny jsou promytím 
odstraněny. Posledním krokem je uvol-
nění proteinové části glykoproteinu po-
mocí enzymu PNGasy F a  analýza na 
LC- MS/ MS. Metodika kyseliny borité je 
založena na její schopnosti vytvářet he-
terocyklické diestery pro kovalentní za-
chycení glykoproteinů následované 
elucí okyselením [43]. 

S využitím hydrazidové chemie byly 
analyzovány vzorky pleurálního výpotku 
pacientů s  rakovinou plic. I  přes nízké 
koncentrační rozmezí proteinů, které se 
pohybovalo v  řádech μg/ ml až ng/ ml, 
se podařilo identifikovat několik pro-
teinů (např. CA- 125, CD44 nebo CD166) 
spojených s progresí nádoru nebo jeho 
schopností metastazovat [44].

Lektiny představují širokou skupinu 
proteinů velmi specifi cky se vázajících 
na vybrané monosacharidové zbytky 
nebo jejich funkční skupiny  [45]. Prin-
cip lektinové afinitní chromatogra-
fi e spočívá v  zakotvení vybraných lek-
tinů na pevný nosič, kterým může být 
agaróza, magnetické partikule, čipy, si-
lika a další materiály [46], a následné se-
paraci glykanů z  komplexní bio logické 
směsi. Řada současných studií proká-
zala, že glykoproteiny ovlivňující nádo-
rová onemocnění mohou být identifi -
kovány přímo ze séra nebo z plazmy. Při 
srovnávací studii glykosylačního profi lu 
jedinců s adenokarcinomem plic a zdra-

Obohacovací techniky 

a glykoproteomické přístupy

Je známo, že glykosylační profi ly se vý-
znamně mění při ontogenezi, třeba zvý-
šená aktivita N- acetylglukosaminyltrans-
ferázy V (enzym zodpovědný za tvorbu 
větvených N- vázaných glykanů) bývá 
spojována s  nádorovou invazí a  me-
tastazováním určitých typů nádorů [39]. 
Předpokládá se, že glykoproteiny vylu-
čované nádory mohou být použity jako 
potenciální dia gnostické markery. Jeden 
z nejlépe defi novaných bio markerů ra-
koviny je PSA (prostatický specifi cký an-
tigen), glykoprotein s  jedním defino-
vaným N- vázaným místem glykanové 
substituce, jež je primárně vylučován 
prostatickými epiteliálními buňkami 
do semenné plazmy. Bylo prokázáno, 
že glykanová část u  zdravých jedinců 
a  pacientů s  dia gnostikovanou rakovi-
nou prostaty se liší [40]. Nádorově spe-
cifi cké změny glykanových struktur by 

zuje struktury považované za významné 
z hlediska rozdělení skupin pacientů.

V různých profi lovacích studiích (mi-
kročipová CE s  laserově indukovanou 
fl uo rescenční detekcí) sér pacientek s ra-
kovinou vaječníků  [36] byl rovněž pro-
kázán význam použití počítačových 
technik pro rozeznávání vzorů při práci 
s komplexními daty (obr. 4). V tomto pří-
padě glykanové mapy založené na CE se 
celkem zřetelně seskupují do odlišných 
kohortních skupin. Postupy založené na 
CE mikročipech tak vykazují značný po-
tenciál pro budoucí klinické využití.

Přestože je většina aplikací glykomiky 
ve výzkumu rakoviny založena na ana-
lýze malých objemů krevního séra nebo 
plazmy (často jde o vzorky s objemem 
1  μl), může být glykomické profi lování 
aplikováno také na jiné bio logické mate-
riály, např. tekutiny z cyst [37] nebo bu-
něčné nádorové linie  [38], je však po-
třeba modifi kovat protokol extrakce.

rakovina vaje ník

po chemoterapii
kontroly

Obr. 4. PCA statistické vyhodnocení glykanových map získaných po separaci kapilární 

elektroforézou umožňuje rozdělení vzorků do odlišných kohortních skupin (stejné 

skupiny pacientek a kontrol jako u obr. 3). Převzato z [13].
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povrchů a metod imobilizace, byly v lite-
ratuře již prodiskutovány [53– 55]. Využití 
glykanových čipů představuje velký po-
tenciál pro sérologickou detekci nádoru. 
Je však zřejmé, že komplexní data zís-
kaná z  proteinových interakcí vyžadují 
použití sofi stikovaných výpočetních ná-
strojů a algoritmů [56,57].

Lektinové čipy představují další va-
riantu čipové technologie vhodné pro 
mapování bio logických vzorků na pří-
tomnost glykanových epitopů. Bylo pro-
kázáno, že lektiny získané z rostlin vyka-
zují vyšší selektivitu a  vazebnou afi nitu 
k určitým typům glykanů než lektiny re-
kombinantní. Pouze několik málo lektinů 
bylo uvedeno v článku z roku 2005 [58], 
avšak technologický pokrok  [59] umož-
ňuje podstatně zvýšit počet dostupných 
lektinů a v nedávno uveřejněných publi-
kacích byly popsány aplikace lektinových 
čipů i ve výzkumu rakoviny [60,61]. V nej-
bližší budoucnosti se předpokládá do-
stupnost lektinů s  lepšími specifi citami. 
Mohou to být rekombinantní proteiny 
a  anti-glykanové protilátky, které více 
zpřístupní lektinové čipy a jejich širší apli-
kaci. Podobně i glykanové čipy jsou větši-
nou limitovány dostupností syntetických 
glykanů, i když nedávné pokroky v syn-
téze sacharidů [62] a optimalizace purifi -
kace neobvyklých glykanů z bio logických 
zdrojů [63] mohou výrazně obohatit vyu-
žití současných čipových postupů.

Závěr

Metody systémové bio logie přispívají 
k  objasnění původu lidských nemocí 
včetně rakoviny. Informace získané z růz-
ných studií vedou k vývoji dia gnostiky, 
prognostiky a  nových strategií léčby. 
Relativně nedávné poznatky ve výzkumu 
rakoviny jsou velkou měrou založeny na 
genomických a  proteomických postu-
pech, glykomických a glykoproteomic-
kých měřeních a vykazují značný poten-
ciál pro budoucí směr bádání. I když se 
v oblasti glykoproteomiky a glykomiky 
vyskytuje celá řada metodologických 
problémů, doposud dosažené výsledky 
naznačují značný potenciál při léčbě ně-
kte rých typů rakoviny.

Poděkování patří Mgr. Evě Micha-
lové a Mgr. Marianě Pjechové za textové 
korekce.

vých kontrol bylo pomocí lektinů z obil-
ných klíčků (wheat germ agglutinin – 
WGA) z  odebraných sér identifi kováno 
39  glykoproteinů vykazujících rozdílné 
zastoupení mezi sledovanými skupi-
nami. Byly nalezeny tři glykoproteiny ve 
zvýšené koncentraci (adiponektin, ceru-
loplasmin a glykofosfatidyl- inositol- 80) 
a dva glykoproteiny ve snížené koncen-
traci (cyclin H a  Fyt) přímo související 
s  vývojem adenokarcinomu plic, které 
by mohly být užitečné pro včasnou de-
tekci onemocnění nebo sledování jeho 
progrese [47].

Pomocí vhodně zacílené lektinové ex-
trakce byly identifi kovány hyper-fukosy-
lované proteiny, např. hemopoexin [48], 
využitelné v  dia gnostice onemocnění. 
Třetí přístup vhodný pro účely glykopro-
teomiky je použití komerčně vyráběných 
mikrokolon Nukleosil 4000- 7  (Mache-
rey- Nagel GmbH & Co., Germany), které 
fungují na principu aniontového výmě-
níku pro separaci proteinů a  peptidů. 
Vhodnost mikrokolon je dána přede-
vším chemickou inertností vůči zkouma-
nému vzorku (nedochází k nespecifi cké 
adsorpci jiných proteinů), kompaktností 
při užití HPLC (high performance liquid 
chromatography) a  v  neposlední řadě 
i  velkým poměrem povrchu k  objemu 
i pevností SiO2 [49].

Čipové technologie

V mnoha oblastech bio logie a  medi-
cíny je důležité pochopení interakcí gly-
kan- protein. K  tomu slouží glykanové 
mikročipy, které na svém povrchu nesou 
ucelené sety (knihovny) glykanů [50– 52]. 
Formát mikročipů umožňuje rychlou a si-
multánní analýzu afi nity glykan- protein 
velkého množství odvozených glykano-
vých struktur. Při použití tohoto přístupu 
mohou být stovky syntetických glykanů 
vloženy a imobilizovány na mikročipech 
a poté použity pro mapování glykopro-
teinů v bio logických materiálech včetně 
detekce anti-glykanových protilátek 
v séru. K imobilizaci mohou alternativně 
posloužit i  glykany izolované z  přírod-
ních zdrojů. Pak probíhá nejčastěji de-
tekce fl uorescenčně značených proteinů 
vázaných na povrchu terčíků s  násled-
nou kvantifi kací fl uorescenčním skene-
rem. Různé charakteristiky glykanových 
čipů, včetně konstrukčních prvků, typů 
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