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Souhrn

Glykomika a glykoproteomika predstavuji relativné nové sméry pro analyzy komplexnich bio-
logickych vzork( a jejich dllezZitost neustale roste. Tyto oblasti jsou komplementérni k dalSim
zavedenym pfistupdim, napf. ke genomickému profilovani a proteomice. Glykoproteiny jsou
stéle vice uznavany jako dllezité molekuly ucastnici se bunécnych interakci a adhezi. Vyskyt
strukturnich zmén v glykanovych castech se zda byt typicky pro rlizné typy rakoviny. Nésle-
dujici souhrn se zabyva aktudinimi trendy v glykomickém profilovani a glykoproteomickém
vyzkumu biologickych tekutin a tkdni se zaméfenim na rakovinu. Pouzité metody jsou zaloZeny
na principech kapilarnich separacnich technik, hmotnostni spektrometrie a glykanovych a lek-
tinovych cipl. Vsechny zminéné metody maji znacny potencial pro vyuziti v diagnostickych
a prediktivnich vy3etienich.
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Summary

Glycomics and glycoproteomics represent relatively new directions in detail analyses of com-
plex biological media. These areas of increasing importance to cancer research complement
the more established genomic profiling and proteomics. Glycoproteins are being increasingly
recognized as important in cellular interactions and adhesion. Structural alterations of their
glycan moieties seem to occur in different cancer conditions. We review current directions in
glycomic profiling and glycoproteomic investigations of biological fluids 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 diagnostic and pro-
gnostic measurements.
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Uvod

Biomolekuly obsahujici sacharidy maji
Cetné biologické funkce v rliznych bun-
kach [1]. V procesu zndmém jako glyko-
sylace dochazi k pfipojeni sacharidovych
struktur k lipidm a proteinlim za vzniku
glykolipidd a glykoprotein(. Glykanové
struktury dodavaji biomolekuldm vy-
soky stupen strukturni diverzity a mno-
hostranné biologické funkce. Glyko-
proteiny a glykolipidy lokalizované na
bunécné membrané se podileji na bu-
nécném rozpoznavani a adhezi, zatimco
dalsi proteiny, lokalizované uvnitf buriky
nesouci malé sacharidové jednotky se
¢asto zapojuji v kaskddach signélnich
drah. S fadou protein, které jsou v bu-
nécném prostoru glykosylovany, mize
dojit k riznorodym zménam ve slozeni
glykanové ¢asti za rdznych biologickych

okolnosti. Sacharidy jsou biosynteticky
mnohostranné molekuly z hlediska je-
jich strukturnich parametr(, jako je
napf. fetézeni se ¢i vyskyt rznych gly-
kosidickych vazeb. Hlavni funkce gly-
kanl v bunce jsou zndzornény na obr. 1.
Strukturni vlastnosti glykant a jejich
mnozstvi na povrchu membrany urcuji
adhezni vlastnosti bunék zaloZzené nain-
terakci sacharid-protein a tyto vlastnosti
mohou byt zménény béhem onemoc-
néni. Nddorové bujeni a metastatické
procesy by tedy alespon ¢aste¢né mohly
byt vysvétleny témito biomolekuldrnimi
interakcemi a procesy.

Studiem biologickych procest na bu-
nécné a molekularni drovni, do nichz
jsou zapojeny sacharidy, se zabyva
glykobiologie. Jiz pfed mnoha desitkami
let bylo pozorovano spojeni mezi rako-

vinou a glykosylovanymi strukturami
tfeba v rozdilné aglutinaci normalnich
a nadorovych bunék [2]. Vyznam glyko-
sylace u rakoviny je v posledni dobé in-
tenzivné zkouman [3-6] s ohledem na
pokrocilé strukturni znalosti studova-
nych systém. | kdyz dfivéjsi studie gly-
kosylace poukdzaly na jeji vztah k ra-
koviné a zjevny vyznam i potencial pro
vyuziti v onkologickém vyzkumu a praxi,
drivéjsi prace byly omezeny na pomérné
maly pocet specializovanych laboratofi.
Hlavni ddvod této situace byly metodo-
logické problémy pfi identifikaci abe-
rantnich glykokonjugatli a jejich mé-
feni s vysokou citlivosti. Dalsi komplikaci
byla komplexnost a neznalost procesu,
kterym je biosyntéza glykanl Fizena.
Nicméné s rychlym pokrokem v rdmci
L~omics” vyvijenych technologii jsou
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Obr. 1. Na obrazku je znazornéna lokalizace glykan v membrané, cytosolu a jadie burky.
Zaroven jsou zobrazeny funkce téchto glykan( a souvislost s jejich strukturnimi vlastnostmi. Pfevzato a upraveno z [1].
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v soucasné dobé rozvijeny oblasti glyko-
proteomiky zabyvajici se studiem glyko-
konjugatl napf. glykoprotein(, glykoli-
pid{ a glykomiky, kterd se zaméfuje na
studium sacharidovych slozek [7,8]. Tyto
pokrocilé techniky se stale vice uplatnuji
pfi fedeni fady otazek tykajicich se dal-
s$iho rozvoje vyzkumu rakoviny.

Metodické pokroky ve vyzkumu
glykobiologie byly v posledni dobé
zhodnoceny Narodni radou pro vy-
zkum ve zpravé pro americkou vladu [9].
Zprava obsahuje naléhavé sdéleni vybi-
zejici ke koordinaci vyzkumnych praco-
vist v této oblasti, nebot glykokonjugaty
hraji rozhodujici roli v mnoha oblastech
lidského zdravi, v¢etné zanétlivych one-
mocnéni a rakoviny. Pfedpoklada se, ze
vysledky sou¢asného vyzkumu v nddo-
rové glykobiologii pfinesou identifikaci
novych biomarkerd vhodnych nejen
pro vcasnou diagnostiku a prognostiku
onemocnéni, ale také pro potencialni
vyvoj novych farmaceutickych pfistup
k 1é¢bé onemocnéni.

Tento ¢lanek hodnoti soucasné po-
kroky v glykomice a glykoproteomice
zaméfené na hledani biomarkerd rako-
viny a poukazuje na rozdily v expresi
sacharidovych struktur, které mohou
pomoci rozlisit nddorové buriky od nor-
malnich. Hlubsi poznatky o glykomu ra-
koviny mohou rovnéz vést k novym zpu-
soblm Iécby [10].

Soucasné pokroky v systémové
glykobiologii
Biologické vzorky, jako je krevni sérum,
cysticka tekutina, tkanové bunky atd.,
jsou typické materidly pouzité pro kli-
nicky relevantni méfenii pro vyzkum no-
vych nadorovych biomarkerd. Jsou zdro-
jem proteind a rGznych metabolickych
produktd pfitomnych ve velmi rozdil-
nych koncentracich a formach. Pfi téchto
typech analyz viak vyvstavaji nasledujici
otazky, na néz soucasna véda hleda od-
povédi. Které slozky jsou ale nejvhod-
néjsi pro diagnostiku a prognostiku?
Jsou specifické pro rlizné typy nadord
a stadium jejich progrese? Jak tézké je
bude analyzovat?

| kdyz je jiz prokazano, ze naddorové
buniky se vyznacuji neobvyklymi typy
glykosylaci, neni zndmo, jakym zpU-
sobem se to projevi v biologickych te-

kutindch. Soucasny vyzkum ukézal
nékteré rozdily na urovni glykopro-
teind - tvorbé glykant v rGznych typech
nadord [11-15]. Nicméné neni stale
jasné, které proteiny nesou tyto modi-
fikace, protoZe ve vyse uvedenych stu-
diich byly méfeny glykany, jez byly en-
zymaticky nebo chemicky odstépeny
z biologickych vzorkd. Neni také zatim
ovéreno, zda mohou mit namérené roz-
dily v glykomickych profilech nadorové
tkdné nebo okolni tkané &i nékterych
glykoproteinech pfitomnych v obého-
vém systému souvislost s imunitni od-
povédi organizmu anebo s procesem z&-
nétlivé ¢i akutni faze. Presna glykomicka
méreni tedy predstavuji prvni krok ve
strategii glykoproteomického vyzkumu,
jehoz cilem je identifikace a strukturni
charakterizace biomarkert z fad mole-
kul glykoprotein(.

Vsechny rychle se rozvijejici ,omics”
pfistupy poskytuji komplexni analyticka
data, kterd musi byt v kone¢ném du-
sledku redukovéna a srozumitelné in-
terpretovdna, aby v tomto sméru umoz-
nila vyvoj jednoduchych detekénich
postupl pfijatelnych pro pouziti v kli-
nické praxi. Na druhé strané zpraco-
vani takovych dat vyZaduje vykonné
vypocetni nastroje (bioinformatiku) a je-
jich vyvoj v oblasti glykomiky a glyko-
proteomiky je taktéz centrem mezina-
rodniho Usili [16]. Analytické postupy
glykomiky a glykoproteomiky, podrob-
néji popsané nize, jsou primarné zalo-
zeny na metodach kapilarni kapalinové
chromatografie, kapilarni elektroforézy
a rtznych typd hmotnostni spektrome-
trie. Spolec¢né predstavuji G¢inny pristup
pro analyzu komplexnich biologickych
smési umoznujici odhalit rozdily na mo-
lekularni Grovni mezi fyziologickou a pa-
tologickou homeostdzou. Biochemicka
individualita rlznych pacientt [17] spo-
jend se statisticky vyznamnymi rozdily
ve slozité strukture protein( ¢i metabo-
litd mérenych ve vzorcich ziskanych od
rdznych jedincl musi byt statisticky vy-
hodnocena v duchu systémové bio-
logie, aby mohly byt ziskany onkolo-
gicky relevantni informace z extrémné
komplexniho pozadi, z tzv. biologického
Sumu. Statistické hodnoceni definova-
nych skupin mize pomoci vytvofit cha-
rakteristické ,glykorysy” nebo vzory

kvantitativné odlisnych glykan@ v ramci
strukturni skupiny (v zavislosti na sub-
stituci sacharidu ¢i jeho vétveni, vazby
atd.).

Jestlize glykany s pfislusnou struktu-
rou nebo typem struktury mohou samy
o sobé poskytovat diagnosticky dulezité
informace, je zaroven rozumné zvazit je-
jich strukturni a/nebo funkéni vztahy
k jejich vazebnym proteinovym partne-
rim. Stejné jako je dnes jasné, ze v sé-
rech pacientl s rakovinou jsou pfitomny
protilatky, které se mohou vazat ke gly-
kantim a nékterym glykoproteindim [18],
pak i detekce anti-rakovinnych glyko-
konjugatovych protilatek v sérech pa-
cientll maze byt v budoucnosti dulezita
pro diagnostické a prognostické me-
tody. Popularni aplikaci téchto principt
jsou glykanové cipy [19,20], o kterych
bude pojednano pozdé;ji.

Na rozdil od biologickych mecha-
nizmU, které udavaji strukturu, funkci
a informacni obsah nukleovych kyselin
a proteind, je biosyntéza glykant kom-
plexni beztemplatovy proces, ve kterém
pocet a enzymaticka aktivita glykosyl-
transferaz a glykosylhydrolaz (lokalizo-
vanych v rliznych specifickych bunéc¢-
nych organeldch) mohou vzdjemné
spolupracovat. | kdyZ mnohé geny sou-
visejici s glykany byly dikladné prostu-
dovany [21], mnohem obsahlejsi infor-
mace o glykomu (souhrn glykanovych
struktur v proteomu) byly ziskany ze sou-
¢asnych studii. Ve svétle dnesnich védo-
mosti o nadorové glykobiologii [22,23]
je nutné zvazit i provedeni dalsich roz-
sahlych transkriptomovych profilovani.

Vyznam glykosylovanych struktur
v mnohych slozitych funkcich imunit-
niho systému je v soucasnosti pomérné
dobfe znam [24,25]. Rlizné typy bunék
nesouci glykoproteiny s N-a O-vdzanymi
glykany se ucastni pfirozené i adaptivni
imunity, vyznamné zmény ve strukture
oligosacharidu jsou spojeny s bunéénou
diferenciaci, aktivaci a smrti. Buné¢né
rozpozndavani a vazba kli¢ovych proteint
(zndmych jako ,siglecs” — imunoglobu-
lin typu lektin vazajici sialovou kyse-
linu, lektiny C-typu a galektiny) zahrnuji
zmény v sialylaci a fukosylaci v imunolo-
gicky aktivnich burikdch. Zatimco zanét,
rakovina a imunologické procesy jsou
propojeny v soubor komplexnich mo-
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Obr. 2. Glykanového profilovani vzorki sér pacientek s nadorem vajec¢nika.

Spektra byla ziskdna z hmotnostniho spektrometru s MALDI ionizaci. Ve vyfezu spektra jsou zajimavé hybridni glykanové tfiantenni struk-
tury obsahujici N-acetyl-glukosamin nahrazujici manosu pfipojeny na jadro N-glykant. Podle téchto hybridnich struktur glykand Ize roz-
délit pacientky do definovanych skupin. Pfevzato z [13].

lekuldrnich a bunécnych interakci [26],
monitorovéni hladin glykand a/nebo
klicovych glykopeptid(i v télnich teku-
tinach je stadle vyznamné pro moleku-
larni onkologii. Glykanové profilovani
a glykoproteomicky vyzkum tak dopl-
nuji zavedené ,omics” pfistupy, jako je
genomika, proteomika a metabolomika,
a spolec¢né s interaktivnim vyuzitim gly-
koproteomiky a bioinformatickych na-
stroju systémové biologie predstavuji
znacny potencidl pro vyzkum rakoviny.

Glykomické profilovani
biologickych tekutin a tkani
Zamérem glykomického profilovani je
zobrazit co nejvice strukturné odlidnych
glykanovych typli a zméit jejich rela-

tivni koncentrace v biologickych vzor-
cich. To je v soucasnosti relativné jedno-
duchy ukol, pokud je vzorkem izolovany
glykoprotein. Jedna-li se oviem o mé-
feni glykanovych profili ve smési gly-
koprotein(l, napf. krevni sérum nebo
plazmatickych proteind, jde o ukol tech-
nicky mnohem néro¢néjsi. A to zejména
pokud jde o velmi citlivé méreni (nizsi
nez pikomolarni mnozstvi), nebot stan-
dardni obsah glykoproteinl v séru je
odhadovén pfiblizné na 1 % [27]. Pfed
vlastni analyzou (kapalinova chromato-
grafie, hmotnostni spektrometrie nebo
kapilarni elektroforéza) musi byt gly-
kany uvolnény a extrahovany z pfislus-
nych protein(l a separovany od ostat-
nich interferujicich latek. Selektivita

a citlivost dalSich méreni jsou casto zvy-
Sovany vhodnou mikrochemickou mo-
difikaci glykanovych analytd. Zatimco
doposud nebyly vyvinuty zadné obecné
protokoly tykajici se glykomického pro-
filovéani, pfednimi glykobiologickymi la-
boratofemi jsou publikovany pouze
vlastni metody (jejich prehled je uveden
v [28]). Profilovani N-glykanG a O-gly-
kanl se lisi typem uvolnovani glykant
z proteinl — enzymatické stépeni se pou-
ziva pro N-glykany, zatimco O-glykany
vyzaduji uvolnéni pomoci mikrochemic-
kych postupt. V praxi se komparativni
glykomické profilovani s vyhodnoco-
vani dat od zdravych a nemocnych pfi-
i3 nelidi od jinych pfistupt pouzivanych
v systémové biologii a ,omics” techni-
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kach. Glykomika ma nékolik vyhod ve
srovnani s proteomikou - ,uzsi” dyna-
mické rozpéti koncentraci (~10° u glyko-
miky a 108-10'° u proteomiky) a rychlejsi
analytické postupy s moznosti sesta-
veni do multiplexu, ve kterém lIze sledo-
vat vice signald najednou. Pfi kompara-
tivnich studiich nadorovych biomarkert
je vsak nezbytné zajistit reprodukovatel-
nost ve viech jednotlivych analytickych
krocich: 1. uvolnéni glykan, 2. extrakce
a purifikace, 3. derivatizace a 4. vlastni
profilovaci méreni. Derivatizace glykant
spociva v nahrazeni vodikd za metylové
skupiny, coz je velmi vyhodné pro mé-
feni na hmotnostnich spektrometrech,
kde takto upravené glykany snadnéji
ionizuji.

Tti hlavni pfistupy jsou pouzivany
v glykomickém profilovani: 1. hmot-
nostni spektrometrie (mass spectrome-
try — MS), 2. kapalinova chromatografie
(liquid chromatography - LC) s fluo-
rescencni detekci a 3. kapilarni elektro-
foréza (capillary electrophoresis — CE)
s laserové indukovanou fluorescen¢ni
detekci. MS analyza mlze nebo ne-
musi pouzivat derivatizaci vzorkd, i kdyz
bylo mnohokréat prokazéno, Zze perme-
tylace na pevné fazi [29] pfindsi jasné
vyhody co do zvysené citlivosti a zahr-
nuti neutrdlnich i kyselych glykanovych
struktur v jednom analytickém méfeni.
RUzné detekéni strategie pro LC a CE vy-
uzivaji mikrochemické navazani fluoro-
foru ke glykanim, které jinak neobsa-
huji jednoduse detekovatelné motivy ve
svych molekuldch. Prostfednictvim roz-
liseni glykant v ¢ase a prostoru mohou
nékteré LC a CE pfistupy rozlisit glyka-
nové izomery, napf. u izomerické sialy-
lace a fukosylace, coz se zda byt velmi
dulezité pfi objevovani nadorovych bio-
markerd. V soucasné dobé je znacné na-
rocné rozlisit glykanové izomery pouzi-
tim technik zaloZzenych pouze na MS.

Dalezité kritérium pfi vybéru metody
pro glykanové profilovani je pocet profi-
lovych komponent, které mohou byt pra-
videlné monitorovany s dobrou citlivosti
a reprodukovatelnosti. Zatimco LC/fluo-
rescencni detekce je Siroce a Uspésné
pouzivana na mnohych vzorcich v rdmci
studii tykajicich se dédi¢nosti a chorob
v rliznych lidskych populacich [30,31],
vseobecny postup profilovani je omezen
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Obr. 3. Statisticka analyza N-vazanych tfiantennich glykant pfitomnych v sérech pa-
cientek s rakovinou vajecnik{, pacientek se stejnym onemocnénim po chemoterapii a

s kontrolnimi jedinci. Pfevzato z [13].

na hlavni glykany uvolnéné z imunoglo-
bulin{ a jinych proteinl pfitomnych v lid-
ském séru ve vyssich koncentracich. Tyto
glykany pak musi byt strukturné ovéreny
pomoci MS. Naopak metody zaloZzené
na MS principech mohou zméfit okolo
100 glykanovych struktur a identifikovat
je z jejich charakteristickych spekter [7].
Pomoci nejpokrocilejSich CE postupt je
mozno rutinné monitorovat podobné
mnozstvi glykan(, i kdyz jesté ne vsechny
profily glykanovych komponent byly po-
zitivné identifikovany.

Ve studiich rakoviny bylo glykomické
profilovani zaloZzené na MS s vyuzitim io-
nizace/desorpce laserem za pfitomnosti
matrice (matrix-assisted laser desorp-
tion-ionization —- MALDI) Uspésné apliko-
vano pfi studiu glykanovych smési z me-
tastatickych karcinomi prostaty [11].
Ukézalo se rovnéz byt slibnym pfistu-
pem pfi ureni stadia nadorového one-
mocnéni mlé¢né Zlazy [32] a zvyraz-
nilo dalsi glykanové profily u rakoviny
jicnu [33], jater [12,34], vaje¢nik( [13],
plic [14] a tlustého stfeva [15]. Pfiklady
glykanového profilovéani vzork( sér po-
chazejicich od pacientek s nadorem va-
je¢nikl zalozeného na MALDI/MS jsou
znazornény na obr. 2, 3.

| kdyz jsou vzorky sér jednotlivych
pacientek profilované, kvantifikované
a normalizované pomoci standardd,
kazdy normalizovany profil reprezentuje
urcity vzor (pfiklad je uveden na obr. 2),
ktery je statisticky porovnavan s jinymi
zaznamy dané skupiny a séry z kontrolni
skupiny bez diagnostikovaného zkou-
maného onemocnéni u stejného véku
pacient(. Glykanové vzory jsou nasledné
statisticky hodnoceny pomoci chemo-
metrickych postup(, napt. analyza hlav-
nich komponent a ndhodnd strategie
vzorkl s rekurzivnim vybérem funkce
zaloZzenym na podpurnych vektorovych
pfistrojich [35]. Vybrané komponenty
nebo skupiny glykant mohou byt pro
jednotlivé skupiny pacient(l dale evaluo-
vany pomoci statisticky relevantnich kri-
térii spole¢nych pro klinické laboratore,
napf. p-hodnoty nebo ROC analyza (re-
ceiver operating characteristic AUC).
To ilustruje obr. 3 v rdmci srovnani sku-
pin 19 pacientek s rakovinou vaje¢nikd,
11 pacientek se stejnym onemocnénim
po chemoterapii [13]a 20 kontrolnimi je-
dinci. Srovnani na obr. 3 se vztahuje na
N-vazané tfiantenni glykany, které odli-
Suji zdravé jedince od pacientek s rakovi-
nou. VloZeny vyfez spektra v obr. 2 uka-
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Obr. 4. PCA statistické vyhodnoceni glykanovych map ziskanych po separaci kapilarni
elektroforézou umoziuje rozdéleni vzorki do odlisnych kohortnich skupin (stejné
skupiny pacientek a kontrol jako u obr. 3). Pfevzato z [13].

zuje struktury povazované za vyznamné
z hlediska rozdéleni skupin pacienta.

V rlznych profilovacich studiich (mi-
kroCipova CE s laserové indukovanou
fluorescencni detekci) sér pacientek s ra-
kovinou vajec¢nikd [36] byl rovnéz pro-
kdzdn vyznam pouziti pocitacovych
technik pro rozezndvani vzord pfi préci
s komplexnimi daty (obr. 4). V tomto pfi-
padé glykanové mapy zaloZené na CE se
celkem zfetelné seskupuji do odlisnych
kohortnich skupin. Postupy zaloZené na
CE mikrocipech tak vykazuji zna¢ny po-
tencidl pro budouci klinické vyuziti.

PrestoZe je vétsina aplikaci glykomiky
ve vyzkumu rakoviny zaloZena na ana-
lyze malych objem krevniho séra nebo
plazmy (¢asto jde o vzorky s objemem
1 ul), maze byt glykomické profilovani
aplikovano také na jiné biologické mate-
ridly, napf. tekutiny z cyst [37] nebo bu-
nécné nadorové linie [38], je viak po-
treba modifikovat protokol extrakce.

Obohacovaci techniky

a glykoproteomické pristupy

Je znamo, zZe glykosyla¢ni profily se vy-
znamné méni pfi ontogenezi, treba zvy-
$ena aktivita N-acetylglukosaminyltrans-
ferdzy V (enzym zodpovédny za tvorbu
vétvenych N-vézanych glykan() byva
spojovana s nddorovou invazi a me-
tastazovanim urcitych typG nadort [39].
Predpoklada se, ze glykoproteiny vylu-
¢ované nadory mohou byt pouzity jako
potencidlni diagnostické markery. Jeden
z nejlépe definovanych biomarkerd ra-
koviny je PSA (prostaticky specificky an-
tigen), glykoprotein s jednim defino-
vanym N-vdzanym mistem glykanové
substituce, jez je primarné vylucovéan
prostatickymi epitelidlnimi bunkami
do semenné plazmy. Bylo prokazano,
ze glykanova cast u zdravych jedincl
a pacientl s diagnostikovanou rakovi-
nou prostaty se lisi [40]. Nadorové spe-
cifické zmény glykanovych struktur by

mohly byt déale vyuzity pro nadorovou
imunoterapii. Za pfiklad mGze poslou-
Zit jejich pouziti jako epitopll pro tera-
peutické monoklondlni protilatky [41].
Vyznamnou mérou se na ziskavani no-
vych poznatkd podileji metodiky oboha-
cenivzorku o glykoproteiny, které se opi-
raji o tfi zakladni pfistupy: 1. chemické
metody, 2. lektinovou afinitni chromato-
grafii a 3. adsorpci na modifikovany kre-
menny povrch [42].

Chemické metody jsou prezentovény
dvéma pfistupy: 1. hydrazidovou chemii
a 2. chemii kyseliny borité. Oba pfistupy
vyuzivaji pfitomnosti cis-diold v mono-
sacharidech. Metodika hydrazidové che-
mie spociva v oxidaci NalO, cis-diold na
aldehydy, na které jsou nasledné kova-
lentné vazany funkéni partikule s hyd-
razidovou skupinou. Takto oznacené
glykoproteiny jsou pak in situ Stépeny
trypsinem, zatimco neglykosylované
i nenavazané proteiny jsou promytim
odstranény. Poslednim krokem je uvol-
néni proteinové casti glykoproteinu po-
moci enzymu PNGasy F a analyza na
LC-MS/MS. Metodika kyseliny borité je
zaloZena na jeji schopnosti vytvaret he-
terocyklické diestery pro kovalentni za-
chyceni glykoproteind nasledované
eluci okyselenim [43].

S vyuzitim hydrazidové chemie byly
analyzovany vzorky pleurdlniho vypotku
pacientl s rakovinou plic. | pres nizké
koncentracni rozmezi proteind, které se
pohybovalo v fadech pg/ml az ng/ml,
se podarilo identifikovat nékolik pro-
teinl (napf. CA-125, CD44 nebo CD166)
spojenych s progresi nadoru nebo jeho
schopnosti metastazovat [44].

Lektiny pfedstavuji Sirokou skupinu
proteinl velmi specificky se vazajicich
na vybrané monosacharidové zbytky
nebo jejich funkéni skupiny [45]. Prin-
cip lektinové afinitni chromatogra-
fie spocivd v zakotveni vybranych lek-
tind na pevny nosi¢, kterym muze byt
agardza, magnetické partikule, ¢ipy, si-
lika a dalsi materidly [46], a nasledné se-
paraci glykand z komplexni biologické
smési. Rada soucasnych studii proka-
zala, Ze glykoproteiny ovliviujici nddo-
rova onemocnéni mohou byt identifi-
kovany pfimo ze séra nebo z plazmy. Pfi
srovnavaci studii glykosyla¢niho profilu
jedincl s adenokarcinomem plic a zdra-
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vych kontrol bylo pomoci lektinG z obil-
nych klickd (wheat germ agglutinin -
WGA) z odebranych sér identifikovano
39 glykoproteint vykazujicich rozdilné
zastoupeni mezi sledovanymi skupi-
nami. Byly nalezeny tfi glykoproteiny ve
zvysené koncentraci (adiponektin, ceru-
loplasmin a glykofosfatidyl-inositol-80)
a dva glykoproteiny ve snizené koncen-
traci (cyclin H a Fyt) pfimo souvisejici
s vyvojem adenokarcinomu plic, které
by mohly byt uZite¢né pro v¢asnou de-
tekci onemocnéni nebo sledovani jeho
progrese [47].

Pomoci vhodné zacilené lektinové ex-
trakce byly identifikovény hyper-fukosy-
lované proteiny, napt. hemopoexin [48],
vyuzitelné v diagnostice onemocnéni.
Teti pfistup vhodny pro Gcely glykopro-
teomiky je pouziti komercné vyrabénych
mikrokolon Nukleosil 4000-7 (Mache-
rey-Nagel GmbH & Co., Germany), které
funguji na principu aniontového vymeé-
niku pro separaci proteinl a peptidd.
Vhodnost mikrokolon je dana prede-
viim chemickou inertnosti vi¢i zkouma-
nému vzorku (nedochdzi k nespecifické
adsorpci jinych protein(), kompaktnosti
pfi uziti HPLC (high performance liquid
chromatography) a v neposledni fadé
i velkym pomérem povrchu k objemu
i pevnosti SiO, [49].

Cipové technologie

V mnoha oblastech biologie a medi-
ciny je dudlezité pochopeni interakci gly-
kan-protein. K tomu slouzi glykanové
mikrocipy, které na svém povrchu nesou
ucelené sety (knihovny) glykant [50-52].
Format mikrocipd umoznuje rychlou a si-
multanni analyzu afinity glykan-protein
velkého mnozZstvi odvozenych glykano-
vych struktur. Pfi pouziti tohoto pfistupu
mohou byt stovky syntetickych glykant
vloZeny a imobilizovany na mikrocipech
a poté pouzity pro mapovani glykopro-
tein( v biologickych materidlech vcetné
detekce anti-glykanovych protildtek
v séru. K imobilizaci mohou alternativné
poslouzit i glykany izolované z pfirod-
nich zdrojd. Pak probihd nejcastéji de-
tekce fluorescen¢né znacenych protein(
vazanych na povrchu tercikl s nasled-
nou kvantifikaci fluorescen¢nim skene-
rem. Rizné charakteristiky glykanovych
¢ipd, veetné konstrukénich prvkd, typl

povrchl a metod imobilizace, byly v lite-
ratufe jiz prodiskutovany [53-55]. Vyuziti
glykanovych cipl predstavuje velky po-
tencidl pro sérologickou detekci nddoru.
Je vsak ziejmé, Ze komplexni data zis-
kand z proteinovych interakci vyzaduji
pouziti sofistikovanych vypocetnich na-
stroju a algoritmu [56,571.

Lektinové Cipy predstavuji dalsi va-
riantu cipové technologie vhodné pro
mapovani biologickych vzorkd na pfi-
tomnost glykanovych epitopU. Bylo pro-
kazano, Ze lektiny ziskané z rostlin vyka-
zuji vyssi selektivitu a vazebnou afinitu
k ur¢itym typlm glykand nez lektiny re-
kombinantni. Pouze nékolik malo lektinl
bylo uvedeno v ¢lanku z roku 2005 [58],
avsak technologicky pokrok [59] umoz-
nuje podstatné zvysit pocet dostupnych
lektini a v nedavno uverejnénych publi-
kacich byly popsany aplikace lektinovych
CipC i ve vyzkumu rakoviny [60,61].V nej-
blizsi budoucnosti se predpoklada do-
stupnost lektin{ s lepSimi specificitami.
Mohou to byt rekombinantni proteiny
a anti-glykanové protilatky, které vice
zpfistupni lektinové ¢ipy a jejich Sirsi apli-
kaci. Podobné i glykanové Cipy jsou vétsi-
nou limitovany dostupnosti syntetickych
glykand, i kdyz nedavné pokroky v syn-
téze sacharidl [62] a optimalizace purifi-
kace neobvyklych glykan( z biologickych
zdrojd [63] mohou vyrazné obohatit vyu-
Ziti soucasnych ¢ipovych postupt.

Zaveér
Metody systémové biologie pfispivaji
k objasnéni ptvodu lidskych nemoci
vcetné rakoviny. Informace ziskané z rGz-
nych studii vedou k vyvoji diagnostiky,
prognostiky a novych strategii 1écby.
Relativné nedavné poznatky ve vyzkumu
rakoviny jsou velkou mérou zalozeny na
genomickych a proteomickych postu-
pech, glykomickych a glykoproteomic-
kych mérenich a vykazuji zna¢ny poten-
cidl pro budouci smér badani. | kdyz se
v oblasti glykoproteomiky a glykomiky
vyskytuje celd fada metodologickych
problému, doposud dosazené vysledky
naznacuji znac¢ny potencial pfi |é¢bé né-
kterych typu rakoviny.

Podékovani patii Mgr. Evé Micha-

lové a Mgr. Mariané Pjechové za textové
korekce.
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