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1. Úvod 
 
Cílem proteomiky je dynamické sledování ve�kerého 

souboru proteinů určité buňky, tkáně, nebo organismu. 
Nedávné desáté výročí tohoto nového experimentálního 
oboru představujícího důle�itý milník na cestě od genetic-
ké informace k jejímu vyjádření v proteinech a současné 
systémové analýze ve�kerých fenotypových znaků vedlo 
k řadě diskusí a úvah o výsledcích, mo�nostech, omeze-
ních a perspektivách současné proteomiky1. Zdaleka nej-
�havěj�í diskuse se přitom odehrávaly v oblasti proteomi-
ky eukaryotických organismů. Je to způsobeno zejména 
tím, �e zatímco při analýze genové exprese u bakterií často 
vystačíme s klasickou dvojrozměrnou proteinovou mapou 
pou�ívanou v biochemii ji� od poloviny 70. let minulého 
století2, je taková analýza jen ve výjimečných případech 
dostačující při zkoumání proteomů u eukaryotických orga-
nismů. Abychom mohli pochopit obtí�nost vytyčení zá-
kladní výzkumné linie v eukaryotické proteomice, o ní� se 
tak vá�nivě diskutuje v akademickém sektoru, 
v laboratořích proteomických firem, i na půdě mezinárod-
ních proteomických organizací jako jsou Human Proteome 

Organization (HUPO)3 popř. právě ustavovaná European 
Proteomic Association (EuPA)4, musíme se nejprve zabý-
vat některými specifiky eukaryotické proteomiky. Jde 
zejména o proteomiku člověka a jiných modelových orga-
nismů, jejich� genom ji� byl úplně nebo z velké vět�iny 
sekvenován.  

 
 

2. Specifika eukaryotické proteomiky 
 
Eukaryotická proteomika bývá často uváděna jako 

pokračování a vyústění eukaryotické genomiky, od ní� 
převzala některé pohledy a přístupy. Přitom je v�ak ne-
zbytné si uvědomit, �e z metodického hlediska představují 
proteiny naprosto svébytnou třídu biologických makromo-
lekul značně odli�ných od DNA. Proteiny nelze na rozdíl 
od DNA molekul namno�it in vitro, proto jsou dodnes 
proteomické experimenty závislé na izolacích proteinů 
z přirozených zdrojů, jejich� dostupnost je mnohdy ome-
zená.  

Expresí relativně malého počtu genů (asi 40 000 genů 
u člověka) vzniká ohromný počet proteinových molekul 
v důsledku existence genových polymorfismů, splicingo-
vých variant a posttranslačních modifikací (viz ní�e). 
Předpokládá se, �e lidský proteom obsahuje přes milion 
různých proteinových molekul, byť stále nejsou 
k dispozici údaje pro kvalifikovaněj�í odhad jejich počtu5. 

V analyzovaných vzorcích eukaryotických proteomů 
se mohou proteiny vyskytovat v koncentracích, pohybují-
cích se v rozmezí 10 řádů � zatímco koncentrace albuminu 
v lidském séru je 50 mg ml−1, koncentrace interleukinu-6 
v tém�e materiálu činí 2 pg ml−1 (cit.6,7). Tento ohromný 
koncentrační rozsah klade nejen mimořádné nároky na 
dynamický rozsah analytických metod, ale komplikuje 
i separační postupy, při nich� se separační účinnost často 
zhor�uje vlivem nejhojněji zastoupených proteinů.  

Nedávné výzkumy dále ukazují, �e za fyziologických 
podmínek se v buňce vyskytuje značné procento proteinů 
ve formě proteinových komplexů. Odhaduje se, �e např. 
v kvasinkové buňce se mů�e vyskytovat a� polovina v�ech 
přítomných proteinů ve formě proteinových komplexů, 
z nich� 40 % je ji� detailně charakterizováno8. Kromě 
jednoduchých (binárních, ternárních nebo kvarterních) 
proteinových komplexů jsou fyziologicky velmi významné 
i dosti slo�ité proteinové komplexy � např. ribosom obsa-
huje několik molekul ribonukleových kyselin a kolem 
stovky různých proteinů9.  

Samostatnou kapitolou významně komplikující vý-
zkum eukaryotických proteomů jsou potom posttranslační 
modifikace proteinů. Těch je dnes ji� popsána více ne� 
stovka a ka�dým rokem přibývá kolem desítky nových. 
Jednou z nejslo�itěj�ích posttranslačních modifikací 
v proteomice je glykosylace, které jsou věnovány kapitoly 
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4�7 tohoto pojednání. Stejně rozmanité mohou být ov�em 
asociace proteinů s nepolárními lipidy, ať ji� jde o kova-
lentní lipidové modifikace, nebo asociace membránových 
proteinů s lipidy plasmatických membrán a membráno-
vých mikrodomén. Tomuto aspektu je věnována kapitola 8 
tohoto přehledu.  

V�echny vý�e uvedené charakteristiky eukaryotic-
kých proteomů kladou nejen vysoké nároky na pou�ité 
analytické metody z hlediska jejich citlivosti, dynamické-
ho rozsahu a robustnosti, ale často vytyčují vysloveně 
protichůdné po�adavky. Pro dokonalou separaci proteino-
vých směsí je nezbytné pracovat s izolovanými polypepti-
dy  za denaturujících podmínek, přitom se v�ak ztrácí in-
formace o biologických účincích proteinů a jejich uspořá-
dání ve funkčně významných proteinových komplexech. 
Pro separaci a analýzu proteinových komponent eukaryo-
tických proteomů je nezbytné z nich odstranit chemické 
substituenty vzniklé při posttranslačních modifikacích, ty 
v�ak často definují jejich unikátní funkčně významné iso-
formy. To v�e způsobuje, �e v eukaryotické proteomice 
zatím neexistuje jediná v�emi uznávaná centrální metoda 
nebo strategie výzkumu, jakou je např. amplifikace a sek-
venování DNA v genomice. O různých přístupech a růz-
ných vědeckých �kolách v eukaryotické proteomice pojed-
nává následující kapitola. 

 
 

3. Nové postupy eukaryotické proteomiky 
 
Přehled jednotlivých technik postupně aplikovaných 

ve výzkumu eukaryotických proteomů je znázorněn na 
obr. 1. Ačkoliv byla dvojrozměrná gelová elektroforéza 
dlouho hlavním a jediným nástrojem tohoto oboru10,11, 
počátkem 90. let bylo zřejmé, �e ji� nedostačuje zvý�eným 
nárokům a často protichůdným potřebám jednotlivých 
experimentů. Klíčovým problémem se tehdy jevila sek-
venční identifikace proteinových skvrn na dvojrozměrných 
mapách, která zůstávala nezbytnou podmínkou korelace 
proteinových map s biologií specifických proteinů obsa�e-

ných v databázích genetických sekvencí. V té době ji� 
bylo evidentní, �e metody chemie proteinů, např. kvantita-
tivní aminokyselinová analýza nebo N-terminální Edmano-
vo sekvenování, pro svou pomalost, pracnost a vysoké 
nároky na čistotu analyzovaných proteinů při ře�ení tohoto 
problému příli� nepomohou. Rychlého roz�íření v�ak nao-
pak dosáhly metody hmotnostní spektrometrie proteinů, 
jakmile byl v polovině 80. let rozře�en problém způsobu 
ionizace velkých, netěkavých proteinových molekul. Vel-
mi oblíbeným nástrojem eukaryotické proteomiky se 
v tomto ohledu stala zejména metoda peptidového mapo-
vání zalo�ená na �těpení proteinů přímo v gelu a následné 
analýze hmotnostní spektrometrií � nejčastěji spojením 
ionizace MALDI12,13 a průletového analyzátoru. Tato me-
toda ve spojení s programy prohledávajícími databáze 
proteinových a nukleotidových sekvencí dnes umo�ňuje 
rutinně identifikovat protein ze skvrny obsahující nanogra-
mová mno�ství proteinu. Na začátku 90. let bylo dal�ím 
významným pokrokem uvedení hmotnostně spektrometric-
ké techniky zalo�ené na ionizaci elektrosprejem14 do euka-
ryotické proteomiky, zejména poté, co byl Huntem a spol. 
prokázány mo�nosti této techniky zalo�ené na separacích 
na kapilárách spojených s tandemovou hmotnostní spekt-
rometrií (odtud zkratka LC-MS/MS) při analýze slo�itých 
směsí peptidů eluovaných z molekul transplantačních anti-
genů15.  

V součané době je v eukaryotické proteomice pou�í-
ván velmi �iroký soubor různých metodik. Jsou zalo�ené 
buď na vý�e popisovaných biochemických separacích 
spojených s hmotnostně spektrometrickou identifikací ať 
ji� v uspořádání �s gelem� nebo �bez gelu�, popř. na ana-
lýze proteinových profilů s vyu�itím jiných nástrojů kvan-
titativní proteomiky, jako je pou�ití isotopových proteino-
vých značek16, popřípadě proteinových čipů různé kon-
strukce17−19. Charakteristický je vysoký stupeň automatiza-
ce a robotizace, a to zejména ve firemních laboratořích, 
které dnes do oblasti eukaryotické proteomiky velmi 
masivně investují. 

Vý�e popsanými analytickými nástroji ře�í současná 

Obr. 1. Technologie současné eukaryotické proteomiky 
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eukaryotická proteomika několik okruhů otázek, jak je 
znázorněno na obr. 2. Oblastí aktivně rozvíjenou zejména 
farmaceutickými firmami je sledování interakcí protein-
ligand (v daném případě protein-léčivo), pro co� jsou vyví-
jeny nové bioafinitní techniky včetně některých umo�ňují-
cích vyhodnotit i slabé biologické interakce s disociačními 
konstantami milimolárního řádu. Velkou oblastí zájmu 
nadále zůstává analýza proteinových komplexů a proteino-
vých profilů jednotlivých organel, jako je jadérko nebo 
jaderná obálka20,21. Oblíbeným předmětem eukaryotické 
proteomiky je dále výzkum dynamiky jednotlivých rodin 
funkčně významných proteinů s jejich intracelulárními, 
jadernými a membránovými formami, a dále detailní vý-
zkum funkčního významu proteinových modifikací, 
zejména fosforylací, glykosylací (viz. kapitoly 4�7) a lipi-
dových modifikací (kapitola 8). Jednotlivé dílčí poznatky 
jsou potom integrovány do globálního obrazu eukaryotické 
buňky a jejích změn v průběhu klíčových fyziologických 
(buněčný cyklus, apoptóza) nebo patologických (infekce, 
nádorová transformace) procesů.  

 
 

4. Hlavní strategie glykomiky 
 
Posttranslační modifikace proteinů představují dnes 

jeden z nejslo�itěj�ích problémů komplikující proteomické 
analýzy. Důvodem pro to je jak ohromný celkový počet 
těchto modifikací mnohonásobně přesahující celkový po-
čet proteinů a jejich variant, tak zásadní význam těchto 

modifikací pro funkci bílkovin (ovlivňují zejména rozpust-
nost proteinů, jejich stabilitu, transport do specifických 
organel, enzymovou aktivitu, schopnost vázat ligandy 
a účastnit se předání signálu). Za jednu z nejvýz-
namněj�ích a nejslo�itěj�ích modifikací lze pova�ovat 
glykosylace proteinů. Stejně tak jako se proteomika zabý-
vá studiem proteinového komplementu genomu, je hlav-
ním posláním glykomiky studovat glykosylace proteinů 
a lipidů.  Cílem je získat znalosti o tom, jak glykosylace 
ovlivňuje funkci těchto molekul a také jak se mění glyko-
sylace v různých stavech buňky nebo organismu. Tyto 
poznatky se poté dají aplikovat např. na diagnostiku one-
mocnění spjatých s chybnou glykosylací22−26. Prvním kro-
kem je detailní popis glykosylací proteinů a s tím souvise-
jící rozvoj metodik umo�ňující rychlé a jednoznačné ana-
lýzy. 

 
Z á k l a d n í  p o z n a t k y  o  g l y k o s y l a c í c h  

 
Glykosylace plní zejména funkci ochrannou − brání 

proteolýze, působení nízkých či  extrémně vysokých pH 
a ochraňují proteiny před volnými radikály. Dále také 
u řady proteinů napomáhají zaujmout správnou prostoro-
vou strukturu, zaji�ťují dobrou rozpustnost, ovlivňují akti-
vitu enzymů, určují směřování uvnitř buňky a stabilizují 
proteiny uvolňované z buňky ven25. Sacharidy se také 
uplatňují při interakcích mezi různými buňkami, 
v mechanismu mikrobiální infekce, nebo mají podpůrnou 
funkci při interakci receptoru s ligandem27. 

Obr. 2. Hlavní cíle eukaryotické proteomiky 
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Odli�ujeme dva základní druhy glykosylace N- a O-
typu. U N-glykosylací je sacharid vázán na volný amidový 
dusík aminokyseliny asparaginu, který se navíc vyskytuje 
v tripletu asparagin, následovaný libovolnou aminokyseli-
nou (pozice N+1) a hydroxyaminokyselinou (pozice N+2) 
� (Asn-Xaa-Ser/Thr). Je známo, �e v pozici N+1 nemů�e 
být prolin nebo kyselina asparagová. Tato pravidla jsou 
odvozena z faktu, �e glykosylovány jsou v naprosté vět�i-
ně triplety, které se nalézají v β-strukturách nebo 
smyčkách a amidová skupina asparaginu zde tvoří vodíko-
vý můstek s kyslíkem serinu nebo threoninu. Přítomnost 
prolinu by tvorbě tohoto můstku stericky bránila a skuteč-
ně není popsán �ádný protein mající glykosylovaný triplet 
Asn-Pro-Ser/Thr. Při pohledu na pozici N+2 je zajímavé, 
�e jsou známy proteiny, u nich� dochází k N-glykosylaci 
na tripletu Asn-Xaa-Cys (plasmový protein C a von 
Willebrandův faktor, aspartátové proteasy kvasinek). 
Z toho vyplývá, �e kritéria pro připojení sacharidové struk-
tury nejsou tolik striktní a hydroxyaminokyselina mů�e být 
nahrazena cysteinem. Z pohledu sacharidu vycházíme 
u savčích N-glykosylací ze základní struktury � 2 N-acetyl-
glukosaminy a 3 mannosy (obr. 3a). Od této struktury pak 
navázáním různých monosacharidových jednotek odvozu-
jeme skupinu mannosových, komplexních a hybridních 
oligosacharidů (obr. 3b, 3c a 3d). Vedle variací co do po-
čtu navázaných monosacharidů se v�ak mů�eme setkat i se 
strukturami zakončenými sulfátem či fosfátem. U vývojo-
vě ni��ích organismů a rostlin pak mů�eme nalézt i struk-
tury zcela odli�né od vý�e uvedených (obr. 3e).  

Z hlediska biosyntézy je N-glykosylace kotranslačním 
jevem, neboť k připojení oligosacharidu k proteinu dochá-
zí v endoplasmatickém retikulu je�tě před ukončením jeho 
biosyntézy. Výchozí oligosacharid je větvený, je charakte-
ristický vysokým obsahem mannosy, a na jedné větvi je 
zakončen lineární sekvencí tří glukosylových zbytků. 
V endoplasmatickém retikulu a následně v Golgiho kom-
plexu se postupně od�těpují glukosové a některé mannoso-
vé zbytky, a připojují se jiné monosacharidové jednotky. 
Evolučně původněj�í jsou struktury mannosového typu, 
u vy��ích organismů je pak existence mannosových struktur 
známkou urychlené sekrece nebo metabolické poruchy29,30. 

Zatímco N-glykosylace se řídí vý�e uvedenými pravi-
dly, u glykosylací O-typu se doposud �ádná pravidla nepo-
dařilo nalézt. Sacharidová struktura (mono-, di-, tri-, či 
oligosacharid) je vázána přes hydroxyskupinu serinu nebo 
threoninu. Jsou v�ak popsány i O-glykosylace na tyrosinu, 
hydroxyprolinu a hydroxylysinu. Základních osm savčích 
struktur představujících tzv. jádro, tvoří N-acetyl-
galaktosamin a na něj vázaný jeden či dva sacharidy 
(galaktosa, N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin). 
Od těchto osmi struktur se dále odvíjejí nejrůzněj�í typy 
oligosacharidů. O-Glykosylace se vět�inou neobjevuje na 
proteinech osamoceně, ale v určitých shlucích v oblastech 
bohatých na výskyt serinu a threoninu. Funkčně se O-glyko-
sylace uplatňuje v tvorbě krevních skupin, účastní se na 
vývoji krevních buněk, a řada O-glykoproteinů se podílí na 
ochraně epitelu31. 

 
 

5. Analýza glykosylací 
 
Při analýze glykosylací je cílem: 

− zji�tění, zda daný protein je či není glykosylován, 
− určení typu glykosylace, 
− nalezení glykosylačních míst, 
− určení typu struktury a mikroheterogenity na jednotli-

vých místech. 
V následujících kapitolách jsou probrány metodiky, 

které se k vý�e jmenovaným analýzám pou�ívají. Zvlá�tní 
důraz pak je kladen na hmotnostně spektrometrické techni-
ky, které se dají pova�ovat za nejuniverzálněj�í nástroj. 

 
D e t e k c e  g l y k o p r o t e i n ů  

 
Prvním a nejsnáze rozli�itelným znakem  glykoprotei-

nů je jejich charakteristická migrace při polyakrylamidové 
elektroforéze. U jednorozměrných gelů vidíme, �e se daný 
pruh nesoustředí do tenké zóny, ale tvoří �ir�í pruh. Na 
dvourozměrných gelech se glykoproteiny buď separují do 
řady bodů o stejné molekulové hmotnosti, ale mírně odli�-
ném isoelektrickém bodu (pI) nebo tvoří tzv. �smear� � 
protáhlý pás ve směru pI. 

Dal�í variantou detekce glykoproteinů je oxidace 
kyselinou jodistou nebo manganistanem a modifikace oxi-
dovaného sacharidu buď barvivem Fuchsinem, fluo-
rescenční značkou nebo biotinem s hydrazidovou skupi-
nou. Zatímco modifikace biotinem a následná detekce 
streptavidinem konjugovaným s křenovou peroxidasou je 
určena pouze pro vzorky na poly(vinylidendifluoridové) 
membráně, dají se značení barvivem či fluorescenční znač-
kou pou�ít jak na membráně, tak v gelu. Detekční limity se 
pohybují mezi 25−100 ng pro barevné značení, 5−25 ng 
pro fluorescenci a 20−100 ng pro biotinylaci. Jinou techni-
kou, která nám navíc poskytne informaci o terminálních 
sacharidových jednotkách, je převrstvení proteiny schop-
nými sacharidy navázat32. V řadě případů v�ak nejrychlej�í 
odpověď poskytne analýza celého proteinu hmotnostní 
spektrometrií na MALDI nebo ESI-FT-ICR. Není-li pro-

Obr. 3. Schématické znázornění hlavních N-vázaných oligosa-
charidových struktur; a) �jádro� skládající se ze dvou N-acetyl-
D-glukosaminů a tří D-mannos, b) příklad struktury s vysokým 
obsahem mannosy, c) hybridní struktura, d) komplexní struktura, 
e)  příklad  neobvyklého  typu  N-vázaného sacharidu. Symboly: 
■  � N-acetyl-D-glukosamin,  ●  � D-mannosa,  ○  � D-galaktosa, 
◊ − kyseliny sialové, !� L-fukosa 
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tein glykosylován, získá se jeden ostrý pík (pokud neuva-
�ujeme výskyt vícenásobně nabitých iontů). Je-li protein 
glykosylován, projeví se klasická mikroheterogenita ji� na 
proteinovém spektru, ve kterém odhalíme sérii píků, je-
jich� vzdálenost odpovídá určitému sacharidu (hexose, 
deoxyhexose, kyselině sialové apod.) (obr. 4, cit.33,34). Zde 
je nutno říci, �e hmotnostní spektrometrie není schopná 
odli�it od sebe např. jednotlivé hexosy. Ty mají toti� stejné 
slo�ení a tím i stejnou molekulovou hmotnost. Proto roze-
znává pouze sacharidy li�ící se slo�ením � hexosu od deo-
xyhexosy, hexosu od N-acetylhexosaminu apod. MALDI 
matrice pou�ívané pro analýzu malých glykoproteinů  (do 
10 000 Da) jsou kyselina 2,5-dihydroxybenzoová (DHB) 
nebo kyselina 3-hydroxy-α-kyano-skořicová (HCCA)35. 
Pro vět�í proteiny je pak praktičtěj�í vyu�ívat kyselinu 
sinapovou (SA), 2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP) nebo 
kyselinu 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoovou (HABA).  

 
 

6. Určení typu glykosylace 
 
Nejpou�ívaněj�ím přístupem je enzymová deglykosy-

lace N-glykosidasou F (PNGasa F). Ta od�těpuje celou 
sacharidovou strukturu a zároveň s tím mění původně gly-
kosylovaný asparagin na aspartát. Byl-li protein N-gly-
kosylován, projeví se deglykosylace jednak sní�ením mo-
lekulové hmotnosti a zároveň zaostřením pásu na gelové 
elektroforéze. Nevýhodou je, �e řada proteinů po totální 
deglykosylaci zcela ztrácí své původní vlastnosti a snadno 
se srá�í. PNGasa F navíc �patně od�těpuje glykany, které 
jsou fukosylovány na kotevním N-acetylglukosaminu. 
Alternativou k PNGase F je vyu�ití endoglykosidas (Endo 
H, Endo F1-3), které �těpí vazbu mezi N-acetyl-
glukosaminy, z nich� jeden je vázán na asparagin. Výsled-
kem pak je protein, který na v�ech původně glykosylova-

ných místech nese jeden N-acetylglukosamin. Výhodou je, 
�e takto deglykosylované proteiny si mnohdy zachovávají 
své původní vlastnosti.  Při pou�ití endoglykosidas je na-
víc mo�né přibli�ně určit typ N-vázaných oligosacharidů 
na daném proteinu. Zatímco Endo F1 od�těpuje sacharido-
vou strukturu u vysoce mannosových a hybridních glyka-
nů, F2 funguje předev�ím u dvojantenárních komplexních 
a pouze slabě u vysoce mannosových struktur, F3 je vhod-
ná pro dvoj- a tříantenární struktury, které jsou navíc fuko-
sylovány. Endo H neod�těpuje pouze slo�ené oligosachari-
dy36.  

U O-glykosylací bohu�el neexistuje �ádný univerzální 
přístup. O-Glykosidasy jsou vhodné pouze pro od�těpení 
malého počtu nepříli� slo�itých sacharidových sekvencí, 
a pro slo�itěj�í struktury je nutná kombinace se specifický-
mi exoglykosidasami. 

Pokud enzymová �těpení neposkytují po�adovaný 
výsledek, lze vyu�ít i řadu chemických metod. Pravděpo-
dobně nejznáměj�í je hydrazinolýza. K odsolenému a čis-
tému glykoproteinu se přidá bezvodý hydrazin a reakční 
směs se nechá inkubovat 4 h při 95 °C (od�těpí se N- i O-
vázané sacharidy) nebo 5 hodin při 60 °C (mělo by dojít 
k selektivnímu od�těpení pouze O-vázaných sacharidů). 
Vzhledem k nebezpečnosti bezvodého hydrazinu je nutné 
pracovat s nále�itou opatrností. Po skončení reakce je hyd-
razin odpařen na vakuové odparce a uvolněné sacharidové 
struktury se N-acetylují acetanhydridem v hydrogen-
uhličitanu sodném37. Hlavní nevýhodou hydrazinolýzy je 
destrukce proteinové části a navíc u O-glykoproteinů není 
často deglykosylace úplná. Alternativou pro deglykosylaci 
je působení trifluormethansulfonové kyseliny, které pone-
chává aminokyselinový skelet glykoproteinu, av�ak zcela 
ničí v�echny sacharidové komponenty. U N-glykosidicky 
vázaných struktur zůstává připojen pouze prvý N-acetyl-
glukosamin38. Dal�í mo�ností je selektivní O-deglyko-

Obr. 4. Příklady hmotnostních spekter glykoproteinů � identifikace glykoforem; a) DQH-protein nesoucí O-glykosylaci, měřeno 
v lineárním módu technikou MALDI-TOF; b) propeptid β-N-acetylhexosaminidasy nesoucí O-glykosylaci. Spektrum naměřené na ESI-   
FT-ICR odhaluje zastoupení jednotlivých glykoforem (od jedné hexosy a� po 8 hexos) 

a   b 
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sylace v alkalickém prostředí hydroxidu amonného, uhliči-
tanu amonného nebo hydroxidu sodného v koncentraci do 
0,1 M. Reakce (jedná se o β-eliminaci) probíhá za teplot 
kolem 50 °C po dobu 10−18 h. Jeliko� samotná eliminace 
by vedla k degradaci uvolněných glykanů (tzv. peeling), 
přidává se do reakce borohydrid sodný, který z uvolněných 
glykanů tvoří alditoly39. Pokud má být β-eliminace pou�ita 
také pro uvolnění N-vázaných glykanů, pou�ívá se 1 M 
hydroxid a teploty kolem 100 °C. Je v�ak třeba dodat, �e 
chemické deglykosylace v�dy vy�adují velká mno�ství 
vzorku a optimalizaci reakčních podmínek pro daný glyko-
protein. 

 
 

7.  Nalezení glykosylačních míst a určení  
typu glykanu 
 
Pro nalezení glykosylačních míst existuje řada růz-

ných strategií. Základem je identifikace v�ech teoreticky 
mo�ných N-glykosylačních míst v dané proteinové sek-
venci40 a dále pokus o nalezení potenciálních O-glyko-
sylačních míst41−43. Klasická strategie spočívá v deglyko-
sylaci PNGasou F a vyu�ití přeměny asparaginu nesoucího 
N-vázaný glykan na aspartát. Deglykosylovaný protein je 
následně �těpen proteasou Asp-N, která působí na N-konci 
kyseliny asparagové. Jeliko� enzymová deglykosylace 
vnesla do sekvence nová zásahová místa pro tuto proteasu, 
objevíme ve spektrech deglykosylovaného proteinu nové 
peptidy. Pro jejich snaz�í identifikaci lze vyu�ít deglyko-
sylaci ve směsi normální vody a vody obohacené o kyslík 

18O (směs by měla obsahovat minimálně 50 % H2
18O). 

Jeliko� se při deglykosylaci na asparagin přená�í hydro-
xyskupina z reakčního prostředí, inkorporuje se 16OH 
i 18OH. To se následně v hmotnostních spektrech projeví 
na isotopové obálce daného peptidu (obr. 5, cit.26,44). 

Nalezení v�ech N-glykosylačních míst v�ak vět�inou 
není otázkou jednoho pokusu, a tak je třeba kombinovat 
značení 18O spolu se �těpením několika různými proteasa-
mi (trypsin, chymotrypsin, Asp-N, Glu-C, atd.) a měře-
ním jak peptidových map, tak kolizních spekter peptidů. 
Při pou�ití endoglykosidas H nebo F nám zůstává kotev-
ní N-acetylglukosamin připojený na daný peptid. 
Z kolizních spekter pak mů�eme přesně identifikovat, na 
kterém asparaginu je glykan připojen (obr. 6).  

S rozvojem nových hmotnostně spektrometrických 
technik si mů�eme dovolit hledat glykosylační místa i na 
celém glykosylovaném proteinu. Protein je nejprve �těpen 
vybranou proteasou a z naměřených celých hmotností 
glykopeptidů nebo jejich kolizních spekter mů�eme nejen 
identifikovat, zda je dané místo glykosylováno, ale rovnou 
určujeme, jaký typ oligosacharidu je na jednotlivých mís-
tech připojen. Navíc je�tě získáváme informaci o mikrohe-
terogenitě daného glykosylačního místa (výskyt různých 
forem určitého typu oligosacharidu). Pro identifikaci na 
základě celých hmot je vhodná technika MALDI-TOF, 
av�ak nejlep�ích výsledků lze dosáhnout při spojení mikro-
kapilární HPLC s iontovou cyklotronovou rezonancí, kde 
dosahuje přesnosti měření pod 1 ppm a identifikace jsou 
tak zcela jednoznačné. Pro interpretaci spekter směsi pep-
tidů a glykopeptidů je vhodné vyu�ít specializované soft-
wary, které glykopeptidy snadno a rychle identifikují45,46. 
Při vyu�ití ionizace MALDI se jako nejvhodněj�í matrice 
doporučují DHB a HCCA pro glykopeptidy bez náboje 
a THAP pro glykopeptidy obsahující negativně nabité 
skupiny (kyselina sialová, sulfát).  

Pro měření kolizních spekter je nejčastěji vyu�íváno 
spojení mikrokapilární HPLC s iontovou pastí nebo 
s hmotnostním spektrometrem q-TOF. Výhodou q-TOF je 
mo�nost selektivní detekce glykopeptidů. Na instrumentu 
(operujícím v LC-MS/MS módu) je nastavena jemná frag-
mentace ve zdroji (dochází k disociaci monosacharidových 
jednotek) a pokud jsou detegovány diagnostické ionty 
(např. o m/z 204, 292, 366), jsou provedeny MS/MS expe-
rimenty s glykopeptidy, které se právě eluují z kolony 
a jsou původci zmiňovaných ztrát monosacharidů47. Na 
iontové pasti lze tento experiment provést dvěma způsoby. 
První vychází z faktu, �e drobná �těpení se ve zdroji objeví 
i za normálních podmínek a navíc, �e iontová past je velmi 
rychle skenující instrument. Bez problémů pak naměříme 
MS/MS spektra ze v�ech fragmentů vzniklých ve zdroji. 
Z glykopeptidů obsahujících vysoký počet sacharidových 
jednotek získáme informaci o typu připojené struktury 
a ze �těpení peptidu nesoucího pouze prvou sacharidovou 
jednotku určíme pozici, ve které je sacharid připojen 
(obr. 7). 

Druhý způsob vyu�ívá následné fragmentace, kdy 
v prvním MS/MS je �těpen celý glykopeptid 
a v následných kolizních experimentech (MS3 − MS/MS/

Obr. 5. Detail isotopové obálky isotopicky neznačeného (plná 
čára) a značeného (tečkovaná čára) peptidu při enzymové 
deglykosylaci; jde o deglykosylaci PNGasou F ve směsi H2

16O 
a H2

18O (30:70). Charakteristický isotopový profil (posun m/z 
o 2 hmotnostní jednotky) dovoluje jednoznačně identifikovat 
peptidy, které původně nesly N-vázaný oligosacharid 
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Obr. 6. Kolizní spektrum peptidu nesoucího N-vázaný N-acetylhexosamin; ve spektru jsou označeny b- a y-ionty vzniklé fragmentací 
peptidových vazeb. Ve spektru vidíme jak ionty nesoucí sacharid, tak ionty, které jej ztratily (označeny čárkou). Krou�ek označuje ionty 
vzniklé z příslu�ného �těpného iontu ztrátou vody. Na sekvencích peptidu v levé horní části obrázku jsou vyznačena místa �těpení. P � 
peptid. Spektrum bylo naměřeno na kvadrupólové iontové pasti 

Obr. 7. Analýza glykopeptidů tandemovou hmotnostní spektrometrií; a) ESI-MS spektrum glykopeptidu nesoucího strukturu 
s vysokým obsahem mannosy - schematicky znázorněno v levé části panelu; symboly vysvětleny v obr. 1. Hlavní pík nále�í trojnásobně 
nabitému iontu. Dále jsou ve spektru vidět fragmenty vzniklé ve zdroji. b) MS/MS spektrum z glykopeptidu znázorněného v levé části 
panelu a). V kolizním spektru vidíme fragmentaci glykosidických vazeb, zcela chybí �těpení vazeb peptidových. Z daného spektra lze 
vyčíst infomaci o typu oligosacharidové struktury. c) �těpení třetího stupně z hlavního iontu MS/MS spektra uvedeného v panelu b). Jde 
v podstatě o MS3 experiment. Z tohoto spektra lze ji� určit aminokyselinovou sekvenci peptidu a také lokalizovat místo N-glykosylace. 
Prekurzorem je peptid nesoucí pouze kotevní N-acetylhexosamin. Na sekvencích v pravé části panelu  c) jsou vyznačena místa �těpení 

a 

b c 
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MS) jsou fragmentovány vybrané �těpné ionty naměřené 
v MS/MS experimentu. Nejlépe se tento typ experimentu 
provádí na lineární iontové pasti, která se vyznačuje vyso-
kou citlivostí v MSn módu a má je�tě rychlej�í sken ne� 
kvadrupólová iontová past. Poměrně nová instrumentace 
kombinující kvadrupólovou iontovou past s ionizací TOF 
a MALDI se pak vyznačuje specifickou vlastností, �e ji� 
v MS/MS spektru glykopeptidu nalezneme �těpné ionty 
odpovídající fragmentaci jak sacharidové slo�ky, tak 
i peptidových vazeb41. V�echny vý�e uvedené techniky 
jsou snadno aplikovatelné na glykopeptidy s N-vázanými 
glykany. Pokud v�ak máme nalézt O-glykosylační místa, 
dostáváme se do oblasti, která ji� tak triviální není. Jeden 
způsob spočívá v roz�těpení proteinu bromkyanem (�těpí 
za methioninem) a následném Edmanově odbourávání 
získaných �těpů. V místě, kde je glykosylovaný serin nebo 
threonin, chybí signál pro fenylthiohydantoinový (PTH) 
derivát dané aminokyseliny, a glykosylovaná PTH-
aminokyselina protéká na začátku gradientové eluce, téměř 
v mrtvém objemu49. Vyu�ití iontové pasti nebo q-TOF pro 
identifikaci míst O-glykosylace je mo�né, i kdy� identifi-
kace O-glykosylačních míst v peptidech, kde se nalézá 
více ne� jedno místo, je značně obtí�ná. Místo toho je 
mo�no vyu�ít elegantní ře�ení, které nabízí kombinace 
disociačních technik dostupných na spektrometrech s ion-
tovou cyklotronovou rezonancí. Jde o disociace infračerve-
ným laserem (IRMPD), která poskytuje podstatě stejné 
výsledky jako klasická kolizně indukovaná disociace, je 
v�ak mo�no ji nastavit tak, �e probíhá pouze selektivní 
fragmentace glykosidových vazeb, zatímco peptidové vaz-
by zůstávají nedotčeny. IRMPD tak lze vyu�ít k určení 
typu glykanu, který je k danému glykopeptidu připojen. 
Druhá technika, disociace záchytem elektronu (ECD), pak 
zcela selektivně fragmentuje pouze peptidové vazby 
a ponechává glykosyl nedotčen. Z ECD spekter lze poté 
jednoznačně identifikovat pozice, které byly glykosylová-
ny50−52. Na FT-ICR přístrojích vybavených navíc předřaze-
ným kvadrupólem lze provést alternativu této metodiky, 
a to kombinaci kolizně indukovaného �těpení s různými 
energiemi a ECD. 

Vý�e uvedené postupy v sobě kombinují nalezení 
glykosylačních míst a přibli�né určení typu oligosachari-
dové struktury. Pro přesný a detailní popis glykanu je v�ak 
nutno pou�ít jiných technik. V první řadě je nutno glykan 
od�těpit a zbavit proteinové komponenty. S čistým oligo-
sacharidem je mo�no provádět celou řadu analýz: 
− fluorescenční značení následované chromatografií 

(HPLC), kapilární elektroforézou (CE) nebo gelovou 
elektroforézou (PAGE), 

− vysokoúčinnou iontově výměnnou chromatografii na 
aniontovém měniči spojenou s pulsní amperometric-
kou detekcí (HPAEC-PAD), 

− postupné od�těpování s pou�itím exoglykosidas 
a měření MS, 

− permethylaci následovanou MS a MS/MS analýzou,  
− MS a MS/MS analýzy nederivatizovaných oligosacha-

ridů, 

− nukleární magnetickou rezonanci. 
Musíme v�ak poznamenat, �e vzhledem ke striktně 

daným pravidlům pro biosyntézu N-vázaných sacharidů, 
není mnohdy nezbytně nutné znát přesnou stukturu glyka-
nu. Platí toti� jednoduché pravidlo, �e čím více se o určité 
glykosylaci chceme dozvědět, tím více musíme připravit 
daného glykoproteinu. 

Princip fluorescenčního značení a následné separace 
(HPLC, CE, PAGE) spočívá v modifikaci oligosacharidů, 
jejich rozdělení a porovnání se známými standardy. Jako 
fluorescenční značky mohou slou�it např. kyselina 2-amino-
benzoová (2-AA) nebo kyselina 8-aminonaftalen-1,3,6-tri-
sulfonová (ANTS).  

Technika kapalinové chromatografie na anexech 
s pulsní amperometrickou detekcí (HPAEC-PAD) velmi 
účinně separuje sacharidy v alkalickém prostředí a doká�e 
rozdělit glykany nejen podle různého obsahu jednotlivých 
sacharidů, ale také odli�ného větvení. Pro identifikaci se 
zde opět vyu�ívá porovnání se standardy. Výhodou jak 
flourescenčního značení s HPLC, tak i HPAEC-PAD je 
mo�nost poměrně přesné kvantifikace separovaných gly-
kanů. 

Při postupném od�těpování s pou�itím exoglykosidas 
je vhodné začít s izolovaným a přeči�těným oligosachari-
dem. Volbou exoglykosidas s různou specifitou a měřením 
MS zji�ťujeme, jak jsou jednotlivé monosacharidové jed-
notky spojeny a postupně oligosacharid odbouráváme53,54. 
Při vyu�ití kombinace derivatizace následované analýzou 
MS zjistíme nejen jaká je molekulová hmotnost oligosa-
charidu, ale získáme také detailní informaci o větvení. 
Derivatizace (permethylace) se provádí methyljodidem 
v dimethylsulfoxidu za přítomosti NaOH. Hlavním důvo-
dem pro derivatizaci je zaji�tění stability při ionizaci tvr-
dými ionizačními technikami  a druhým důvodem je 
umo�nit vyčíst z MS/MS spekter informaci o větvení. Při 
�těpení oligosacharidy nejčastěji praskají v místě glykosi-
dové vazby (fragmenty B a Y) (obr. 8, cit.55). Toto �těpení 
v�ak není dostatečně informativní a nejzajímavěj�í 
z hlediska strukturního jsou tzv. fragmentace přes kruh 
(obr. 8). Ty vznikají buď při vysokoenergetických �těpe-
ních nebo při ionizaci rychlými atomy (FAB)56. 

V mnoha případech je při měření oligosacharidů 
vhodné provádět analýzu v negativním módu. Glykany 

Obr. 8. Schématické znázornění �těpení oligosacharidů; názvy 
iontů podle Domon a Costello. Nečastěj�í je tvorba iontů B a Y. 
Nejvíce informativní jsou fragmentace přes kruh � vznikají ionty 
A a X 
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nesoucí záporně nabitou skupinu se zde mnohem lépe ioni-
zují a i u neutrálních oligosacharidů mnohdy dostaneme 
informativněj�í rozpadová spektra ne� v módu pozitiv-
ním57−60. V pozitivním módu se oligosacharidy převá�ně 
nabíjejí nikoliv protonací, ale ionty alkalických kovů. Nej-
intenzivněj�í signál dostáváme pro molekulu modifikova-
nou sodíkem a druhý nejintenzivněj�í signál pro molekulu 
modifikovanou draslíkem. U glykanů s negativní skupinou 
mů�eme naměřit i sodnou sůl daného sacharidu, která je 
navíc nabita sodíkem. Z těchto důvodů je mnohdy obtí�né 
určit, jaká je skutečná molekulová hmotnost analyzované-
ho sacharidu, a proto se pou�ívá kationizace lithiovými 
ionty. Lithné ionty (ve formě hydroxidu lithného) se přidá-
vají v koncentraci od 0,5 do 5 mmol l−1. Vy��í koncentrace 
ji� působí ne�ádoucí potlačení signálu. Optimální koncent-
race kolem 1 mmol l−1 nezaručí, �e glykany naměříme 
pouze jako lithiované, av�ak silně oslabí signál molekul 
modifikovaných sodíkem a téměř zcela potlačí signál mo-
lekul modifikovaných draslíkem. Hojně se vyu�ívají i dal�í 
způsoby kationizace, a to zejména při kolizních experi-
mentech, kdy je cílem dosáhnout selektivní tvorby urči-
tých diagnostických �těpných iontů (přídavky iontů Cs+, 
Ag+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Mn2+)61,62. Zatímco kationizace se 
pou�ívá pro analýzy v pozitivním módu, přídavky aniontů 
(např. Cl−, Br−, I−, NO3

−) jsou vyu�ívány pro měření 
v módu negativním a pro podpoření tvorby diagnostických 
fragmentů v  MS/MS spektrech63.  

Nejpřímočařej�ím typem analýzy, který mů�eme na 
oligosacharidových strukturách provádět, je NMR. Ta 
naprosto bezchybně určí nejen monosacharidové slo�ení, 

ale poskytne i detailní informaci o vazbách mezi jednotli-
vými sacharidy64. Nevýhodou v�ak jsou vysoké nároky 
NMR na čistotu a mno�ství vzorku, kterým je v řadě přípa-
dů obtí�né vyhovět.  

Pro analýzu slo�itých směsí oligosacharidů je mo�no 
také vyu�ít spojení HPLC-MS. Pro chromatografii se nej-
častěji vyu�ívají kolony naplněné normální fází (aminové 
nebo diolové kolony). Je třeba uvá�it, �e oligosacharidy 
s redukující skupinou se mohou na amino kolonu částečně 
chemicky vázat, proto je upřednostňována kolona diolová. 
Velmi populární jsou také nosiče na bázi porezního aktiv-
ního uhlí65,66. 

  
 

8. Lipidomika 
 
Ve�keré metodické přístupy eukaryotické proteomiky 

jsou zalo�ené na analýzách přírodních látek hydrofilní 
povahy, ať ji� jde o vlastní proteiny, nebo jejich modifika-
ce nabitými a polárními skupinami, jako jsou fosfáty nebo 
sacharidy. V komplexních biologických systémech ov�em 
hrají nezastupitelnou úlohu i nepolární látky typu lipidů. 
V proteomice se s nimi setkáváme zejména jako se substi-
tuenty modifikujícími polypeptidové řetězce a tím i biolo-
gickou aktivitu proteinů. Hmotnostní spektrometrie se 
ukázala jako velmi vhodná metoda pro analýzy těchto 
modifikací67. S lipidy mohou ov�em proteiny být spojeny 
té� nekovalentně � mohou zprostředkovat jejich zakotvení 
v biologických membránách, a mohou slou�it i jako sub-
stráty, jak je tomu u různých enzymů a kofaktorů lipidové-

Obr. 9. Příklad úplné lipidomické analýzy pro cholinové fosfolipidy71; v horní části obrázku je sumární spektrum, v drahách fosfolipi-
dy s různými mastnými kyselinami 
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ho metabolismu. V prvém případě se mohou lipidy stát 
důle�itými separačními nástroji při izolaci určitých protei-
nových frakcí plnících v buňce důle�ité funkce, jako např. 
u proteinů membránových mikrodomén nezbytných při 
buněčné signalizaci68. Spojení isotopově značených lipido-
vých prekurzorů s hmotnostní spektrometrií s ionizací 
elektrosprejem se stalo v poslední době oblíbeným nástro-
jem analýzy buněčných lipidomů69 a sledování metabolis-
mu lipidů včetně detailních studií příslu�ných enzymů70. 
Lipidomika je nyní pou�ívána  ve stejném smyslu jako 
proteomika, tj. jako moderní a účinná metoda pro doku-
mentování celkových lipidových profilů zdravých a ne-
mocných buněk71. Příklad takové analýzy pro cholinové 
fosfolipidy je uveden na obr. 9. 

 
 

9. Závěr 
 
Eukaryotická genomika, proteomika i glykomika se 

dnes stává součástí nového, integrujícího směru 
v biologických vědách označovaného jako biologie syté-
mů. Schéma postupné integrace jednotlivých popisných 
disciplin do systémové biologie je znázorněno na obr. 10. 
Tento nový obor je zalo�en na my�lence, �e počet jednotli-
vých komponent biologického systému je vysoký, ale ko-
nečný. Shromá�dění a integrace dostatečného počtu údajů 
o expresi jednotlivých proteinů, jejich posttranslačních 
modifikacích a vzájemných interakcích by tak jednoho dne 
měly vyústit v integrovaný pohled na biologické systémy 
a matematickou (počítačovou) simulaci jejich vývoje1. 

 
S e z n a m  z k r a t e k  
 
CE  kapilární elektroforéza (angl. Capilary Electro-

phoresis) 
Endo  endoglykosidasa 
ESI  ionizace elektrosprejem (angl. Electrospray Io-

nization) 
FT-ICR  iontově cyklotronová rezonance s Fourierovou 

transformací 

Hex  hexosa 
HexNAc  N-acetylhexosamin 
HPAEC  kapalinová chromatografie na anexech (angl. 

High Performance Anion Exchange Chromato-
graphy) 

MALDI  ionizace laserovým paprskem (angl. Matrix 
Assisted Laser Desorption and Ionization) 

PAD  pulsní amperometrická detekce 
PAGE  polyakrylamidová gelová elektroforéza 
PNGasa  protein N-glykanasa 
TOF  time-of-flight, detekce hmotnosti zalo�ená na 

době letu 
 
Projekty, při nich� byly získány vý�e uvedené výsled-

ky, jsou podporovány výzkumným centrem 1M4635608802 
�Centrum cílených terapeutik� M�MT ČR. 
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An enormous complexity of eukaryotic proteomes, in 

which tens of thousands of different genes give rise to 

millions of protein products, brings about new demands 
and challenges on the sensitivity, dynamic range, and ro-
bustness of analytical approaches employed for their 
analysis. The technologies behind the modern proteomics 
of eukaryots rely on a combination of microscale separa-
tion techniques and powerful detection methods, first of all 
by mass spectrometry. Analysis of other classes of natural 
compounds such as carbohydrates or lipids requires the 
development of innovative strategies several of which are 
described in this review. The analytical methods resulted 
in the acquisition of a wealth of information that needs to 
be sorted, presented, and cataloged using modern tools of 
current bioinformatics.  


