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1. Uvod

V analdgii s gendomom, transkriptonom ¢i proteo-
mom, pojem ,,glykom® reprezentuje subor vsetkych glyka-
nov (glykan = komplexny sacharid naviazany na iné bio-
molekuly ako proteiny a lipidy) produkovanych bunkami,
tkanivami, alebo organizmami za stanovenych podmienok.
,,Glykomiku® mozno teda definovat’ ako vednu disciplinu,
ktora sa zaobera systematickou analyzou glykomu'. Obi-
dva tieto pojmy sa prvykrat objavili v literatire az
v neskorych 90. rokoch, pretoze pozornost’ badatel'ov bola
upriamena na $tidium nukleovych kyselin a proteinov?.
V minulosti boli glykany (sacharidy) povazované najma za
zdroj energie, no v sti€asnosti sa vie, ze st neoddelitelnou
sucastou mnohych dolezitych biologickych procesov.
Okrem toho, genomika a proteomika nedokaze zodpove-
dat mnozstvo fundamentalnych otazok spojenych
s fyziologiou a patofyziologiou bunky”.

Glykany, ako informac¢né molekuly, maja vacsi potencial
v porovnani s DNA alebo peptidmi. Su tvorené Sirokou
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paletou monosacharidovych jednotiek, ktoré mézu vytva-
rat’ rozmanité linedrne ¢i vetvené Struktiry. NavySe, moz-
nost’ existencie dvoch anomérnych §truktir, tvorba retaz-
cov prostrednictvom rdznych vdzobnych pozicii, zmena
velkosti kruhu tak ako aj adicia substituentov acetylaciou,
fosforylaciou alebo sulfataciou sa podiela na enormnej
diverzite vyslednych glykozylovanych makromolekil®.
Napriklad, teoreticky pocet vSetkych moznych hexamérov
pre glykany (1,44-10") je radovo omnoho vacsi
v porovnani s peptidmi (64-10°), & DNA (4096) (cit.”).
Napriek tomu, Ze chemické a fyzikélne vlastnosti jednodu-
chych sacharidov st dobre znadme, nemozno to isté pove-
dat’ aj o komplexnych sacharidoch v Zivych systémoch.
Dnes sa preto glykomike venuje znacnd pozornost
a vd’aka inovativnej technologii jej rozvoj rapidne stipa’.

2. Glykozylacia

Hlavnou prednostou glykomiky oproti genomike ¢i
proteomike je enormna komplexnost’ glykanov na jednej
strane a ich chemicko-fyzikalna podobnost’ na druhej
strane’. Aviak na rozdiel od nukleovych kyselin
a proteinov, nemozno glykanovu §truktiru precitat’ priamo
z genomu®. Oligosacharidy sa do proteinov zabudovéavaji
prostrednictvom postraslatnej modifikdcie, glykozylacie.
To, ako st glykany pripojené k polypeptidovému retazcu,
je vysledkom vzdjomnej spoluprace vysokoSpecifickych
glykozyltransferdz’. Tie sa zavislé od pritomnosti
a koncentracie nukleotidu, ktory je aktivovanou formou
sacharidu, napr. UDP-N-acetylgluk6zamin (koncovy bod
hexozaminovej biosyntetickej drdhy). Vyslednd forma
glykoproteinu teda zavisi na mnohych faktoroch priamo
suvisiacich s génovou expresiou a bunkovym
metabolizmom?*.

Existuje viac ako 250 génov kodujucich proteiny,
ktoré sa podielaju na tvorbe glykanov, no odhaduje sa, Ze
tvoria iba 1-2 % z celkového poétu Pudskych génov'.
Biosyntéza nukleotidov je priamo regulovana nukleovou
kyselinou, gluk6zou, energetickym metabolizmom
a presna distribucia jednotlivych nukleotidov je regulova-
na Specifickymi transportérmi. Proteinova glykozylacia je
tak kontrolovana rychlostou translacie polypeptidov
a naslednym ,zlozenim“ proteinov, lokalizaciou
a stitazenim medzi glykozyltransferazami a glykozydaza-
mi, koncentraciou a lokalizaciou nukleotidovych sachari-
dov a v neposlednom rade membranovym transférom.
V désledku toho individudlne miesta pre glykozylaciu na
tom istom polypeptide mozu obsahovat’ rézne glykanové
struktury, ktoré odrazaju typ a momentélny stav bunky''.
Napriklad, glykoforma membranového proteinu Thy-1 je
ina v lymfocytoch a ind v mozgu, aj napriek tomu, Ze poly-
peptidova sekvencia proteinu je rovnaka. Naopak, aj malé
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zmeny v sekvencii polypeptidov alebo Struktire zmenia
typ glykanu, ktory bude k proteinu pripojeny'2. Z toho
dovodu sa moze stat, ze dva rovnaké proteiny z toho isté-
ho tkaniva nesu odlisné glykany a teda plnia aj odlisné
funkcie®"?.

2.1. Glykozylé4cia proteinov

Glykozylacia je jednym z najvyznamnejSich postran-
sla¢nych modifikacii proteinov a méZe prebiehat’ pomocou
N-glykozylacie alebo O-glykozylacie'.

2.1.1. N-glykozylacia

Pri tvorbe N-glykénov dochadza k tvorbe kovalentnej
vizby medzi glykanom a amidovym dusikom postranného
retazca asparaginu'’, ktory obsahuje sekvenciu Asn-X-Ser/
Thr (kde X moéze byt akakol'vek aminokyselina okrem
prolinu). N-glykozylécia je v eukaryotickych bunkéch ini-
ciovana adiciou oligosacharidového prekurzora (zlozeny
z troch glukéz, deviatich man6éz a dvoch molekul N-
acetylgluk6zaminu) k asparaginu cielového polypeptido-
vého ret'azca (tzv. core protein), ktory je nasledne premies-
tneny a modifikovany v endoplazmatickom retikule. Tento
spolo¢ny prekurzor sa podiela na tvorbe troch zakladnych
typov N-glykanov: (i) vysoko-man6zové oligosacharidy,
(if) hybridné oligosacharidy, (iii) komplexné oligosacha-
ridy® (obr. 1).

V endoplazmatickom retikule dojde pomocou $peci-
fickych glykozydaz k oddeleniu troch glukdz a jednej ma-
nézy z oligosacharidového prekurzora glykozylovaného
proteinu (obr. 2). Ten je nasledne transportovany do Golgi-
ho aparatu, kde dochadza k prediZeniu retazca nahradenim
mano6zovych zvyskov inym monosacharidom (kyselinou
sialovou,  N-acetylglukézaminom,  N-acetylgalakt6z-
aminom, fukdézou). Tieto modifikacie sacharidov
v Golgiho aparate sa podiel'aji na tvorbe komplexného
a hybridného typu N-glykdnov. Vyslednd Struktira teda
zavisi od vzajomnej sthry glykozydaz (odstiepenie konco-

vysoko-manozovy hybridny

@ Galaktoza(Gal)
[ N-acetylglukézamin (GIcNAc)

Obr. 1. Zakladné Struktiry N-glykanov stavovcov
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vych sacharidov) a glykozyltransferaz (nahradenie konco-
vych sacharidov). Naviazanie glykanov na kostru polypep-
tidov silne ovplyviiuje fyzikdlno-chemické vlastnosti
a biologicku funkciu proteinov'™®, vyznamne ovplyviiuje
ich objem a naboj, ktory méze byt kl'acovy pri naviazani
ligandov a/alebo konformaéne;j stabilite'?.

2.1.2. O-glykozylacia

O-glykozylécia zahina adiciu oligosacharidov na hyd-
roxyskupinu najcastejsie serinu a treoninu'®. Bolo identifi-
kovanych niekol’ko monosacharidov naviazanych na serin
a treonin, napr. N-acetylgluk6zamin, N-acetylgalaktoz-
amin, glukdza, manéza a fuko6za®. Struktiry odvodené od
N-acetylgalaktézaminu, nazyvané tieZ glykany mucinové-
ho typu, su tvorené 6smymi zakladnymi Struktirami a Styri
z nich (obr. 3) sa bezne vyskytuju v sekrétoch sliznic
a telovych tekutinach cicavcov. Bolo preukéazané, ze modi-
fikacia proteinov pomocou O-naviazaného [-N-acetyl-
glukézaminu ovplyviiuje aktivitu proteinov a to viacerymi
mechanizmami: fosforyldciou, reguléciou interakcii medzi
jednotlivymi proteinmi, regulaciou proteinovej degradacie
a lokalizécie a regulaciou transkripcie®'. Zakladna kostra
proteinov je d’alej predlzovana napriklad fukozylaciou ¢i
sialyzaciou. Tu treba podotknut’, Ze glykozidazy sa nepod-
ielaju na tvorbe glykanov mucinového typu v Golgiho
aparate na rozdiel od N-glykozylacie a O-manozylacie.
Tak ako N-glykany aj O-glykany ovplyviiuja rozne Struk-
turdlne a funkéné vlastnosti proteinov. U 'udi O-glykany
vyznamne prispievaju k mnohym (pato-)biologickym pro-
cesom, ako je zapal, koagulacia, rakovina a virusové
infekcie®®. Takisto bolo dokazané, Ze O-glykozylacia zvy-
Suje schopnost’ proteinov viazat’ vodu a ul'ahcuje vytvore-
nie ochranného hlienu na povrchu epitelu'.

2.2. Glykozylacia lipidov

Je vSeobecne zname, Ze glykany sa vyskytuji aj vo
forme glykolipidov, ktoré st sucast'ou bunkovej membra-

as
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Obr. 2. Tvorba oligosacharidového prekurzora v endoplazmatickom retikule a nasledné pripojenie k ciePovému proteinu, kedy sa

z neho odstiepia tri glukézy a jedna manéza
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O N-acetylglukézamin (GICNAC)  uuus®my  Ser/Thr
B N-acetylgalaktézamin (GalNAc) @ D-Galaktéza (Gal)
‘ N-acetylneuraminova kyselina (NeuSAc) & L-Fukédza (Fuc)

Obr. 3. Zakladné Struktiry O-glykanov beZne sa vyskytuji-
cich v sekrétoch sliznic a telovych tekutinach cicavcov

ny baktérii a zivocichov, vratane ¢loveka. Prvy glykolipid,
ktory bol Strukturdlne charakterizovany, je galaktozyl-
ceramid®. Patri medzi najjednoduchsie glykolipidy a skla-
d4 sa z jedného galaktozidového zvySku pripojeného na
hydroxyskupinu ceramidu. Vo v§eobecnosti, vSetky glyko-
lipidy obsahujice ceramidovi zlozku (dlhy retazec ami-
noalkoholu — sfingozin spojeny s mastnou kyselinou po-
mocou amidovej vizby) sa nazyvaju glykosfingolipidy
a tvoria najpocetnejsiu skupinu glykolipidov stavovcov.
Struktara ceramidov sa ligi dizkou retazca, hydroxylaciou
a saturaciou obidvoch zloziek (sfingozinu aj mastnej kyse-
liny), ¢o nasledne ovplyviiuje prezentaciu glykdnov na
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povrchu bunky. Hoci sa aj ceramidy podiel'aji na Struktu-
ralnych variaciach glykosfingolipidov, majoritni ulohu
hraju opit’ glykany'. Glykozylacia lipidov u vyssich Zivo-
Cichov zacina adiciou monosacharidu (glukézy alebo ga-
laktozy) na sfingozin v zavislosti od Specificity glukozyl-
transferaz. Syntéza zakladnych Struktar (globozidova, gan-
gliozidova, laktozidova a neolaktozidova) je nasledne for-
movana z glukoceramidového jadra. Galaktoceramidy
mozu byt tiez generované, avSak ich predlzovanie sa vac-
Sinou zastavi pridanim jednej alebo dvoch sacharidovych
jednotiek'*.

3. Uloha glykéanov
3.1. Glykany vo fyziologickych procesoch

Kazdd bunku, od baktérii po cicavce, chrani
»glykanova poleva®, ktord zaroven sprostredkava prva
informaciu o danej bunke okolitému prostrediu. Struktira
glykanov na povrchu bunky vyrazne odraza typ a stav bu-
niek, napr. druh organizmu, typ tkaniva ¢i vyvojové
stadium®®. Bunky cicavcov obsahujii na povrchu glykano-
vé struktary, ktorych zakoncenia st Casto dekorované ky-
selinou sialovou. Kyselina sialova je negativne nabity mo-
nosacharid, viaze sa na galaktdézu/N-acetylgalaktozamin
prostrednictvom o2,3-/a2,6-vézby alebo na kyselinu sia-
lovii pomocou a2,8-/cx2,9-véizby25. Len mald zmena
v konfiguricii ¢i type vézby moéZe vyvolat dramatické
nasledky. Napriklad, virus chripky rozozndva a2-6 navia-
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Obr. 4. Rozdiel medzi receptorom virusu chripky, ktory rozoznava a2-6 naviazani kyselinu sialovi a receptorom virusu vtacej

chripky rozpoznavajuceho a2-3 viazani kyselinu sialovi

zanu kyselinu sialovu, zatial’ ¢o virus vtacej chripky roz-
poznava o.2-3 viazanl kyselinu sialovl. Rozdiel je len vo
vizbe na galaktozu (obr. 4), ale vysledkom je, ze vtacia
chripka nemoze infikovat’ 'udi a naopak. Kyselina sialova
hra kI"aCov ulohu aj v bunkovych interakciach, brani bun-
ky pred membranovou proteolyzou, poméaha pri adhézii
buniek a bolo preukazané, ze determinuje zivotnost’ krv-
nych proteinov®’. Glykany na &ele s kyselinou sialovou
vyznamne ovplyviiuji bunkovy vyvoj, diferenciaciu
a apoptozu bunky, bunkovu signalizaciu, zapalové proce-
sy, sprostredkivaji  interakcie medzi  hostitelom
a patogénom a medzi jednotlivymi bunkami, zohravaju
dolezita tlohu v imunitnej odpovedi, rozvoji mnohych
choréb a tiez ovplyviluji konforméciu a stabilitu
proteinov’’>'.  Existuje niekolko krvnych skupin
a transfizia nevhodnej krvi méze namiesto zachrany clo-
veka pripravit’ o zivot. Laickej verejnosti je v§ak menej
zname, ze za tymto fenoménom sa skryva prave zmena
v zloZeni glykanov’’, dokonca aj odstranenie ,starych®
buniek z krvi sa spusta na zaklade zmeny hustoty glyka-
nov na ich povrchu®. Rozpoznanie glykanov ako mediéto-
rov dolezitych biologickych procesov podnietilo rastici
zdujem o vyskumy v oblasti glykobiologie™.

3.2. Glykany v patofyziologickych procesoch

Odhaduje sa, ze 50-70 % proteinov je
glykozylovanych* a viac ako 80 % glykokonjugatov Iud-
ského mozgu je vo forme glykolipidov'. Je preto velmi
dolezité a nevyhnutné, aby v procese glykozylacie nedo-
chadzalo k neZelanym zmendm. V opacnom pripade sa
zvySuje riziko rozvoja réznych chordb, napr. rakoviny.
Rakovina mé vedlce postavenie v pocte umrti na celom
svete s odhadovanou mortalitou 7,8 miliéonov za rok 2008.
Statisticky najvyssia mortalita je zaznamenana u pacientov
s diagnostikovanou rakovinou pluc, zaludka, pecene, hru-
bého &reva a prsnikov’’. S narastajicim poétom amrti je
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nevyhnutné poznat’ klinické markery-biomarkery (tab. I)*.
Dnes sa vyuziva najmenej 100 rakovinovych biomarkerov
a visina z nich su glykoproteiny a glykolipidy”’. Biomar-
ker je definovany ako ,charakteristika alebo vlastnost’,
ktora je objektivne merana a hodnotena ako indikator nor-
malnych biologickych procesov, patologickych procesov
(stanovenie diagnoézy, Stadium a progres ochorenia) ale-
bo odpovede na farmakologicky aktivne latky*. Normalne
bunky musia prekonat niekol’ko trovni regulacie
a obrannych mechanizmov, aby sa transformovali na ma-
ligne bunky, ktoré by event. mohli napadnat’ susedné alebo
vzdialenejSie tkanivd. Bolo dokazané, Ze takmer vSetky
typy malignych buniek a buniek mnohych typov chorych
tkaniv maji iny glykdnovy profil na povrchu bunky
v porovnani so zdravymi®***’. Zmeny v glykozylacii su
Casto vysledkom pozmenenej aktivity glykozyltransferaz
a glykozidaz, ¢o je evidentné zo zastpenia istych glyko-
konjugatov na  rakovinovych  bunkach®. Zmeny
v glykanoch glykolipidov st presnejSie popisané
v porovnani s glykoproteinmi, pretoze sacharidy proteinov
su heterogénnejsie. Poruchy glykozylacie lipidov su zalo-
zené na dvoch zdkladnych mechanizmoch: neosyntéza
alebo inhibicia syntézy sacharidov. Sfingolipidy obsahuju-
ce kyselinu sialovi — gangliozidy sa vyskytuju predovset-
kym v plazmatickej membrane, kde st zapojené do bunko-
vého rastu a diferenciacie. Okrem toho maju gangliozidy
majoritné zastipenie v glykolipidoch mozgu. Gangliozid
GD3 je vo velkej miere zastipeny v epitelialnych alebo
neuroektodermalnych nadorovych bunkéch (terandmy,
rakovina mozgu, rakovina prsnika, nadory krku, neuroblas-
tom, nebuloblastom, melaném)®. Zmena identity glykanov
ma dramaticky vplyv aj na progres roznych inych ochoreni
ako je borelidza, spava choroba, Chagasova choroba
(infekéné ochorenie spdsobované parazitmi), chronicky
zapal, HIV, chripkové invézie ¢i autoimunitné ochorenia
(napr. reumatoidna artritida)®.
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Tabulka I

Referat

Priklady zmien v glykozylacii a potencialne biomarkery roznych druhov rakoviny

Druh rakoviny Biologické vzorka

Zmena glykozylacie/potencidlny biomarker

vetvené N-glykany (B(1,6)GlcNAc vetvenie); skratené

O-glykany; kyselina sialova (mnozstvo, vidzba, acetylacia a expresia)

komplexné N-glykany; vysoko-manozylované glykany/manozylacia, Gplna

fukozylacia, fukoza a a(2,3)-naviazana kyselina sialova obsahujica PSA

a(1,3)-fukozylované monoglykozylované triantendrne glykany, vysoko-
manozylované N-glykany, vetvenie N-glykanov, hybridné Struktury, fukozyla-

cia v O-glykanoch, fukozylécia a sializdcia N-glykanov, sializacia

Vseobecne
Prostaty sérum
Prsnikov bunky,
sérum
O-glykanov
Pecene bunky,
sérum
Vajecnikov sérum
Pankrease bunky, fukozylacia
sérum
Zaladka bunky

fukozylované zakladné Struktury, fukozyldcia vonkajSich ramien vel'mi
rozvetvenych glykanov, vetveny o(1,3)-fukozylovany triantenarny N-glykan

fukozylovana zékladna S$truktira, galaktozylované biantenarne glykany

vol'né N-glykany komplexného typu

4. Metody analyzy glykanov

Analyza glykénov v biologickych vzorkéach je pomer-
ne naro¢na z nasledujucich dévodov: (i) potreba analyzo-
vat’ stopové mnozstva (doposial’ nie je moznd amplifikacia
na rozdiel od nukleovych kyselin), (i7) obrovska Struktural-
na diverzita glykdnov (rézne druhy monosacharidov, vi-
zieb, anomérna konfiguracia, vetvenie). Takisto, automati-
zovana analyza glykanov je obzvlast’ naro¢na na realizaciu
a vSeobecne sa pouzivajuce metody su stale menej poho-
diné a pomerne tazkopadne oproti tym, ktoré sa pouzivaju
na analyzu nukleovych kyselin alebo proteinov*'.

K skenovaniu glykanov mozno pristapit réznymi
sposobmi: (i)  Strukturdlna  analyza  (chemicky/
enzymaticky) glykdnov uvolnenych z glykoproteinov,
(if) charakterizacia glykopeptidov ziskanych proteolyzou,
(iif) charakterizacia glykanov v intaktnych glykopro-
teinoch'*.

Na uvol'nenie glykanov z glykoproteinu alebo glyko-
peptidu mozno pouzit chemické alebo enzymové metody.
Obidva spésoby maju svoje vyhody a nevyhody. Vysled-
kom enzymového uvolnenia su intaktné glykdny a peptidy
alebo proteiny, avsak v zavislosti od $pecificity enzymu,
nie kazdy glykén je uvolneny. Na druhej strane, chemicky
postup moze viest k Ciasto¢nej alebo uplnej destrukcii
nesacharidovych  substituentov ~ a  polypeptidovej
struktary'®. N-glykany st najéastejsie uvolfiované enzyma-
ticky pomocou peptidovej N-glykozydazy (PNGazaF),
ktora Stiepi vidzby medzi GIcNAc a asparaginovym zvys-
kom vsetkych tried N-glykdnov (okrem Specifickych
N-glykanov s fukdézou spojenou pomocou al,3 vizby
k GlcNAc)*. Naopak, uvolnenie O-glykanov je zvy&ajne
chemicky proces kvoli existencii 6smich jadrovych Struk-
tar mucinového typu. Medzi najrozsirenejsie chemické
metddy patri hydrazinolyza a alkalicka p-eliminacia, ktora
vsak vyzaduje vysoké pH. Po uvolneni glykanov sa vyko-
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nava kvantifikacia monosacharidov pomocou vysokoucin-
nej kvapalinovej chromatografie (HPLC), kapilarnej elek-

troforézy (CE) alebo hmotnostnej spektrometrie (MS)'®.

4.1. Chromatografické metody

Separacia sacharidov s vyuzitim HPLC (vysoko-
ucinna kvapalinova chromatografia na reverznych fazach —
RPHPLC a i6nomeni¢ova vysokoucinna kvapalinova chro-
matografia — HPAEC) v kombinacii s fluorescencnym
znaéenim je $iroko vyuzivana®. Chromatografia zalozena
na hydrofilnych interakciach (HILIC) ponuka vylepSent
separaciu sacharidov*’. K retencii glykdnov dochadza
v zavislosti od hydrofilného potencialu molekuly, ktory
odraza velkost, mnéaboj, zlozenie, Struktaru, vézby
a vetvenie oligosacharidov. Jednou z vyhod tejto metody je
separacia Strukturdlnych izomérov, ktoru je tazké dosiah-
nut’ inymi postupmi'®. Pre citliva detekciu je nevyhnutna
derivatizacia, kedze vécSina sacharidov neabsorbuje
v znacnej miere UV Ziarenie a/alebo neobsahuje fluorofor.
Zna&enie glykanov napr. 2-aminobenzamidom*’ umoziiuje
detekciu glykanov na femtomoléarnej urovni a navyse, tak-
to znacené glykany mozno analyzovat’ pomocou beznych
glykoanalytickych metdd, ako je napr. hmotnostna spek-
trometria (MS)*®.

4.2. Elektroforetické metddy

Elektroforetické metddy ako kapilarna elektroforéza
(CE) sa vyuzivaju na efektivnu separaciu molekul
s nabojom. Aplikacia na analyzu glykanov je vSak obme-
dzena, pretoze vécSina oligosacharidov neobsahuje nabité
ionizovatelné castice. Kapilarna elektroforéza s laserom
indukovanou fluorescenciou je perspektivna metdoda na
skenovanie glykanov, umoziujuca detekciu 107> — 107'*
mol oligosacharidov s vysokou uc¢innostou a podstatne
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nizSou ¢asovou narocnostou v porovnani s HPLC. Zaklad
metddy tvori modifikacia glykanov 9-aminopyrén-1,3,6-
trisulfonovou kyselinou®® (APTS) alebo 8-aminonaftalén-
1,3,6-trisulfénovou kyselinou*** (ANTS) a vyuzitie kla-
sickych elektroforetickych pristrojov. Derivatizacia glyka-
nov hra dvojita tlohu: sulfo- skupina zabezpecuje elektro-
foretickli mobilitu a aromaticky kruh umoZziuje citliva
detekciu komercne dostupnymi lasermi. Spojenim rozliso-
vacej schopnosti CE a vysokej citlivosti MS dostavame
dalii silny nastroj na $trukturalnu analyzu sacharidov'*.

4.3. Spektrometrické metody

Hmotnostna spektrometria je pri analyze oligosachari-
dov velmi populdrna, pretoze sprostredkiva prepojenie
medzi hmotnost'ou a zlozenim. Avsak pred analyzou vzo-
riek je nutna derivatizacia, pretoze ucinnost’ ionizacie gly-
kanov (najmaé sialylovanych) je vSeobecne nizka. Glykany
su najcCastejSie derivatizované permetylaciou alebo mety-
lesterifikaciou kyseliny sialovej. Permetylacia generuje
metylesterové derivaty zo vsetkych volnych OH a NH,
skupin a tiez esterifikuje karboxylovi skupinu kyseliny
sialovej, ¢im sa zvySuje celkova citlivost’ a umoznuje ana-
lyza neutralnych a sialyzovanych glykanov*’. Na ionizaciu
sa vyuzivaju dve zakladné techniky: ionizacia laserom za
pritomnosti matrice (MALDI) v spojeni s detektorom doby
letu (TOF) a ionizacia elektrosprejom (ESI)**'. MALDI-
TOF metoda je Casto vyuzivand ako prvy krok analyzy,
pretoze je to jednoduchy experiment, spotreba vzorky je
nizka a vystup analyzy poskytuje prvy nahl'ad do diverzity
glykanov. Ak je cielom analyzy sekvenovanie glykanov, je
nutné vykonat’ postupné odhal'ovanie Struktiry fragmenta-
ciou i6nov pomocou EIS-MS, CID-disociacia indukovana
koliziou alebo pouzitim MS/MS metody*”. Vysledkom
CID analyzy je Stiepenie najmenej stabilnych vézieb,
v pripade glykdnov dostdvane fragmenty glykdnov
a intaktné peptidy. Medzi d’alSie alternativne fragmentacné
techniky patri disociacia elektronovym zachytom® (ECD)
a disociacia elektronovym prenosom (ETD), ktoré maju
uplatnenie najmé pri analyze glykopeptidov a stanovenie
d’alsich post-translaénych modifikacii. Limitaciou hmot-
nostnej spektrometrie je to, ze vyzaduje pritomnost’ soli,
vzorka podlicha fragmentacii, detekcia analytu zavisi na
ucinnosti ionizacie a pomocou MS analyzy sa dosahuje
menSia citlivost’ oproti HILIC. Spojenim so separa¢nymi
technolégiami ako CE a HPLC dochadza k vyraznému
zvyseniu citlivosti MS™.

Na urcenie 3D Struktury glykanov je Siroko vyuzivana
NMR-spektroskopia a rontgenova krystalografia. Kedze
cukry obsahuju dve aktivne jadra (°C a 'H) nuklearna
magneticka rezonancia (NMR) sa tkazala ako kl'iCovym
doplnenim X-ray analyzy. NavySe NMR je Casto nenahra-
ditel'n4 pri stanoveni nezvycajnych alebo skor nepopisa-
nych cukrov*®. Bohuzial, nevyhodou NMR-spektroskopie
je, Ze interpretéacia dat si vyZaduje pomerne vysokll Specia-
lizaciu a na analyzu je potrebné relativne vel'ké mnozstvo
vzorky (zvy¢ajne > 1 mg), o nespiia poziadavku detekcie
nizkych koncentracii glykanov v biologickych vzorkach'.
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5. Zaver

Glykany pripojené k proteinom a lipidom alebo pri-
tomné na povrchu buniek aktivne zasahuji do mnohych
fyziologickych a patofyziologickych procesov. KI'icovym
krokom modifikacie biomolekul je glykozylacia, ktora
zodpoveda za vysledntl formu glykanov na povrchu protei-
nov resp. lipidov. Bolo preukdzané, ze zmeny
v glykédnovom profile st spdsobené roznymi fyziologicky-
mi zmenami (napr. vyskyt ochorenia) a ze pozmenena
glykoforma makromolekul sa mdze nasledne vyuzit na
diagnostiku tychto chordb. Za posledné obdobie boli pok-
roky v oblasti glykomiky vel'mi vyrazné, v nemalej miere
kvoli vyznamnym posunom v spektrometrickom pristrojo-
vom vybaveni a vo fragmenta¢nych technikach a ich
efektivnou kombiniciou s inymi analytickymi metddami.
Okrem toho, ze su glykany esencialne pre mnohé, zivotne
dolezité procesy a su indikatorom réznych ochoreni, ich
potencial spociva aj vo vyvoji novych rekombinantnych
glykoproteinov s cielom terapeutickej aplikdcie. Za po-
sledné roky sposobila glykomika progres v biologickych
a lekarskych vedach a je najvhodnej$im adeptom na po-
chopenie a nasledne lie¢enie I'udskych chorob.

Tato publikacia bola vytvorend v ramci projektov
VEGA 2/0127/10, ERC 311532 a bola podporovana Agen-
turou na podporu vyskumu a vyvoja na zdaklade zmluvy ¢.
APVV-0282-11.
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Glycans and other saccharides attached to proteins
and lipids, are involved in numerous physiological or
pathological processes. The changes in glycosylation are
usually associated with some pathological states (such as
cancer), therefore these alterations are useful tools in diag-
nostics. This review gives basic insight into glycomics,
describes the role of glycans in biological processes and
provides the information about innovative techniques in
glycan analysis.



