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Abstrakt

Galektiny jsou proteiny patfici mezi lektiny S-typu. Jejich vyznamnou
vlastnosti je, Ze dokazi vazat p-galaktosidy, které se nachazeji na povrchu
glykoproteinti ¢i glykolipidd, a tim rozeznat normalni burniku od patologické.
VétSina galektinti, zvlasté galektin-1 a -3, se podileji na procesu kancerogeneze
a dalSich pridruzenych procesech.

BéZnym sacharidovym ligandem pro galektiny je N-acetyllaktosamin. Pri
vazbé na multivalentni sacharidové ligandy spolu molekuly galektinu navzajem
asociuji a vytvareji heterogenni mfizku, kterd spousti signalizacni procesy.
Biokompatibilni ve vodé rozpustny kopolymer N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid
(HPMA) umoznuje multivalentni prezentaci sacharidovych epitopti, coz zvysuje
inhibic¢ni potencidl vysledného glykokonjugatu ke galektintim.

V této praci byl enzymovou syntézou pripraven disacharidovy epitop
Galp4GlcNAc-Ns za katalyzy komercni 3-galaktosidasou z Bacillus circulans. Epitop
byl nésledné ve spolupraci s Oddélenim biolékaiskych polymert Ustavu
makromolekuldrni chemie (Mgr. Petrem Chytilem, Ph.D.) konjugovan na
N-(2-hydroxypropyl)metakrylamidovy (HPMA) kopolymer. Byl stanoven inhibic¢ni
potencidl pripraveného glykopolymeru ke galektinu-1 a galektinu-3 a porovnana
vazebna afinita volného sacharidu a sacharidu vdzaného na kopolymer.

Pripraveny glykopolymer s 22 mol. % LacNAc vykazoval pro oba galektiny
vysokou vazebnou afinitu. Vazebna afinita na galektin-1 byla 18krat vys$si nez pro
galektin-3, takze lze pripraveny glykopolymer povazovat za selektivni ligand

galektinu-1.

Klic¢ova slova

Biomateridl;, enzymova syntéza; ELISA; galektin; glykosidasy; HPMA;

oligosacharid.



Abstract

Galectins are proteins belonging among S-type lectins. Their important
feature is that they can bind (-galactosides that are located on the surface of
glycoproteins or glycolipids, and thus recognize a normal cell from a pathological
one. Most galectins, especially galectin-1 and galectin-3, are involved in
cancerogenesis and other associated processes.

N-Acetyllactosamine is a common carbohydrate ligand for galectins. At
binding to multivalent carbohydrate ligands, galectin molecules associate and
create a heterogeneous lattice, which triggers signalling processes. The
biocomatible water-soluble copolymer N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide
(HPMA) enables multivalent presentation of carbohydrate epitopes, which
increases the inhibitory potential of the resulting glycoconjugate to galectins.

In this work, a disacharide epitope of GalB4GIcNAc-Ns was prepared by
enzymatic synthesis using commercial 3-galactosidase from Bacillus circulans. The
epitope was then conjugated to HPMA copolymer in cooperation with the
Department of Biomedicinal Polymers of the Institute of Macromolecular
Chemistry (Mgr. Petr Chytil, Ph.D.). The inhibitory potential of the prepared
glycopolymer to galectin-1 and galectin-3 was determined and the binding affinity
of the free carbohydrate and the carbohydrate conjugated to copolymer were
compared.

The prepared glycopolymer with 22 mol. % LacNAc showed high affinity to
both galectins. The binding affinity to galectin-1 was 18-times higher than for
galectin-3. Thus, the prepared glycopolymer may be considered as a selective

ligand of galectin-1.

Keywords

Biomaterial, enzymatic synthesis; ELISA; galectin; glycosidase; HPMA;

oligosaccharide.
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1 UVOD

Galektiny jsou skupinou strukturné pribuznych proteinti s vysokou afinitou
pro glykokonjugaty s navazanym N-acetyllaktosaminem a dalSimi B-galaktosidy a
plnici fadu funkci v lidském organismu. Galektin-1 a -3 jsou tuzce spojeny
s rakovinnym bujenim a vznikem metastdz. Galektin-1, homodimerni galektin,
navic dokdze do jisté miry regulovat bunécny cyklus, apoptozu a bunéénou adhezi
a podili se na rozvoji zanétu. Galektin-3 je jedinym chimernim galektinem. Podili
se na nadorovych a fibrotiza¢nich procesech.

Exprese galektinti se zvySuje béhem progrese rakoviny a vede k potlaceni
imunitni reakce organismu. Inhibice galektinti pomoci glykokonjugati by byla
moznosti zmirnéni imunitni suprese a snizeni ristu nadoru.

Vhodnym multivalentnim nosi¢em pro in wvivo aplikace je netoxicky,
neimunogenni, ve vodé rozpustny N-(2-hydroxypropyl)metakrylamidovy
kopolymer. Pfi transportu kancerostatik k mistu nddoru ma dlouhou Zivotnost v
organismu a posléze je vylu¢ovan ledvinami.

Teoretickym cilem této prace je podat informace o galektinech, jejich
inhibitorech a vhodnych biomateridlech pro jejich multivalentni prezentaci.
V praktické ¢asti je studovan inhibic¢ni potencidl N-acetyllaktosaminu volného a po

konjugaci s glykopolymerem.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Galektiny

2.1.1 Charakteristika a klasifikace

Galektiny jsou Zivocisné lektiny S-typu s afinitou k (-galaktosidtim, ktery
jsou soucasti oligosacharidii nebo vazané na glykoproteinech ¢i glykolipidech.
Bylo objeveno patndact galektinti, z nichZ nékteré jsou specifické pro dany Zivocisny
druh, jako napfiklad galektin-5 a -6, které se nachazeji pouze u hlodavci,
¢i galektin-11 a -15 u koz a ovci. Nachdazeji se predevSim v cytoplazmé a jadru
bunék, ale vyskytuji se i na bunécné membrané a v extracelularnim prostoru [1; 2;
3]. Chybi jim signdlni sekrecni peptid, a proto jejich vylucovani mimo burku
probiha neklasickou cestou a jeho mechanismus neni zatim plné objasnén [4].

Specifickd schopnost galektinti pfecist sacharidovy kod na povrchu bunék
nebo glykoproteini by se dala vyuzit pro cilenou lécbu, napf. pro specificky
transport 1é¢iv nebo zobrazovacich ¢inidel ¢i cilenou inhibici. [1; 2].

BéZznym sacharidovym ligandem pro galektiny je N-acetyllaktosamin
(p-D-Gal-(1—4)-D-GIcNAc, LacNAc). Pfi vazbé na multivalentné prezentované
sacharidové ligandy (napf. vystavené na bunééném povrchu) spolu molekuly
galektinu navzajem asociuji a vytvareji heterogenni galektin-glykanovou mfizku,
ktera casto spousti signalizaéni procesy.

Galektiny  rozpoznavaji  sacharidy pomoci specifickych  domén
rozpoznavajicich sacharid (,,carbohydrate recognition domain”, CRD). Extracelularni
galektiny se pfes CRD vazi na povrchové glykoproteiny bun€k, jako naptiklad na
T-lymfocyty, endotelové bunky ¢i stromalni bunky [4; 3; 5].

CRD galektinti se skldda pfiblizné ze 130 aminokyselin a ma tvar dvou

paralelnich B-listti, na néz se z jedné strany vaZe 6 aminokyselinovych fetézcti, a
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tvori tak konkdvni stranu, a ze strany druhé 5 fetézcti tvoficich stranu konvexni.
Konkavni strana tvori drazku pro vazbu sacharidového ligandu [6].

RozliSujeme tfi typy galektinti liSici se strukturou: prototypové, tandemové
a chimerické. V zavislosti na struktufe mohou byt galektiny bivalentni (galektiny
tandemové), nebo tvofi homotypické di- aZ oligomery pomoci specifickych

interakci (prototypové a chimerické galektiny) [7].

Obr. 1: Typy galektinii a tvorba galektinovich mfiZek (pfevzato z [8]). 1- Prototypové galektiny
s jednou CRD doménou; 2- chimericky galektin-3 obsahujici jednu CRD doménu a doménu nelektinového

typu v pentamernim usporiddani; 3- tandemové galektiny se dvéma CRD doménami spojenymi peptidem.

Prototypové galektiny se sestdvaji zjedné CRD domény a fadime sem
galektin-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 a 15 (dale jen Gal-). Gal-4, 6, 8, 9 a 12 tvoii
tandemové struktury se dvéma rtiznymi CRD doménami spojenymi peptidem, coz
jim umoznuje vazat dva rGzné sacharidové epitopy. Gal-8 mulze tvofit
prototypovou i tandemovou formu v zavislosti na sestfihu v aminokyselinové

sekvenci. Mezi chimerické galektiny se fadi pouze Gal-3 s jednou CRD doménou
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a N-koncovou doménou nelektinového typu. Po navazani multivalentniho ligandu
tvofi oligomery, nejcastéji pentamery [7].

Aminokyseliny se pfimo podileji na vazbé sacharida tvorbou vodikovych
aminokyseliny His-Asn-Arg, které tvofi vodikové vazby se zbytkem galaktosy,

napriklad u Gal-1, -3 a u N-terminalni domény Gal-8 [7].

2.1.2 Funkce galektinil v organismu

Galektiny ovliviiuji fadu déjii v naSem organismu, napfiklad mezibunécéné
interakce, transmembranovou signalizaci, apoptozu, sestfih pre-mRNA, bunécnou
adhezi, imunitni odpovéd, migraci a diferenciaci bunék [1; 2]. VétSina galektinti se
podili na patofyziologickém procesu karcinogeneze a ritiznych pfidruzenych
procesech. Vyskyt jednotlivych galektini v krevnim séru je spojen se zvySenou
pravdépodobnosti vyskytu nékterych typti nddorti, a mohou tak slouzit jako
biomarkery rakovinného bujeni [9]. Extracelularni galektiny se vazi na
glykoproteiny laminin, elastin a fibronektin [1; 2].

Galektiny mohou podporovat adhezi nebo ji blokovat. Podporuji ji
v pfipadé, pokud galektiny zesituji glykany vystavené na rtiznych bunkdch nebo
v extracelularni matrix. Adheze je naopak snizena, kdyz galektiny blokuji bunécné
receptory pro jiné vazebné interakce [7].

Gal-1 indukuje apoptézu u CD45 deficientnich T-bunék. In vivo ma silné
imunoregula¢ni vlastnosti diky své schopnosti inhibovat funkci T-bunék [10].
Gal-1 je také produkovadn myoblasty pii jejich findlni diferenciaci. To bylo
prokazano exogenné po pridani galektinu na extraceluldarni matrix proteinu, kdy

doslo kinhibici myoblastové fuze. Gal-1 tedy reguluje interakci myoblastti
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s extraceluldrni matrix, coZ mutZe ovlivnit dalsi vyvoj svalovych bunék a jejich
diferenciaci [8].

Gal-3 potlacuje apoptozu, zvysuje proliferaci T-bunék a intenzivné se podili
na rakovinném bujeni a metastatickych procesech. Dale jeho vyskyt vzrasta ve
spojeni s fibrozou, pfi rtiznych patologiich, naptf. i pfi nékterych srdecnich
onemocnénich [10].

Gal-7 pfispiva k regeneraci rohovky a pokozky. Gal-9 je zvySen u lidi
s diabetes mellitus, je reguldtorem alergickych reakci organismu a ma schopnost
do jisté miry regulovat hladinu glukosy v krvi [4; 11].

Gal-4 je exprimovan v epitelovych bunkach stfev a vyludovan
do extraceluldrniho  systému.  Obsahuje = dvé  domény s podobnou
aminokyselinovou sekvenci a diky této vlastnosti muize hrat roli v fadé
biologickych procesti, jako je napf. transport apikdlniho proteinu, hojeni ran,

stfevni zanétlivé procesy a progrese nadoru [12].

2.1.3 Galektin-1 a -3 v nadorovych onemocnénich

Galektiny se v nadorovych burkach nachdazeji v cytoplazmé, vjadie i na
membrané; z membrany jsou potom uvolnovany do extracelularniho prostoru.
Jsou zapojeny do procesu proliferace, apoptdzy, diferenciace a progrese nadoru

[13].

2.1.3.1 Galektin-3

Gal-3 se sklada ze tfi casti: 1. N-termindlni sekvence (12 aminokyselin)
se dvéma fosforyla¢nimi misty; 2. kolagenova doména bohata na prolin a glycin

nezbytna pro oligomeraci; 3. doména rozpoznavajici sacharidy (CRD) [7].
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Gal-3 byl detekovan pfi nddorech rznych organd, jako naptiklad Zaludku,
jater, Stitné zlazy, nervové soustavy a pohlavnich organti (vajecniky, varlata) [13].
Je vyuzivan rakovinnymi burlkkami k pohybu a ristu, protoze dokaze
zprostfedkovat bunéénou interakci. Nadorové burniky jej dokazi produkovat pro
snizeni imunitni odpovédi hostitelského systému. Gal-3 ma rozdilné chovani
z hlediska apoptozy v zavislosti na tom, kde se nachazi [14]. Extracelularni Gal-3
reguluje duleZité funkce lymfocytd, jako je signalizace TCR, migrace, adheze a
produkce IL-5. Extraceluldrni Gal-3 indukuje apoptdézu v T-bunikach prfimou
vazbou na glykoproteinové receptory CD45 a CD71. [15]. Vjadru je Gal-3
odpovédny za regulaci genové exprese prostrednictvim faktorti SP1 a [-kateninu.
V cytoplazmé potom moduluje signdlni drahy podilejici se na rakovinnych
stavech, jako jsou RAS, BCL-2 a MYC [14]. Proto je dtlezité pfi lécbé rakoviny Gal-
3 blokovat.

Gal-3 také interaguje s K-Ras proteinem v rakovinnych burikdch a spousti
kaskadu PIBK-AKT [5]. Pravé tato signalizacni kaskada podporuje proliferaci, riist
nadoru aangiogenezi [16]. Interakce sadheznimi molekulami integriny
a kadheriny na povrchu rakovinnych bunék podporuje rakovinnou invazi [5].
Gal-3 je schopen indukovat uvolfiovani cytokini, jako jsou IL-6, G-CSF, GM-CSF a
sICAM-1 z endotelovych bunék. To vede ke zvySeni adheze molekul, jako je
integrin a5B1 (receptor fibronektinu), k endotelovému povrchu a metastazovani
[5].

Gal-3 by mohl byt vybornym ukazatelem i v nddorovém epitelidlnim
onemocnéni vajecnikti, které je nejsmrteln€jSim gynekologickym onemocnénim

u Zen a umira na n€j kazda pata zena s touto diagnozou [17].
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2.1.3.2 Galektin-1

Gal-1 se strukturné sklada ze dvou paralelné usporadanych B-listti, jednoho
o péti a druhého o Sesti aminokyselinovych fetézcich. V zavislosti na koncentraci
v roztoku tvori homodimery [8].

Ve zdravych tkdnich se Gal-1 nachazi uvnitf bunky v cytoplazmé nebo
jadru, kde ztistava az do doby, nez dojde k aktivaci imunitnim systémem. Poté je
vyplaven i do extraceluldrniho prostoru. Bylo zjisténo, Ze nejvice je jeho sekrece
zvysSena u rakoviny plic, prsu, pankreatu, jater a stitné Zlazy. U nadort plic, Stitné
zlazy a gliom je jeho vysoka koncentrace méfitelna v krvi [14].

Gal-1 se vaZze na poly-N-acetyllaktosaminové fetézce na proteinech
extraceluldrni matrix, jako je laminin a fibronektin, které se ticastni déjd, jako je
naptiklad bunéénd adheze nebo migrace [18].

Kromé toho podporuje Gal-1 produkci IL-10 a snizuje sekreci IFN-y, coz
vede ke sniZeni imunitni odpovédi organismu na nadorové burky. Napriklad
unadort hlavy a krku, kde je Gal-1 pfi rakovinném bujeni velmi zvySen, snizuje
infiltraci T-bunék a indukuje apoptoézu CD3" a CD# lymfocytii.

Zatimco Gal-3 interaguje s proteinem K-Ras v rakovinnych burkach, Gal-1
interaguje s onkogennim proteinem H-Ras (H-Ras-GTP) k podpofe angiogeneze,
ristu a déleni rakovinnych bunék [14; 4]. Dokaze také inhibovat pfirozené
zabijeéské bunky (NK, ,natural killer cells”) imunitniho systému [3].

Potlacuje imunitni odpovéd gravidni Zeny proti placentarnim aloantigentim
a zabranuje nahlému potratu. Je tedy dtlezitou soucasti pribéhu normalniho

téhotenstvi [4].
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2.1.4 Nizkomolekularni inhibitory galektini

Uéinnymi ligandy pro Gal-3 jsou derivaty poly-N-acetyllaktosaminu. Gal-3
vaze oligosacharidové struktury nesouci vnitfni LacNAc motiv, zatimco Gal-1
vaze pouze terminalni disacharidové sekvence. NejsilnéjsSimi pfirozenymi ligandy
galektint jsou LacNAc a N,N -diacetyllaktosamin ((3-D-GalNAc-(1—4)-D-GIcNAc,
LacdiNAc) [19].

Ligand LacdiNAc vykazuje vyrazné silnéjsi afinitu ke Gal-3 nez ke Gal-1, coz
je zplsobeno sterickym branénim N-acetamidové skupiny na termindlnim
galaktosylu ve vazebném misté pro Gal-1. Vazebné misto Gal-3 ma konzervovanou
a nekonzervovanou ¢ast. Proto je nezbytné pfi ndvrhu ligandt pro Gal-3 pochopit
jeho vazebnou a architektonickou strukturu.

Pfirozeny ligand LacNAc, ktery je spole¢nym ligandem vSech galektind, se
vaze pouze do konzervované ¢asti vazebného mista. Nekonzervovana vazebna cast
ma vSak mnohem vétsi vyznam pro pfipravu sacharidovych ligandt selektivnich
pfimo pro Gal-3, jako jsou tetrasacharidy LacdiNAc-LacNAc a nizkomolekularni

glykomimetika substituovana aryly [19].

2.2 Biomaterialy

2.2.1 Typy a charakteristika

Znalosti ohledné biomateridlti nesoucich bioaktivni sacharidy se znacné
rozsitily v poslednim desetileti. Biomateridly skonjugovanymi sacharidovymi
ligandy umoznuji diky multivalentnimu charakteru znacné zesileni glykan-
lektinové interakce. Tyto materidly mohou byt vyuzity v cileném transportu léciv
nebo v diagnostickych a analytickych biochemickych metodéach, pfi konstrukci

biosenzord, jako matrice pro zobrazovani in vivo, pro cilenou hypertermalni 1écbu
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tkani postizenych rakovinou, jako selektivni inhibitory bakteridlnich toxini,
lektinovych receptorti, patogenti a v dalSich aplikacich [11].

NejrozsifenéjsSimi biomaterialy se sacharidovymi ligandy jsou glykany
navazané na pevném nosi¢i, mezi které patfi glykonanocastice, glykoarraye
a ,kvantové body” (z angl. ,,quantum dots”) [11].

Nanocastice jsou tvoreny oxidy kovti, jako je napfiklad Fe:Os, které se
pouzivaji jako kontrastni latky pfi neinvazivnim vySetfeni magnetickou rezonanci
lidskych meékkych tkéani. Jsou velice vyhodné pii biomedicinskych aplikacich,
protoZe jsou netoxické a snadno biologicky odbouratelné oproti ,kvantovym
bodtim”, které obsahuji tézké kovy. Glykonanodastice se mohou pouzit pri
podavani 1é¢iv, detekci rakovinnych bunék nebo termoterapii in vivo [11].

Zlaté nanocastice se daji pouZit v kolorimetrickych biologickych testech, kde
vykazuji vysokou citlivost diky vysokému extinkénimu koeficientu zlata. Pfi
navazani nanocastic zlata na lektinovy ligand zméni glykonanocastice barvu
z Cervené na fialovou, coz muiZeme pozorovat i pouhym okem. Pfi zkoumani
vazby nanocastic zlata s glykoproteiny z vajecného bilku bylo pozorovano cervené
fotoluminiscenéni zbarveni, které bylo pfisuzovdno piitomnosti aminokyselin
cysteinu a tyrosinu ve vejci. Zlaté glykonanocastice jsou perspektivni i pfi cilené
terapii nadorovych onemocnéni. Byla demonstrovana vazba zlatych
glykonanocastic  na Gal-3 pres Thomsen-Friedenreichtiv antigen
(B-D-Gal-(1—3)-a-D-GalNAc), typicky povrchovy antigen rakovinnych bunék [11].

Termin ,kvantové body” zavedl prof. Mark A. Reed [11]. Jsou to
polovodicové nanokrystaly obsahujici bindrni nebo terndrni slouceniny tézkych
kovt (Cd, Pb) s fluorescen¢nimi vlastnostmi. Jejich velkou nevyhodou je relativné
vysoka toxicita [11].

Glykoarraye predstavuji soubor vybranych sacharidovych struktur

kovalentné ¢i nekovalentné navazanych na pevny nosi¢. Vysledny povrch pak
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muZze sriznou silou specificky vazat napf. lektiny ¢i enzymy z testovanych
vzorkl. Glykoarraye nachdzeji uplatnéni v diagnostice, analyze substratové

specifity enzymd, studiu novych inhibitorti a v dalSich pouzitich [11].

2.2.2 Syntetické polymery

Synteticky polymer je makromolekularni latka tvofena dlouhymi fetézci
monomert, na kterych mtize byt navazana bioaktivni latka (lé¢ivo) bud pfimo,
nebo napf. pfes biodegradovatelnou spojku, kterd se Stépi jen za urcitych
podminek. Velmi zdlezi na rozpustnosti, délce fetézce a molekulové hmotnosti
nosice; pro pouziti in vivo je nutna vysoka biokompatibilita. Nizkomolekularni
lé¢iva v krevnim obéhu jsou ztéla rychle odstranovana filtraci pfes ledviny.
U lé¢iv vazanych na polymer je vylucovani pomalejsi diky vysSsi molekulové
hmotnosti vysledného konjugatu, takZe ztstavaji déle v obéhu. V zavislosti na
délce polymerniho fetézce se prodluzuje doba cirkulace, cozZ je vyhodné zejména
ucilené 1écby pevnych nddorti, kdy se polymer postupné zkrevniho obéhu
akumuluje na povrchu bunék a pronika do nich [20].

Polymer s lécivem se miize k nddoru dopravit dvéma zptsoby, aktivnim
smérovanim nebo pasivni akumulaci. Aktivni smérovani je provadéno pomoci tzv.
smérujicich struktur, které se specificky vdZzou na membrdnové receptory
nadorovych bunék. Nasledné polymer s lé¢ivem pronikne endocytézou do nadoru
a dojde k uvolnéni 1é¢iva. Smérujici strukturou miize byt takova molekula, ktera
obsahuje specificky receptor pro vazbu, napf. monoklondlni a polyklonalni
protilatky, ale i lektin, sacharid, kyselina listova nebo oligopeptid. Byly zkoumany
dvé rtizné metody s protilatkami, kdy jako smérujici struktura byl pouzit sacharid.
V prvnim ptipadé byly protilatka i lé¢ivo navazany na postranni fetézce polymeru

(klasicky typ). Druhy typ byl tvofen centrdlni protildtkou, na niZ bylo navadzano
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nekolik fetézcli kopolymeru (hvézdicovy typ). Mezi polymerem a léc¢ivem byla
hydrazonova vazba nebo oligopeptid (nejcastéji GlyPheLeuGly), kdy oboji je lehce
Stépitelné. Tyto metody byly zkoumany pro cytostatikum doxorubicin
(imunosupresivum cyklosporinu A a chlorinu es). Hvézdicovy typ polymeru mél
lepsi protinddorovou aktivitu in wvivo, proto by mohl byt lepsi variantou

k aktivnimu cileni 1é¢by [20].

TITT
MWTET:

Obr. 2: Struktury pasivné smérovanych polymernich léCiv (prevzato z [20]). 1- Linedrni fetézec
s nedegradovatelnym ftetézcem; 2- linedrni fetézec s piidatnymi fetézci s biodegradovatelnou vazbou; 3-
struktura s centrdlnim hydrofobnim jddrem a hydrofilnim obalem; 4- linedrni struktura s navizanymi

linedrnimi polymery, 5- hvézdicovitd struktura s rozvétvenym jadrem a linedrnimi polymery.

Pasivni akumulace polymeru se vyuzivd pro lécbu vaskularizovanych
nadort a je zaloZena na fuzi makromolekul pfes endotel buriky a jeho ndsledném
hromadéni v nadoru. Tento jev se nazyva EPR efekt (,enhanced permeability and
retension effect”) a poprvé ho popsal prof. Maeda [20]. Molekuly tcastnici se pasivni
akumulace musi mit takovou molekulovou hmotnost, aby byly ledvinami

vylouceny, a zaroven musi byt schopny prostoupit do naddoru. Bylo zkoumano pét
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riznych struktur, od linedrnich aZ po hvézdicovité. Hvézdicovy polymer
s dendritickym jadrem a navazanymi fetézci linedrniho polymeru (Obr. 2,
struktura 5) se v krevnim fecisti nachazel nejdéle, a tudiZ jeho akumulace v nadoru

byla nejuc¢innéjsi [20].

2.2.3 HPMA

N-(2-Hydroxypropyl)metakrylamidové (HPMA) kopolymery jsou ve vodé
rozpustné biomateridly, které jsou netoxické, neimunogenni a biologicky
kompatibilni. HPMA kopolymer tvoii ve vodé kulovité utvary o velikosti 5-20 nm.
Unikatni strukturni, fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti téchto kopolymerti
je predurcuji pro in vivo aplikace. [21].

HPMA o molekulové hmotnosti 30 000 g/mol nevyvoldva zZddnou imunitni
odpovéd. Pokud je na néj navazana oligopeptidova spojka, je jeho imunitni
odpovéd minimalni. Po navazani léciva jiz organismus tvofi protilatky, jejichz
mnozstvi ale pfipadného pacienta neohroZzuje [20].

HPMA kopolymer vykazuje podobné vlastnosti jako poly(ethylenglykol),
ktery sniZzuje imunogenitu navazanych proteinti. Pfi vazbé na HPMA se snizuje
imunitni odpovéd navazanych glykoproteinti, imunoglobulinu IgG, albuminu
ajinych latek. IgG byl zkouman u pacientek po prodélani rakoviny prsni Zlazy,
které byly lé¢eny polymernim konjugatem DOX-PHPMA-IV s doxorubicinem. Ani
po nékolika mésicich od podani terapeutika nebyly pozorovany anti-IgG protilatky
v periferni krvi [20].

HPMA neinterferuje negativné s tvorbou bunék imunitniho systému, jako
jsou prirozené zabijecské bunky (NK, ,natural killer cells”), cytotoxické lymfocyty
nebo makrofagy, coz je velmi dtilezité pro potlaceni metastazovani a primarniho

nadoru [20].
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Kromé doxorubicinu byl HPMA konjugovan smnoha Ilécivy jako
doxycyklin, daunomycin, cyklosporin a dalsi. Pfi testovani na mysich s uréitym
typem nddoru byla pozorovana az 100% ucinnost 1écby. Kromé transportu
terapeutik mtize byt pouzit napft. i jako nosi¢ specifickych inhibitori nebo jinych
bioaktivnich slouéenin, u nichZ bude prodluZovat polocas Zivota [20].

0

H,C CH,

I=Z

CH, OH

Obr. 3: Strukturni vzorec N-(2-hydroxypropyl)metakrylamidu (HPMA) (vytvoreno v programu

ChemDraw Prime).

2.3 Syntetické inhibitory galektint

2.3.1 Nizkomolekularni inhibitory galektini

Byla vyvinuta fada pfirozenych ¢i syntetickych sacharidovych ligandti pro
galektiny. Tyto ligandy mohou pak v biologickém procesu fungovat jako
inhibitory interakce galektinu s biologickymi strukturami, a tedy inhibovat
prislusnou biologickou odpovéd, nebot se navazou do vazebného mista galektinu,
a tak ho zablokuji pro dalsi vazbu. Toho lze vyuzit pfi terapii stavii spojenych
s patologickou produkci galektini. Mezi hlavni pfirozené galektinové ligandy
patfi galaktosa, laktosa ([3-D-Gal-(1—4)-D-Glc) a N-acetyllaktosamin. Po zavedeni
aromatické skupiny na pozici C-3 u galaktosylu na neredukujicim konci se vyrazné
zvysuje afinita téchto latek ke galektinim. Vyhodou je, Ze takto modifikované

cukerné ligandy jsou znacné rezistentni vii¢i enzymové degradaci in vivo [19].
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Afinita ligandi substituovanych na C-3 ke Gal-3 mutze byt dale zvySena
zavedenim sulfatu na pozici C-2. [19].

Molarni hmotnost téchto nizkomolekularnich inhibitortt obecné nepfesahuje
1000 Da. Pro dosazeni vysoké afinity a selektivity je dulezité, jak struktura téchto
ligandti vyhovuje strukturnim poZadavkim jednotlivych galektintt [19]. Dosud
nejselektivnéjsi molekulou je inhibitor zaloZeny na thio-a-D-galaktosidu, ktery ma

stokrat vyssi afinitu ke Gal-3 nez ke Gal-1 [19].

2.3.2 Multivalentni inhibitory galektint

V piirodé jsou Zivocisné glykany prezentovany na glykoproteinech na vice
glykosylacnich mistech, coz ma za ndasledek vice interak¢nich mist a multivalenci.
Multivalentni glykomaterialy nesouci glykany nebo glykomimetika napodobuji
prirozenou prezentaci glykanti na povrchu bunék a na glykoproteinech. Hustota
prezentace epitoptl a typ navazani na biomateridl jsou dtilezitymi predpoklady pro
napodobeni pfirozené glykanové prezentace, a tim i maximalni zesileni interakce
s lektinem [19].

Poly-amidoaminové dendrimery byly spolu s kalixareny prvnimi
multivalentnimi chemickymi strukturami, které se pouzivaly jako ligandy
galektinti. Jejich vyhodou je kontrolovand struktura dendrimeru, kterd urcuje
valenci dendrimeru, velikost a fyzikalné-chemické vlastnosti [19].

Pripojeni ctyt laktos modifikovanych na C-3 na jednoduchou dendrimerni
strukturu zvysilo inhibicni potencidl ke Gal-3 vice nez 10x (Obr. 4, struktura 1).
Bylo zjisténo, ze jak Gal-1, tak Gal-3 tvofi s glykodendrimery v roztoku agregaty
podobné nanocasticim. Gal-3 tyto agregaty tvofi dokonce i srakovinnymi

bunkami. [19]
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Uéinnym ligandem Gal-1 jsou amfifilni glykopeptidy

s N-acetyllaktosaminem (Obr. 4, struktura 2). DokaZzi se nekovalentné shlukovat do
supramolekuldrnich nanovldken uspofadanych do p-listu. Vazaly Gal-1 s vysokou

afinitou a inhibovaly galektinem indukovanou apopt6zu T-bunék Jurkat [19].
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Obr. 4: Struktury multivalentnich glykanii (prevzato z [19]). 1- Polymer se ctyifmi molekulami laktosy
modifikovanymi na C-3; 2- amfifilni glykopeptid tvofici nanovldkna pro vazbu galektinii; 3- neo-
glykosylovany albumin s asialoglykopeptidy; 4- neo-glykosylovany albumin s oligosacharidy typu poly-

LacNAc; 5- neo-glykosylovany albumin s thiodigalaktosidem substituovanym fenylem.
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2.4 Glykosidasy v syntéze

2.4.1 Charakteristika a klasifikace

Glykosidasy (EC 3.2.1.) jsou stabilni enzymy s Sirokou substratovou
specifitou, a mohou byt proto pouzity v fadé syntetickych reakci i s nepfirozenymi
donory glykosylu, které nesou rtizné funkcni skupiny [22]. Ackoliv jsou to enzymy
hydrolytické a v pfirodé se uplatriuji pro stépeni glykosidickych vazeb v poly- a
oligosacharidech, glykoproteinech ¢i glykolipidech, vhodnou tpravou reakénich
podminek lze dosdhnout dobrych vytézkii pfi syntéze. Existuje vice nez 140
skupin glykosidas s pfibuznou primarni strukturou a architekturou dle databaze
Carbohydrate Active enZYmes (http://www.cazy.org/) [23]. Dle substratové
specifity délime glykosidasy do nékolika skupin. Pro tcely této prace budeme
charakterizovat ~ dvé  skupiny  glykosidas, a to  B-galaktosidasy

a B-N-acetylhexosaminidasy, s nimiZ jsme pracovali.

2.4.2 p-Galaktosidasy

[-Galaktosidasy se nachdzeji v lidském téle, rostlinach a mikroorganismech.
Katalyzuji hydrolyzu (1—3) a B(1—4) glykosidovych vazeb v oligosacharidech.
Vyuzivaji klasicky katalyticky mechanismus glykosidas se zachovanim anomerni
konfigurace (Stépeny substrat ma stejnou anomerni konfiguraci jako vznikly
produkt). Hraji diileZitou roli pfi ziskdvani energie a uhliku Stépenim laktosy na
galaktosu a glukosu [24]. Priimyslové se vyuzivaji k syntéze galaktooligosacharida
[25]. Galaktooligosacharidy jsou dtlezitda prebiotika, kterd zvysuji proliferaci
stfevnich bifidobakterii a laktobacili v tlustém stfevé, coz je dulezité pro lidské
zdravi a ochranu pfed toxiny, bakteriemi a infekcemi stfev. V potravinafském

primyslu je -galaktosidasa pouZzivana pfi vyrobé mléka bez laktosy pro osoby
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s laktosovou intoleranci [24]. V potravindfském pramyslu se vyuziva nejhojnéji
-galaktosidasa BgaD z Bacillus circulans. Ma mnohem vyssi syntetickou aktivitu
a tepelnou stabilitu nez jiné galaktosidasy [24]. VSechny [(3-galaktosidasy obsahuji
katalytickou doménu (TIM barrel) se dvéma katalytickymi zbytky kyseliny

glutamové [24].

2.4.3 B-N-Acetylhexosaminidasy

[-N-Acetylhexosaminidasy katalyzuji Stépeni koncovych
monosacharidovych zbytkt B-D-GIcNAc a 3-D-GalNAc v N-acetylhexosaminovych
strukturach.  B-N-Acetylhexosaminidasy = vyuZivaji =~ zvlaStni  katalyticky
mechanismus, tzv. mechanismus s asistenci substratu. Kyslik ze substratu C-2
acetamidové skupiny ptlisobi jako katalyticky nukleofil a vznika reakéni
meziprodukt oxazolin [26].

V morskych chinolytickych bakteriich jako Vibrio furnissii nebo Alteromonas
se PB-N-acetylhexosaminidasy spolu s chitinasou podileji na degradaci chitinu.
Gramnegativni bakterie obsahuji [-N-acetylglukosaminidasu NagZ, ktera
hydrolyzuje B-1,4-glykosidické vazby mezi N-acetylglukosaminem
a kyselinou anhydro-N-acetylmuramovou. Vysledné peptidy kyseliny
1,6-anhydro-N-acetylmuramové ptisobi jako induktory (-laktamasy AmpC, ¢imz
zplsobuji ~ bakteriim  rezistenci ~ viaéi  (B-laktamovym  antibiotik(im.
B-N-acetylhexosaminidasy z vldknitych hub jsou za laboratornich podminek
schopny Stépit a prenaset substraty nesouci rtizné funkéni skupiny, napf.

karboxylaty, sulfaty, azidy a 4-deoxyglykosidy [26].
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2.4.4 Synteticky potencial glykosidas

Glykosidasy pfirozené stépi sacharidové fetézce in vivo pfenesenim
glykosylu na akceptor vody [27]. Pokud je v dostate¢né koncentraci pfitomen jiny
akceptor s hydroxylovou skupinu, mtiZze vznikat nova glykosidova vazba. Syntéza
pomoci glykosidas je stimulovdna sniZenou aktivitou vody, napf. vysokou
koncentraci reaktantti, pfitomnosti organickych rozpoustédel nebo soli [27].

Existuji dva zptsoby syntézy glykosidi za katalyzy glykosidasami,
termodynamicky a kineticky fizeny. Termodynamicky fizeny proces probiha jako
kondenzace dvou molekul ve vysokych koncentracich v pfitomnosti enzymu za
vzniku nové glykosidické vazby a odstépeni molekuly vody. Nevyhodou reakce je,
Ze casto vznikd smés produktii. Kineticky fizend reakce probihd za pouZiti
reaktivniho sacharidového donoru s vhodnou odstupujici skupinou. Tato reakce je
selektivnéjsi a probiha rychleji.

R°0OH R'OH

Glykosyl-O-R’ > Glykosyl-O-R?
transglykosylace

Glykosyl-O-H

Obr. 5: Reakce katalyzované glykosidasami
B-Galaktosidasa z Bacillus circulans katalyzuje prenos galaktosylu

zvhodnych donorti na réizné substraty. S akceptorem N-acetylglukosaminem

(GIcNACc) vznikaji razné regioisomery produktu N-acetyllaktosamin (obr. 6) [28].
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Obr. 6: Transglykosylacni reakce katalyzovand B-galaktosidasou z Bacillus czrculans (vytvoreno

v programu ChemDraw Prime).

U syntetickych reakci katalyzovanych glykosidasami probiha vzdy
paralelné hydrolyza, protoZe reakéni produkt slouzi zaroven jako substrat, coz
snizuje reakéni vytéZek. Kromé tprav reakénich podminek a sloZeni reakéni smési
je mozné podporit transglykosylacni aktivitu glykosidas téz proteinovym
inZenyrstvim a mutagenezi [23].

Bodovou mutaci katalytického nukleofilu mtize byt zrusena hydrolyticka
aktivita enzymu. Tyto mutantni enzymy se nazyvaji glykosynthasy. V reakcich
s glykosynthasami vystupuje jako donor glykosylu glykosylfluorid opacné
anomerni konfigurace nez puvodni substrat. ProtoZe takovy donor dokaZze
imitovat glykosylovy enzymovy meziprodukt a katalyza mtize probéhnout, dojde
k vytvofeni glykosidové vazby. Mutantni enzym je vSak hydrolyticky neaktivni,
a tak nedochdzi ke snizeni vytézku produktu hydrolyzou [23]. Bylo vytvoreno
mnoho glykosynthas, jako napiiklad glykosynthasa z Thermus thermophilus,
selektivné syntetizujici (-1,3-glykosidové vazby ve vytézcich az 90 % a
xylosynthasa odvozena od (-glukosidasy z Agrobacterium sp. Existuji dalsi
xylosynthasy odvozené od endo-1,4-B-xylanasy z Cellulomonas fimi a (3-xylosidasy

z Geobacillus stearothermophilus [29].
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Mutantni endo-B-N-acetylglukosaminidasa z Mucor hiemalis vykazuje
vysokou transglykosylaéni aktivitu oproti hydrolytické diky bodové mutaci Tyr217
na Phe. Tim bylo dokazano, Ze transglykosylacni aktivita se miize vyrazné zvysit
na ukor hydrolytické aktivity mutaci aminokyselinového zbytku tyrosinu (Tyr),

ktery v aktivnim centru stabilizuje vodu jako akceptor glykosylu [29].
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3 CIL PRACE

Cilem prace je pfiprava funkcionalizovaného disacharidového epitopu
B-D-Gal-(1—4)-8-D-GlcNAc-Ns za katalyzy komercéni (-galaktosidasou z Bacillus
circulans a stanoveni jeho vazebné afinity ke galektinu-1 a galektinu-3 pomoci
metody ELISA.

Funkcionalizovany epitop bude izolovan pomoci gelové chromatografie
a bude zméfena a porovndna afinita volného epitopu a epitopu po konjugaci na

HPMA kopolymer.

Diléi cile prace:

e Literdrni reSerSe problematiky syntetickych inhibitorti galektinu-1 a -3

e Optimalizace  postupu  enzymové  syntézy  N-acetyllaktosaminu
s azidoskupinou za katalyzy (3-galaktosidasou z Bacillus circulans.

e DPiiprava chitooligomernich linker(i s azidoskupinou za katalyzy mutantni
[-N-acetylhexosaminidasou z Talaromyces flavus pro naslednou galaktosylaci
(tato galaktosylace neni pfedmétem této prace)

e Stanoveni afinity glykokonjugati s navdzanym N-acetyllaktosaminem ke
galektinu-1 a galektinu-3 pomoci ELISA stanoveni (chemickou syntézu

glykokonjugatti provadélo spolupracujici pracovisté).
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4 METODIKA

4.1 Pristroje a material
4.1.1 Pouzité pristroje

e Akta Prime Plus (Amersham Biosciences, Velka Britanie)
e Centrifugy:

o Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendrorf, USA)

o Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendrorf, USA)

o Sorvall RC 6 Plus Centrifuge (Thermo Scientific™, USA)
e Desticky na ELISA — F16 Maxisorp NUNC-Imunno modules (Fisher

ThermoScientific, Dansko)
e HPLC Nexera XR a Prominence (Shimadzu, Japonsko)
e Kolona TSK- gel amide 80; 5 pum; 250 X4,6 mm (TOSOH BIOSCIENCE, JP)
e Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)
e Lyofilizator Lyovac GT2 (Leybold GmbH, Némecko)
e pH metr - pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR)
o Purifikaéni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britdnie)
e Sbérac- Pump P-1 (Pharmacia Biotech, USA)
e SDS-PAGE aparatura (Bio-Rad, USA)
e Sonikdtor UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka
Britanie)
e Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)
e Termomixér: Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)
o Tiepacka IKA KS 4000 ic control (Schéller, Ceska republika)
e UV lampa, UV 240 (A. KriissOptronic, Némecko)
e Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)
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e Vakuova filtrace (Milford, MA 01757, USA)

e Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)

4.1.2 Pouzity material

¢ (Hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), (Sigma-Aldrich, USA)
e 1-(2’-Azidoethyl)-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopyranosid =~ (GlcNAc-Ns;
pripraven v laboratofi)
e Aceton (VWR Chemicals, Ceska republika)
e Acetonitril (VWR Chemicals, Ceska republika)
e Akrylamid (WVR Chemicals, Ceské republika)
e Amoniak (Lach-Ner, Ceska republika)
e Antibiotika
o Ampicilin (Serva Elektrophoresis GmbH, Némecko)
o Chloramfenikol (Sigma Aldrich, USA)
e Asialofetuin (Sigma Aldrich, USA)
e Bradfordovo ¢inidlo, fedéno 1:4 s destilovanou vodou - Protein Assay Dye
Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
¢ Bromfenolova modf (SERVA, USA)
e Bunky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (Sigma-Aldrich, USA)
e Destilovana a ultracista voda (filtracni zarizeni WATREX)
¢ Dihydrogenfosforeénan sodny, mohohydrat (Carl Roth, Némecko)
e Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)
e Enzymy
o mutantni (-N-acetylhexosaminidasa z Talaromyces flavus Y470N

(rekombinantni enzym; pfipravena v laboratofi)
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o [-galaktosidasa z Bacillus circulans Biolacta FN5 (hruby enzymovy
preparat; Daiwa Kasei, Japonsko)
Ethanol (Lach-Ner, Ceské republika)
Fenylmethansulfonylfluorid (Sigma-Aldrich, USA)
Glycerol (VWR Chemicals, Ceska republika)
Glycin (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (WVR Chemicals, Ceska republika)
Hydroxid sodny (Carl Roth, Némecko)
Chlorid sodny (Carl Roth, Némecko)
Imidazol (Carl Roth, Némecko)
IPTG (Isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid), (Sigma-Aldrich, USA)
Isopropanol (WVR Chemicals, Ceska republika)
Kyselina borita (Lachema, Ceska republika)
Kyselina citronova (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina fenyloctova (Lachema, Ceska republika)
Kyselina fosfore¢na (Lachema, Ceska republika)
Kyselina octové (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika)
Methanol (ISOLAB, Némecko)
Molekulovy marker: Amersham LMW (Low molecular weight marker)
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare, Velka Britanie)
Mysi monoklonalni protilatka anti-Hiss-peroxidasa, fedéni 1:1000 v 1XPBS
(Roche Diagnostics, évycarsko)
N, N’, N, N"""-Tetramethylethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, USA)
N-Acetyl-D-laktosamin ((3-D-galaktopyranosyl-(1-4)-2-acetamido-2-deoxy-D-
glukopyranosa), (Carbosyth, Velka Britanie)
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e N-Acetylglukosamin  (2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosa),  (Acros
Organics, USA)

e Plasmid Gal-1 a -3 (pfipraveno v laboratofi)

e p-Nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid (pNP-Gal; Senn Chemicals, Svycarsko)

e Polyakrylamidovy gel na gelovou chromatografii — Bio-gel P2 (Bio-Rad,
USA)

e SDS (SERVA, USA)

e Substrat ,TBM One”- 3,3',5,5 -Tetramethylbenzidin (Kem-En-Tec, Dansko)

o Tekuty dusik (Maneko, Ceska republika)

e Uhli¢itan sodny (Lachner, Ceska republika)

4.1.3 Pufry a roztoky

e 12% SDS gel
o Separacni gel- 1,6 ml H20, 2,0 ml 30% akrylamid, 1,3 ml Tris-Cl (1,5
M, pH 8,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (NH4)25:0s, 0,002 ml
TEMED
o Zaostfovaci gel- 3,4 ml H20, 0,83 ml 30% akrylamid mix, 0,63 ml Tris-
Cl (1,0 M, pH 6,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (INHa4)25205, 0,005 ml
TEMED
e 15% SDS gel
o Separacni gel- 1,1 ml H20, 2,5 ml 30% akrylamid, 1,3 ml Tris-Cl (1,5
M, pH 8§,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (NH4)25:0s, 0,002 ml
TEMED
o Zaostfovaci gel- 3,4 ml H20, 0,83 ml 30% akrylamid mix, 0,63 ml Tris-
Cl (1,0 M, pH 6,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% (NH4)25:0s, 0,005 ml
TEMED
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1XPBS (pH 7,5)- 8,76 g 0,15 M NaCl, 6,9 g 0,05 M NaH:POs . H2O v 1000 ml
dH=0

3 M HCI- 66 ml HCl, 186 ml dH=0

2% BSA v PBS pufru (Sigma-Aldrich, USA)

5% kyselina sirova (H2504) v ethanolu

Acetatovy pufr- 0,1 M CHsCOOH, 0,2 M CHsCOONa (pH 5,0)

Barvici roztok - 0,5 g Coomasie Blue Brilliant, CHsOH: CHs:COOH : H:z0, 9 :
1:9

Blokovaci roztok- 2 g 2% BSA (hovézi sérovy albumin; bovine serum albumin)
rozpustime ve 100 ml 1 XPBS a sterilné prefiltrujeme

Britton-Robinsontiv pufr: 40 mM kyselina fosforecna, 40 mM kyselina
fenyloctova, 40 mM kyselina borita, 200 mM hydroxid sodny (pH 2-12)
Ekvilibra¢ni pufr- 20 mM Na:HPO4 , 500 mM NaCl, 20 mM imidazol (pH
7,4)

Elektrodovy pufr- 15,1 g TRIS baze a 94 g glycinu rozpustime v 900 ml H20;
5 g SDS (dodecylsulfat sodny) rozpustime v50 ml H.O a pfiddme ho
k pfipravenému roztoku; objem doplnime na 1000 ml

Eluéni pufr- 20 mM Na:HPOs, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol (pH 7,4)
EPBS (pH 7,5) — v 250 ml 1XPBS rozpustime 0,186 g 2 mM EDTA
a upravime pH

Fosfore¢nanovy pufr - 16 ml 0,2 M NaH2POs, 84 ml 0,2 M Na:HPOs, 100 ml
ultracisté H20 (pH 7,5), filtrace

Mcllvaine pufr — 0,1M kyselina citréonova, 0,2M Na:HPOs (pH 5,0)
Odbarvovaci roztok - 350 ml etanolu, 550 ml H20, 100 ml kyseliny octové
Pevné Luria-Bertani medium - 10 g/l trypton, 0,5 g/l NaCl, 5 g/l extrakt

z kvasnic a 15 g/l agar
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e DPlasmidy Gal-1 a Gal-3 (geny zaklonované v pET-Duet-1 vektoru;
pripraveny v laboratofi)

e Promyvaci roztok- 250 ml Tween 20 smichame s 9750 ml 1XPBS, poté
odebereme 5 ml roztoku a smichdme s 245 ml 1 XPBS

e Vyvijeci faze na TLC - izopropylalkohol : voda: amoniak; 7:2: 1

e Vzorkova barva- 250 mM Tris, 500 mM DTT, 10% SDS, 0,5% bromfenolova

modf, 50% glycerol

4.2 Produkce Gal-1a -3

4.2.1 Transformace plasmidu do E. coli

Do pripraveného zasobniho agaru s Luria-Bertani mediem (LB, 100 ml) byl
po rozehfati sterilné pfidano ampicilin (100 pg/ml) a chloramfenikol (34 pg/ml) a
agary na Petriho miskach byly ponechany ztuhnout v laminarnim boxu.

Na ledu byla rozmrazena kryokonzervovana kultura kompetentnich bunék
E. coli Rosetta 2 pLysS (100 ul) a promichdna. Stejné tak byl rozmrazen zasobni
roztok plasmidu Gal-3, ze kterého byl v lamindrnim boxu odebran 1 ul a pfenesen
do bunék. Celd smés byla promichdna a po dobu dvou minut inkubovana na ledu.
Poté byla smés v mikrozkumavce pfenesena do termomixéru, kde se inkubovala
pfi 42 °C bez michani a pak byla pfenesena zpét na led na 2 min, ¢imz byl vytvoren
,teplotni Sok”.

Bunééna smés byla opét vloZzena do termomixéru s pridavkem 100 ul
LB media a inkubovéna jednu hodinu pfi 37 °C a 300 otackach za minutu.

Poté byla smés stocena (10 s, 13 500 otaéek za minutu). Horni cast
supernatantu byla odstranéna a spodni ¢ast s burikami byla rozsuspendovana,

naockovéana na misku (50 pl) a ponechdna inkubovat pres noc pti 37 °C.
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Druhy den byla do tfi Erlenmayerovych banék o objemu 500 ml s 60 ml
TB media pfidana antibiotika ampicilin (100 mg/ml) a chloramfenikol (34 mg/ml).
Do media byly zaockovany narostlé kolonie z predeslého dne paratkem tak, Ze
v kazdé barce byla jedna kolonie. Kultury byly inkubovany pri 37 °C a 220
otackach za minutu.

Po 17 hodinach byl obsah prekulrut z Erlenmayerovych banék prelit do tfi
tfilitrovych Erlenmayerovych banék se 600 ml TB media a antibiotiky ampicilinem
(100 pg/ml) a chloramfenikolem (34 pg/ml). Poté byly kultury znovu inkubovany
za stejnych podminek, dokud absorbance pfi 600 nm nedosahovala hodnot mezi
0,6-0,8. Poté bylo do kazdé barky pfidano 600 pl IPTG na indukci proteinové
exprese a kultury byly inkubovany pifi 25 °C a 150 otackach za minutu po dobu 24
hod.

4.2.2 Produkce galektini v E. coli

Bakterie byly stoceny pii 5000 otackdch za minutu po dobu 20 minut
pfi 10 °C. Bunéény pelet byl pfenesen do vychlazeného ekvilibra¢niho pufru (50
ml) o pH 7,4. Byl pridan PMSF (inhibitor proteas, 500 ul) a promichan. Poté bylo
provedeno Sest cyklii sonikace (s 52% amplitudou) na ledu po dobu 1 minuty
a pauzou 2 minuty. V pribéhu pauzy byla smés vzdy mirné promichana. Po
skonceni sonikace byla suspenze prelita do mikrozkumavek (2 ml) a stocena pfi 15
000 otackach za minutu po dobu 15 minut a 8 °C. Supernatant byl poté prelit do

zkumavky a prefiltrovan (filtr 0,8 um) pfed nanesenim na kolonu.
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4.2.3 Purifikace galektinti afinitni chromatografii

Gal-3 nesouci histidinovou kotvu byl purifikovan pomoci chelata¢ni afinitni
chromatografie na koloné na bazi Sepharosy (HisTrap™ 5 ml; GE Healthcare),
ktera je nabita Ni** ionty.

Pfed nanesenim vzorku na kolonu zapojenou do chromatografické sestavy
Akta Prime Plus byla kolona promyta 150 ml ultradisté vody a 150 ml
ekvilibracniho pufru (priitok 5 ml/min). Poté byl nanesen pfrefiltrovany vzorek
rozfedény v 50 ml ekvilibra¢niho pufru a priitok byl nastaven na 1 ml/min. Po
naneseni vzorku byla kolona znovu promyta 150 ml ekvilibra¢niho pufru
(2 ml/min), aby se odstranily nespecificky vdzané proteiny.

Cisty Gal-3 byl eluovan eluénim pufrem sobsahem 500 mM imidazolu
a byly sbirdny frakce (1 ml; 2 ml/min). Priibéh eluce byl analyzovan pomoci UV
detektoru (240 nm) a obsah proteinu v jednotlivych frakcich byl zjistén pomoci
Bradfordova cinidla. Frakce snejvy$sim obsahem proteinti byly spojeny
a dialyzovany ve 2 X7 1 dialyzac¢niho pufru (EPBS) po dobu celkem 24 h.

Po eluci byla kolona promyta 150 ml elu¢niho pufru, 150 ml ultracisté vody
a 150 ml 20% ethanolu.

Stejnym postupem probihala i produkce a purifikace Gal-1 s rozdilem, Ze

bunééné kolonie byly pfed purifikaci zmrazeny.

4.2.4 Charakterizace galektini

Koncentrace galektinu v roztoku byla zjisténa pomoci Bradfordova ¢inidla.
Molekulova hmotnost Gal-3 je 28 000 Da, Gal-1 je 16 500 Da.
Déle byla méfena dcistota Gal-1 a -3 pomoci SDS elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu. Byl pfipraven 15% gel pro Gal-1 a 12% pro Gal-3.
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Sklicka pro pfipravu SDS gelu byla upnuta do drzdku a zasazena do
stojanku, jehoz tésnéni jsme natfeli vazelinou a predem vyzkousSeli ¢istou vodou,
jestli neprosakuje. Do bariky byl namichdn separacni gel (dle kap. 4.1 smési)
a opatrné napipetovan do aparatury. Ten byl poté prevrstven 1 ml butanolu
a nechal se ztuhnout (cca 15 minut). Po ztuhnuti byl butanol slit, byl napipetovan
zaostfovaci gel, do néhoZz byl zasazen hiebinek a nechal se ztuhnout. (cca 15
minut).

Do mikrozkumavek byly pfipraveny vzorky se vzorkovou barvou a
denaturovany pti 99 °C po dobu 5 minut.

Byla sestavena aparatura a sklicka s gelem do ni byla upevnéna. Do
jednotlivych drah byl napipetovan vzorek a marker (LMW, Low Molecular Weight).
Aparatura byla naplnéna pufrem a pfipojena ke zdroji napéti (130 V) pfibliZzné na
1 hodinu. Pak byla aparatura rozebrana a sklicka jemné oddélena. Gel byl pfenesen
do Petriho misky, barven 10 minut v Coomasie blue a poté odbarvovan
v odbarvovacim roztoku asi 30 minut. Poté byl gel uchovavan v 1% kyseliné

octové v destilované vodé.

4.3 Stanoveni enzymovych aktivit

Byla stanovena aktivita [-galaktosidasy a [-N-acetylhexosaminidasy
v preparatu Biolacta pfi riznych pH v pfitomnosti riizného procentudlniho obsahu
rozpoustédla ve smési jako kosolventu.

Stanoveni pH optima bylo provedeno v Britton-Robinsonové pufru o Siroké
skale pH (2-12) ve triplikdtu se substraty pNP-Gal pro [-galaktosidasu
a pNP-GIcNAc pro [3-N-acetylhexosaminidasu. Do tfi mikrozkumavek bylo
napipetovano 10 pl 10 mM substratu a 30 ul pufru o daném pH (vysledna

koncentrace v reakéni smési 2 mM). Smés byla vloZzena do termomixéru na 37 °C
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pri 850 otackach a po preinkubaci (1 min) bylo pfidano 0,25 U/ml enzymu (10 ul),
ktery zahajil hydrolytickou reakci. Reakce trvala 10 minut a po uplynuti této doby
byla reakce zastavena pfidanim 1 ml 0,1 M Na:COs. Reakcni smés byla prenesena
do kyvet a zméfena oproti negativni kontrole (10 pl substrat a 40 pl pufr) na
spektrofotometru pfi 420 nm.

U stanoveni aktivity enzymu v zdvislosti na stoupajicim procentudlnim
obsahu rozpoustédla se postupovalo analogickym postupem s tim rozdilem, ze
¢ast smési tvoril aceton nebo acetonitril v obsahu 0—-40 obj. %.

Ze ziskanych hodnot absorbance byla vypocitana aktivita dle vztahu:

ABS X Vypztoru X Tedéni
k X Venzymu Xt

AKT [U/ml] =

Kde AKT je aktivita enzymu vyjadiend v U/ ml; ABS je primérna absorbance;
Vioztoku j€ celkovy objem reakcni smési [ul]; fedéni je fedéni enzymu v reakéni
smési; kje smérnice kalibracni pfimky zavislosti absorbance na koncentraci
p-nitrofenolu v reakéni smési [I/mmol]; Vepzymy je objem enzymu piidaného

k reakéni smési [pl] a t je reakcni ¢as [min].
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0,0 : : ‘

0 0,5 1 1,5

Koncentrace p-nitrofenolu [mmol/I]

y =0,7246x + 0,0162
R?=0,9986

A420

Obr. 7: Kalibracni pfimka. Zivislost absorbance na koncentraci p-nitrofenolu pro stanoveni enzymové
aktivity. Linedrni regresi byla proloZena piimka s rovnici Aso = 0,7246xc(pNP) se stanovenou konstantou

umernosti k = 0,7246.
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4.4 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je zaloZena na principu separace, ktera
zavisi na afinité sloucenin ke stacionarni a mobilni fazi. Slouceniny pod vlivem
mobilni faze prochdzeji po povrchu faze stacionarni a dochdzi k separaci sloucenin
na zakladé jejich velikosti a polarity. Tim dojde k oddéleni sloucenin. Pfi detekci
(viz niZe) jsou jednotlivé latky na desce zobrazeny jako skvrny, které muZeme
porovnat s nanesenymi standardy [30].

Na pfipravenou desku staciondrni faze byl kapilarou nanesen vzorek
(3 kapky) probihajici transglykosylaéni reakce. Na stejnou desku byly naneseny
i standardy (pNP-Gal, galaktosa, GIcNAc-Ns) pro porovnani retence.

Deska s nanesenymi vzorky byla vyvijena v mobilni fazi cca 45 minut, poté
byla vysuSena a pozorovana napied pod UV svétlem pro detekci UV-aktivnich
sloucenin, kde byl vidét pNP-OH a ubyvajici donor. Deska byla pak vloZena do 5%
kyseliny sirové v ethanolu a skvrny byly vizualizovany zahtatim horkovzdusnou

pistoli cca 10 s. Vysledkem byly skvrny odpovidajici slou¢enindm v reakéni smési.

(
e ] v

0-30 min 30-45 min \

Obr. 8: Schéma tenkovrstvé chromatografie. (prevzato a upraveno z [31]). 1- vyvijeci cela s mobilni fazi
se vzorky nanesenymi na startu TLC desky; 2- vzorky jsou undseny po povrchu staciondrni fize a dochdzi

k jejich délent; 3- separované ldtky ve smési dle velikosti a polarity.
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4.4 Enzymova syntéza

4.4.1 Analyticka reakce

Pro pripravu produktu (-D-Gal-(1—4)-8-D-GIcNAc-Ns (LacNAc-Ns) byl
pouzit jako donor pNP-Gal (30 mM) a akceptor GIcNAc-Ns (100-250 mM) v 0-40 %
acetonitrilu v 50 mM acetatovém pufru pH 5 nebo fosfore¢nanovém pufru pH 7,5

za katalyzy [-galaktosidasou (0,07-0,25 U/ml) v reak¢ni smési o objemu 1 ml.

4.4.2 Preparativni reakce

Do tfi mikrozkumavek bylo navdzeno 3X9mg pNP-Gal, 3X37mg
GIcNAc-N3, pfidano 3X800ul 50 mM acetatového pufru pH 5 nebo
fosforecnanového pufru pH 7,5 a 3 X200 pl acetonitrilu (v pfipadé vyssiho obsahu
rozpoustédla bylo mnozstvi pufru adekvatné sniZzeno). Mikrozkumavky se smési
byly vlozeny do termomixéru pfi 37 °C a 850 otackdch za minutu a po jedné
minuté preinkubace bylo pfidano 0,07-0,25 U/ml enzymu, ¢imz se zahdjila reakce.
Pfiblizné kazdou hodinu byla provedena analyza reakéni smési tenkovrstvou
chromatografii, dle ¢ehoz jsme identifikovali, kolik v reakci zbylo donoru a kolik
naopak pribylo produktu. Po ubytku cca 90 % donoru byla reakce zastavena
tepelnou inaktivaci enzymu pfi 99 °C po dobu 2 minut. Délka reakce zavisela na

mnozstvi pfidaného enzymu (cca 6-25 hod).

'O
OH_-OH ’ OH _OH OH
O 0
HO &:&/& /O%NS
OH B -galaktosidasa HO
OH o NH
2 :

Obr. 9: Reakéni schéma wvzniku LacNAc-Ns (vytvofeno v programu ChemDraw  Prime).
Transglykosylacni reakce pNP-Gal jako donoru s GIcNAc-Ns akceptorem za vzniku f-D-Gal-(1—4)-p-D-
GIcNAc-Ns (LacNAc-Ns ) byla katalyzovand p-galaktosidasou z Bacillus circulans (pfipravek Biolacta).
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Po ukonceni reakce byla smés stocena po dobu 10 minut pfi 13 500 otackach
za minutu. Na dné mikrozkumavek ztstal pelet denaturovaného enzymu a nad
nim supernatant se zbytky reakcénich substrati a produktem, ktery byl odebran do
bariky. Pelet byl promyt jesté 100 ul destilované vody a pfipojen k supernatantu.
Takto pfipraveny vzorek byl nanesen na kolonu gelové chromatografie
ekvilibrované v ultracisté vodé. Po nasaknuti do gelu byl vzorek prevrstven 3 ml
destilované vody a po zasdknuti se kolona pfevrstvila vodou, uzavfela a byl
zapnut automaticky sbéra¢ frakci s ¢asovou prodlevou 14 hodin. Frakce byly
sbirany po 2 ml do zkumavek.

Po dokoncéeni gelové chromatografie se jednotlivé frakce analyzovaly TLC
s reakéni smési jako standardem. Frakce obsahujici produkt a zbytek akceptoru
byly spojeny a lyofilizovany. Cistoty latek byly ovéfeny pracovniky laboratofe

pomoci HPLC a NMR. Recyklovany akceptor byl poté pouzit v dalsich reakcich.

4.4.3 Priprava chitooligomernich linkert

Piiprava  chitooligomernich  linkert  probihala  podobné jako
transglykosylacni reakce z kapitoly 4.4.2. Jako donor byl pouZzit pNP-GIcNAc
(50 mM) a akceptor GIcNAc-Ns (100 mM) v pufru Mcllvaine pH 5 za katalyzy
mutantni [-N-acetylhexosaminidasou zT. flavus Y470N (pfipravena jinymi
pracovniky laboratofe).

Do tfi mikrozkumavek bylo navazeno 3X17 mg pNP-GIcNAc a 3X25 mg
GIcNAc-Ns. Bylo pfidano 927,5 ul pufru a po minutové inkubaci v termomixéru
pfi 35 °C na 1000 otacek za minutu byla reakce spusténa 0,42 U/ml (30,8 ul)
enzymu. Kazdych 30 minut byla provedena analyza tenkovrstvou chromatografii,
abychom vidéli, kolik v reakci zbyva donoru. Po jeho témér 90% spotfebovani, coz

nastalo cca po dvou hodindch, byla do reakce pfiddna dalsi davka donoru
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(pPNP-GIcNAc, 3X17 mg). Po Sesti hodinach byla reakce zastavena denaturaci
enzymu (99 °C, 2 min). Dalsi zpracovani reakéni smési probihalo stejné jako v kap.

4.42.

ko)
OH

NO,

o H-+O o} Q
@) HO N lO N
HO&O + "o ? Hgé@ HO 3

NH D NH P-N-acetylhexosaminidasa NH NH

Obr. 10: Reakcni schéma vzniku funkcionalizovanyjch chitooligomerii (vytvofeno v programu
ChemDraw Prime). Reakce donoru pNP-GIcNAc a akceptoru GIcNAc-Ns byla katalyzovand mutantni f-N-

acetylhexosaminidasou Y470N z T. flavus.

4.5 Kompetitivni ELISA stanoveni

Pomoci kompetitivni metody ELISA (,,Enzyme Linked Immunosorbent Assay”)
byla stanovena afinita ligandt ke Gal-1 a Gal-3. Pozitivni kontrolou byla laktosa,
negativni kontrolou byl pufr EPBS.

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo multikandlovou pipetou napipetovano
50 pl 0,1 uM roztoku asialofetuinu (ASF) v PBS a ponechano inkubovat pfes noc
pfi laboratorni teploté. ASF je multivalentni glykoprotein prezentujici tfi
N-glykany zakonéené deviti molekulami LacNAc.

Druhy den rano byla desticka promyta 3x250 pul PBS Tween, aby se
odstranil nenavazany ASF. Poté byly jamky blokovany 250 ul 2% hovéziho
sérového albuminu (BSA) 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nasledovalo promyti
3x250 ul PBS Tween a bylo nanaSeno 25 pl vzorku testovanych inhibitort
v riznych koncentracich spolu 25 ul pfislusného galektinu (Gal-1 nebo Gal-3,

vysledna koncentrace 10 uM). Nasledovala inkubace (2 hod pfi laboratorni teploté)
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s naslednym promytim (3X250 ul PBS Tween) a pfidanim 50 pl mysi protilatky
konjugované s kienovou peroxidasou v PBS (Anti-Hise-peroxidasa, fedéna 1: 1000).
Po inkubaci (1 hod pfi laboratorni teploté€) byly jamky promyty (3250 ul PBS
Tween) a byl pfidan substrat TMB One (50 pl) pro iniciaci chromogenni reakce
s kfenovou peroxidasou. Reakce probihala bez pfitomnosti svétla a byla zastavena

3 M HCI (50 pl) po dosazeni absorbance 0,9-1 pfi 450 nm (Magellan Shortcat) [32].
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Obr. 11: Schéma metody kompetitivni ELISA (prevzato a upraveno z [32]). Testované rozpustné glykany
a glykopolymery kompetuji o vazbu Gal-1 nebo Gal-3 na imobilizovany asialofetuin (ASF). Kvenovd
peroxidasa (HRP) méni chromogenni substrdt TMB za vzniku barevného vysledku pro spektrofotometrickou

detekci.
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5. VYSLEDKY

5.1 Produkce a purifikace Gal-1 a -3

Plasmid galektinu byl transformovdn do kompetentnich bunék E. coli
pomoci teplotniho Soku. Pfi kultivaci byla exprese galektinu indukovana pomoci
IPTG. Nasledné byla bakteridlni sténa rozbita sonikaci, ¢imz doslo k uvolnéni
intraceluldarné vyprodukovaného galektinu do lyzatu. Stoceny a pfefiltrovany
hruby bunécny extrakt byl navdzan na kolonu HisTrap nabitou Ni* ionty diky
specifické vazbé pomoci histidinové kotvy, kterd je umisténa na N-konci
proteinového konstruktu. Ndsledné byl cisty galektin eluovan eluénim pufrem
s vysokou koncentraci imidazolu, ktery rozvolnil vazbu mezi Ni** a histidinovou
kotvou galektinu. Imidazol byl z roztoku proteinu odstranén dialyzou proti EPBS
pufru pH 7,5, ve kterém je pak sterilné filtrovany galektin po dobu 2 mésicti

stabilni. Gal-1 ma niZsi stabilitu nez Gal-3, a proto se uchovava ve 20% glycerolu.

A o704 B 97.0
66.0 66.0
45.0 45.0
300 & 30.0
—
20.1 20.1
14.4 14.4
kDa 1 2 3 456 7 1 2 3 4 56 78

Obr. 12: Analyza priibéhu purifikace Gal-1 (A) a Gal-3 (B) pomoci SDS-PAGE . (A) 1- Marker LMW;
2- bunécny extrakt pied nanesenim vzorku na kolonu; 3- eludt po naneseni vzorku; 4- Gal-1 pred dialyzouw;
5,6- Gal-1 po dialyze; 7- standard Gal-1. (B) 1- marker LMW; 2- bunécny extrakt pred nanesenim vzorku na
kolonu; 3- eludt po naneseni vzorku; 4- vzorek v ekvilibracnim pufru; 5- Gal-3 pred dialyzou; 6,7- Gal-3 po

dialyze; 8- standard Gal-3.
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Cistota galektinti byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy, kdy byl na gel
nanesen marker, vzorek pred nanesenim na kolonu, pfed dialyzou a po dialyze.
Molekulova hmotnost Gal-3 je 28 kDa a Gal-1 je 16,5 kDa.

Na produkci Gal-3 bylo pouzito 16 g bunék z 1,8 1 media. Bylo ziskdno 15 mg
Cistého Gal-3. Na produkci Gal-1 bylo pouZito 6,4 g bunék z 600 ml media. Bylo

ziskano 74 mg cistého Gal-1.
5.2 Optimalizace enzymové reakce

Komer¢ni (3-galaktosidasa obsahuje jako pfimés 3-N-acetylhexosaminidasu,
kterd je schopna degradovat funkcionalizovany GIcNAc-Ns akceptor, a tak
snizovat vytézek. Cilem optimalizace transglykosyla¢ni reakce bylo minimalizovat
[-N-acetylhexosaminidasovou aktivitu oproti (-galaktosidasové, a tak

maximalizovat vytéZek produktu LacNAc-Ns.

5.2.1 Aktivita enzymového preparatu v riznych pH

Pfedmétem zkoumdni bylo zjistit, ve kterém pH vyrazné Kklesa
[3-N-acetylhexosaminidasova aktivita oproti (3-galaktosidasové.

Bylo provedeno proméfeni obou enzymovych aktivit pfi rtznych pH
v Britton-Robinsonové pufru (pH 2-12) s pfislusSnymi substraty: pNP-Gal pro
B-galaktosidasovou aktivitu a pNP-GIcNAc pro [-N-acetylhexosaminidasovou
aktivitu (stanoveni popsano v kap. 4.3).

Z vypocitanych aktivit pro jednotlivé hodnoty pH (dle vzorce v kap. 4.3) byl
sestaven graf zavislosti [3-galaktosidasové a (3-N-acetylhexosaminidasové aktivity
na pH reakéni smési. Nezadouci (3-N-acetylhexosaminidasova aktivita byla nejvice
potlacena v pH 7,5 a 8 (pomér B-galaktosidasa/ 3-N-acetylhexosaminidasa- 12,0
a9,6), ale vanalytickych transglykosylac¢nich reakcich (kap. 4.4.1) se posléze

48



ukdzalo, Ze v tomto pH neni reakce regioselektivni, a tak bylo nakonec zvoleno pH
5 s pomérem aktivit 2,7.

25 4

Aktivita [U/ml]

(%3]
1

o
[
K J

pH

Obr. 13: Porovndni zdvislosti -galaktosidasové a B-N-acetylhexosaminidasové aktivity na pH.
[-N-Acetylhexosaminidasovd  aktivita (modie) byla stanovena se substritem pNP-GIcNAc a

B-galaktosidasovd (cervené) s pNP-Gal.

5.2.2 Aktivita enzymového preparatu v pfitomnosti rozpoustédla

Déle jsme studovali, zda by se nezadouci [-N-acetylhexosaminidasova
aktivita dala jesté vice snizit pfidanim vhodného rozpoustédla. V nasem pripadé
byl pouzit aceton a acetonitril v mnozstvi 0-40 obj. %. Vliv pritomnosti
rozpoustédel jsme sledovali pomoci méfeni aktivit (prabéh stanoveni v kap. 4.3).

Zavislost enzymové aktivity na vzrlstajicim procentudlnim obsahu
rozpoustédla v reakéni smési je uvedena na Obr. 14.

Obé rozpoustédla podporovala p-galaktosidasovou aktivitu  oproti
B-N-acetylhexosaminidasové. Aceton je rozpoustédlo, které se v reakci rychle
vyparfuje, a tudiz je nutné ho neustale doplnovat. Dle vysledkii vysel nejlépe 20 %
acetonitril, vnémZz [-galaktosidasova aktivita presdhla 42 % v porovnani
s hodnotou bez rozpoustédla, zatimco 3-N-acetylhexosaminidasova aktivita klesla

na 4 % (vice nez 10X).
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Obr. 14: Zavislost enzymové aktivity na vzristajicim obsahu acetonitrilu (A) a acetonu (B).
Aktivita B-galaktosidasy (Cervené) byla métena se substratem pNP-Gal a p-N-acetylhexosaminidasy (modie)

s pPNP-GIcNAc v reakcni smési s obsahem 0-40% rozpoustédla.

Proto vyhodnéjSim rozpoustédlem je 20% acetonitril, u kterého byla
[-galaktosidasova aktivita 136 X vyssi nez -N-acetylhexosaminidasova. Aceton za

stejnych podminek mél nejlepsi pomeér aktivit 53.

5.3 Enzymova syntéza

5.3.1 Analytické reakce

Transglykosylaéni reakce probihala sdonorem pNP-Gal (30 mM)
a akceptorem GIcNAc-Ns (100-250 mM) pfi pH 5 nebo 7,5 spridavkem 20%
acetonitrilu za katalyzy komercni [-galaktosidasou z B. circulans (preparat
Biolacta). V pfitomnosti 250 mM akceptoru byla reakce vyrazné inhibovana
a vytézek LacNac-Ns byl nejvice 5 mg (10 %). Koncentrace akceptoru 150 mM se
ukdzala jako optimalni pro vytézek produktu. Rychlost reakce tizce souvisela
s mnozstvim pfidaného enzymu, pfi mensim mnozZstvi enzymu byla reakce
ukoncena azZ po 24 h a pii mnozstvi enzymu 0,25 U/ml (10 ul) byl donor kompletné
zreagovan jiz po 6 hodinach. Ubytek donoru byl sledovan pomoci tenkovrstvé

chromatografie, kdy pod UV svétlem bylo vidét, jak donor ubyva.

50



Optimalni podminky pro maximalni vytézek produktu byly 30 mM
pNP-Gal, 150 mM GlcNAc-Ns a 0,07 U/ml (3 pl) enzymu v acetatovém pufru pH 5
s pfidavkem 20% acetonitrilu. Reakce probihala pti 35 °C a 850 otackach za minutu
po dobu 24 hodin.

Reakce pro ptipravu chitooligomernich linkert probihala s donorem
pNP-GIlcNAc (50 mM) a akceptorem GIcNAc-Ns (100 mM) v pufru Mcllvaine
(pH 5) za katalyzy mutantni (3-N-acetylhexosaminidasou Y470N (0,42 U/ml) po
dobu asi 6 hodin, kdy po 2 hodinach byl do reakce pfidan jesté dalsi podil donoru
(100 %). Diky pouziti mutantniho enzymu v reakci neprobihala hydrolyza a

vznikala celd série chitooligomer.

5.3.2 Pfiprava a purifikace LacNAc-N:

Po optimalizaci reakénich podminek byla provedena transglykosyla¢ni
reakce v preparativnim méfitku pro izolaci produktu LacNAc-Ns. Reakce byla
sledovdna pomoci tenkovrstvé chromatografie a zastavena pfi spotfebovani
donoru tepelnou denaturaci enzymu. Po vychladnuti byla reakéni smés stoc¢ena na
minicentrifuze a supernatant byl nanesen na kolonu gelové chromatografie
(Biogel P2) pfipojené ke sbéraci frakci. Po probéhnuti chromatografie byly frakce
obsahujici pozadovany produkt spojeny a lyofilizovany. Ziskany produkt byl
analyzovan pomoci HPLC a NMR (provadéli jini pracovnici). Bylo zjisténo, Ze
pfi pH 7,5 v reakci vznika neoddélitelna smés produktti
-D-Gal-(1—4)-p-D-GIcNAc-Ns a (pozadovany LacNAc-Ns; Obr. 9) ajeho p(1—6)
regioisomer. Proto bylo optimdlni pH reakce stanoveno jako pH 5. Nejlepsi
dosazeny vytézek produktu LacNAc-Ns byl 24mg (35 %). Charakterizace

produktt pomoci NMR je v Ptiloze 1.
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Obr. 15: TLC transglykosylacni reakce pro ptipravu LacNAc-Ns. 1- pNP-OH; 2- donor pNP-Gal spolu
s akceptorem GIcNAc-Ns; 3- stopy GIcNAc; 4- produkt LacNAcN3; 5- galaktosa.
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Obr. 16: HPLC chromatogram (kolona TSK- gel amide 80; 5 um; 250 x4,6 mm (TOSOH BIOSCIENCE,
JP); priitok 1 ml/min, 25 <C, detekce p¥i 200 nm- naméfila Ing. Lucie Petrdskovd, Ph.D.). Produkt LacNAc-Ns3

(1) s retencénim ¢asem 9,3 min ma cistotu 93 %.

Charakterizovany produkt LacNAc-Ns byl dale predan ke konjugaci na
dendrimerni linker a posléze na polymer do Ustavu makromolekularni chemie AV

CR na Oddéleni biolékaiskych polymerti (Mgr. Petr Chytil, Ph.D.).
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5.3.3 Pfiprava a purifikace chitooligomernich linkert

Po optimalizaci reakénich podminek byly pfipraveny preparativni
transglykosyla¢ni reakci chitooligosacharidy s rtiznym mnozstvim sacharidovych
podjednotek, nesouci azidovou skupinu na C-1 (Obr. 10). Dle ptredchozich
protokolli byl po dvou hodindch od zacatku reakce pfidan do reakce dal$i donor
pro zvyseni celkového vytézku. Pomoci TLC (Obr. 17) bylo urceno, kdy je veskery
donor v reakci spotfebovan, coz nastalo po Sesti hodinach. Reakce byla ukoncena,
vysledny roztok byl po odstranéni enzymu centrifugaci nanesen na kolonu gelové
chromatografie, jak je popsano v kap. 5.3.2. V reakci vznikla sada chitooligomert
(GIcNACc)2-Ns az (GIcNACc)s-Ns (N,N’-diacetylchitobiosylazid az
N,N,N",N",N"""",N"""""-hexaacetylchitohexaosylazid). Pouze chitooligomery se
dvéma az c¢tyfmi jednotkami GIcNAc byly ziskany v dostatecné Ccistoté ke
strukturni charakterizaci NMR (viz Priloha 2)

Pomoci HPLC (Ing. Lucie Petraskova, Ph.D.) byla zjisténa C(istota

jednotlivych latek (viz Tab. 1).

Obr. 17: TLC transglykosylacni reakce pro pripravu funkcionalizovanych chitooligomerii. 1- pNP-
OH; 2- donor pNP-GIcNAc; 3- akceptor GIcNAc-N3; 4- (GIcNAc)2-Ns; 5- (GIeNAc)s-Ns; 6- (GIcNAc)+Ns.
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Tab. 1: Funkcionalizované chitooligomery, jejich vijtéZek a cistota.

Produkt Vytézek Cistota
[mg] [%]
NN'N'N~ NN 1 <30
N,N,N",N"",N""""-pentaacetylchitopentosylazid 3 <80
N,N’,N"",N"""-tetraacetylchitotetrosylazid 7 88
N,N’,N “-triacetylchitotriosylazid 12 97
N,N’-diacetylchitobiosylazid 16 99

Na vzniklé funkcionalizované chitooligomery mutZe byt vnesen
transglykosylaci termindlni B-galaktosyl a po konjugaci na polymer muze byt
zkoumadna jejich afinita ke galektintim a vliv délky chitooligomerniho fetézce na

ucinnost a vyslednou afinitu.

5.4 Inhibic¢ni potencial pfipravenych latek s galektiny

Inhibi¢ni potencidl latek s Gal-1 a Gal-3 byl stanoven pomoci metody
kompetitivni ELISA jako ICso, coz je koncentrace ligandti, pfi niz je dosazeno 50%
inhibice vazby galektini k imobilizovanému ligandu ASF. Byl studovan volny
disacharid LacNAc, dendrimerni linker se tfemi molekulami LacNAc a
glykopolymer s obsahem 22 mol. % LacNAc. VSechna stanoveni probihala ve
triplikdtu. Ziskana data byla vyhodnocena v programu Graphpad Prism (model
log(inhibitor) vs. response - variable slope), byl vytvoren graf zavislosti absorbance na

koncentraci inhibitoru a vypoctena hodnota ICso k jednotlivym galektintim.
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Obr. 18: Struktury pouZitych glykokonjugatii. 1- Konjugit HPMA kopolymeru s navazanym sacharidem

LacNAc (22 mol. %); 2- trivalentni dendrimer se tfemi navdzanymi molekulami LacNAc.

Tab. 2: Stanoveni inhibicniho potencidlu pripravenych latek ke Gal-1.

Inhibitor Pocet glykanti Mw/ Mn ICso na ICso na
[g/mol] konjugat glykan
[LM] [LM]
LacNAc 1 383 - 62+9
Dendrimer 3 1652 9+1 26+4
Glykopolymer | 27,8 (22 mol. %) | 32400 0,08 + 0,01 23+04
Tab. 3: Stanoveni inhibicniho potencidlu ptipravenych litek ke Gal-3.
Inhibitor Pocet glykanti Mw/Mn ICs na ICso na
[g/mol] konjugat glykan
[uUM] (uM]
LacNAc 1 383 44 +7
Dendrimer 3 1652 7+2 216
Glykopolymer | 27,8 (22 mol. %) 32 400 1,5+0,3 42+8
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Obr. 19: Inhibicni potencidl pripravenych litek ke Gal-1.
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Obr. 20: Inhibicni potencidl pfipravenijch latek ke Gal-3.

Konjugat HPMA kopolymeru s navdzanym sacharidem LacNAc vykazoval
vice nez osmndctkrat vyssi afinitu (nizsi ICso; 80 nM vs. 1,5 uM) ke Gal-1 nez Gal-3,
ackoliv volny LacNAc je lepsim inhibitorem Gal-3 nez Gal-1 (44 uM vs. 62 uM).
Dendrimerni trivalentni konjugaty byly pro dané galektiny siln€jsimi inhibitory

neZz volny LacNAc.
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6. DISKUZE

Galektiny jsou proteiny tcastnici je mnoha déji v naSem organismu, jako
jsou mezibunécéné interakce, transmembranova signalizace, apoptdza a bunécna
adheze. Nékteré typy galektini se podileji na patofyziologickych procesech,
z nichZ nejdiskutovanéjSim je proces kancerogeneze, ktery je u mnoha typti nadort
doprovazen zvySenym vyskytem nékterych galektinti, zvlasté Gal-1 a Gal-3,
v krevnim séru [1; 2].

Selektivni inhibice galektini pomoci biokompatibilnich glykopolymert
s konjugovanymi sacharidovymi ligandy je perspektivni experimentdlni metodou
imunoterapie vybranych nadort. Tato prace je zaméfena na studium afinity
disacharidu LacNAc konjugovaného na HPMA kopolymer ke Gal-1 a Gal-3.
HPMA kopolymer je pro organismus netoxicky, neimunogenni a biologicky
kompatibilni, a proto je vhodnym kandidatem pro budouci in vivo aplikace [21].

Piiprava funkcionalizovaného LacNAc epitopu probihala enzymovou
syntézou za katalyzy komercni [3-galaktosidasou, obsahujici jako pifimés
[-N-acetylhexosaminidasu, ktera Stépi GIcNAc-Ns akceptor, coZ ma za nasledek
nizsi vytézek pozadovaného funcionalizovaného produktu B-D-Gal-(1—4)-3-D-
GIcNAc-Ns  (LacNAc-Ns).  Aktivita [-N-acetylhexosaminidasy byla vyrazné
potlacena kombinaci vhodného pH a pfidavku kosolventu, takZe reakce probihala
selektivné a s dobrym vytéZzkem (az 35 %)

Hodnota pH byla klicova pro regioselektivitu reakce. Zatimco pfi pH 7,5
byla reakce neselektivni, vznikaly dva regioisomery pozadovaného produktu
(B(1—4) a P(1—6)) a vytéznost byla znacné nizsi, pfi pH 5 byla reakce
regioselektivni a vznikal pouze pozadovany produkt. Pro potlaceni nezadouci
aktivity se ukazala jako nejlepsi varianta 20% acetonitril. Aceton se v reakci rychle
vyparoval, tudiz byla tfeba neustala kontrola a doplnovani.
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Po zajisténi optimalnich reakcnich podminek probihala syntéza pii 35 °C
a 850 otackach za minutu v termomixéru. Teplota mezi 30 a 40 °C je optimalni,
protoze vyssi teplota reakce podporuje hydrolyzu na ukor syntézy, coz by
znamenalo mensi vytéZek transglykosylacniho produktu.

Vytézky disacharidu LacNAc-Ns v preparativnich reakcich se pohybovaly
mezi 6-35 %. Pfed upravou podminek byly znacné niZzsi, za coZ mohla pravé
nezadouci B-N-acetylhexosaminidasova aktivita. Po jejim potlaceni byl minimalni
izolovany vytéZzek zreakce 21 %, coZz bylo jiz pfijatelné mnoZstvi pro ziskani
dostate¢ného mnozstvi disacharidu pro konjugaci na polymer.

Galektiny nesouci histidinovou kotvu pro snazsi purifikaci byly
produkovény v butikach E. coli Rosetta 2 pLysS. Cistota galaktini ziskanych
purifikaci afinitni chromatografii je asi 95 %, coZ je pro tcely ELISA stanoveni
dostatecné. Pro pfipadné krystalografické studie by bylo tfeba cistotu galektinu
zvysit dalsi metodou, napfiklad gelovou chromatografii. Purifikované galektiny
jsou stabilni po dobu asi dvou mésicti po uchovavani v pfislusném roztoku. Gal-1
je uchovavan ve 20% glycerolu v EPBS pufru a Gal-3 v pouze v EPBS pufru, a to
v koncentraci asi 50-200 uM. Vyssi koncentrace vedou k precipitaci galektint
a zakoncentrovani galektini napf. ultracentrifugaci je problematické z déivodu
jejich absorpce na ultracentrifuga¢ni membranu.

Konjugace pfipraveného disacharidového epitopu probihala za spoluprace
s Oddélenim biolékafskych polymerti (Mgr. Petr Chytil, Ph.D.) na Ustavu
makromolekulérni chemie AV CR.

Inhibi¢ni potencidl pfipravenych latek byl meéfen pomoci kompetitivni
metody ELISA. Vyhodnocenim experimentalnich dat byla ziskdna hodnota ICso,
coz je koncentrace inhibitoru, pfi niz je dosaZeno 50% inhibice vazby galektinu
k imobilizovanému standardnimu ligandu asialofetuinu. Byl studovan volny

LacNAc, trivalentni dendrimer se tfemi molekulami LacNAc aLacNAc
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konjugovany na HPMA kopolymer v mnoZstvi 22 mol. %. Konjugace epitopu na
dendrimer zvySila aviditu vic¢i obéma galektinim, zvlasté viaci Gal-1. Pri
konjugaci dendrimeru na polymer bylo umoznéno navazani epitoptl ve vyssi
hustoté, neZ by bylo mozné pfi linearni prezentaci, coz mélo za nasledek jesté vyssi
inhibici Gal-1, dosahujici nanomoldrnich hodnot ICs. U Gal-3 nebyla tato vysoka
hustota prezentace vyhodna a totoZny konjugat vykazoval inhibici pouze
v mikromolarnich hodnotach. Plivodnim vysledkem této prace je poznatek, ze Gal-
1 na rozdil od Gal-3 toleruje vyssi hustotu epitopu, tudiZ Ize volbou koncentrace
epitopu na polymeru manipulovat selektivitu mezi obéma galektiny.
U pfipraveného glykopolymerniho konjugatu HPMA-LacNAc bylo dosaZeno vice

neZz 18-nasobného zvyseni selektivity vii¢i Gal-1 v porovnani s Gal-3.
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7. ZAVER

V ramci teoretické ¢asti prace byly shrnuty poznatky o galektinech a jejich
prirozenych i syntetickych ligandech. Byly charakterizovany glykosidasy, zejména
[-galaktosidasa a 3-N-acetylhexosaminidasa vyuZité pro transglykosyla¢ni reakce.

V experimentalni ¢asti byly vyprodukovany galektiny o vytéZku 74 mg pro
Gal-1 a 15 mg pro Gal-3.

Dale byla provedena optimalizace reakcnich podminek pro enzymovou
syntézu disacharidu p-D-Gal-(1—4)-3-D-GIcNAc-Ns a v nékolika reakcich bylo
pripraveno celkem vice nez 100 mg tohoto disacharidu ve vytézku az 35 %.

Vyprodukovany disacharid byl za spoluprace s Mgr. Petrem Chytilem,
Ph.D. (UMCH AV CR) konjugovan na HPMA kopolymer a byl zméfen inhibi¢ni
potencidl pfipravenych glykopolymerti ke Gal-1 a Gal-3. Pro oba galektiny se jevil
jako nejucinnéjsi glykopolymer s 22 mol. % LacNAc. Pro Gal-1 je tento ligand
témér 20 X selektivnéjsi, dosahoval ICso 0,08 + 0,01 uM, zatimco pro Gal-3 pouze 1,5
+0,3 uM.

Byla provedena enzymova syntéza funkcionalizovanych chitooligomerti za
katalyzy mutantni [-N-acetylhexosaminidasou s celkovym vytézkem 39 mg
sacharidovych epitopti s riznou délkou monosacharidovych podjednotek. Takto
pripravené chitooligomery mohou slouZzit jako akceptory pro termindlni

galaktosylaci.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e ABS: absorbance
e ASF: asialofetuin
e CRD: doména rozpoznavajici sacharid (,,carbohydrate recognition domain”)
e DOX: doxorubicin
e EPR: zvySend permeabilita a retence (,,enhanced permeability and retention”)
e Gal-1/Gal-3: galektin-1/ -3
e G-CSF; GM-CSEF: faktor stimulujici kolonie granulocytti
e HPLC: vysokouéinna kapalinova chromatografie
e HPMA: N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid
e HSA: lidsky sérovy albumin (,,human serum albumin”)
e IgG: imunoglobulin G
e [L-5, 6, 10: interleukiny
e IPTG: isopropyl-1-thio--D-galaktopyranosid
e LacA, LacZ: strukturni geny lac operonu
e LacdiNAc: N, N -diacetyllaktosamin (3-D-GalNAc-(1—4)-D-GIcNAc)
e LacNAc: N-acetyllaktosamin (3-D-Gal-(1—4)-D-GlcNAc)
e LB: medium Luria-Bertani
e LMW: marker na SDS elektroforézu (,,Low Molecular Weight”)
e NDP: nukleosiddifosfaty
e NK: prirozené zabijecské bunky (,,Natural Killer Cells”)
e PMSF: fenylmethylsulfonylfluorid
e pNP-Gal: p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid
e pNP-GlcNAc: p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopyranosid
e TLC: chromatografie na tenké vrstvé
e EPBS: Pufr pro stanoveni ELISA
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PBS: Pufr pro stanoveni ELISA

TMB: Substrat pro ELISA stanoveni (3,3',5,5 -tetramethylbenzidin)
DTT: Dithiothreitol

TEMED: Tetramethylethylendiamin
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Priloha 1: NMR analyza produktu LacNAc-Ns

Instrument: Bruker Avance Ill 600 MHz (600.23 MHz for *H, 150.93 MHz for **C, D,0, 30 °C)

Experiments performed: ‘H NMR, °C NMR, *H-"*C HsQC, 'H-">C HMBC, HSQC-TOCSY, 1D-TOCSY.

Referencing: 'H NMR spectrum was referenced using the residual signal of water (64 4.732 ppm), BCNMR

spectrum to the signal of acetone (6 30.50 ppm)

Hlavni slozka (vazba 1-4)

Atom S¢ m Su n m. J[Hz] HMBC
GlcN 1 88.81 D 4.831 1 d 8.7
2 54.89 D 3.82" 1 m
3 72.56 D 3.80" 1 m
4 78.31 D 3.81" 1 m 1%
5 77.04 D 3.732' 1 m
6 60.21 T 4.051 1 dd 12.4,2.3
3.912 1 dd 12.4,4.9
2-CO 175.04 S - 0
2-Ac 22.39 Q 2.110 3 s
Gal 1 103.16 D 4.530 1 d 7.8
2 71.24 D 3.598 1 dd 10.0, 7.8
3 72.81 D 3.721 1 dd 10.0, 3.4
4 68.84 D 3.983 1 dd 3.4,0.8
5 75.64 D 3.79" 1 m
6 61.28 T 3.82" 2 m
Minoritni slozka (vazba 1-6)
Atom Oc m On n m. J[Hz] HMBC
GleN 1 89.08 D 4.851 1 d 9.3
2 55.26 D 3.77" 1
3 73.89 D 3.646 1 dd 3 =18.7
a 69.70 D 3.610 1 dd 3/=18.4
5 77.24 D 3.769' 1 m
6 68.81 T 4301 1 dd 11.7,2.1 1
3.955 1 dd 11.7,5.8
2-CO 175.08 s - 0
2-Ac 22.38 Q 2.113 3 s
Gal 1 103.66 D 4.509 1 d 7.8 6u e
2 71.04 D 3.621 1 dd 10.0,7.8
3 72.797 D 3.712 1 dd 10.0, 3.4
4 68.94 D 3.983 1 dd 3.4,0.8
5 75.45 D 3.75" 1 m
6 61.26 T 3.82" 2 m

" . HsQC readout; T

1D-TOCSY readout

Pomér regioisomerd B(1,4) : B(1,6) ve vzorku = 73 : 27
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Ptiloha 2: NMR analyza funkcionalizovanych chitooligomerti.

Instrument: Bruker Avance IIl 700 MHz (700.13 MHz for 'H, 176.05 MHz for *C, D,0, 30 °C)

Experiments performed: 'H NMR, °C NMR, gCOSY, "H-">C HSQC, 'H-">C HMBC, HSQC-TOCSY, 1D-TOCSY.
Referencing: 'H NMR spectrum was referenced using the residual signal of water (64 4.732 ppm), BCNMR
spectrum to the signal of acetone (6 30.50 ppm)

N,N’,N”,N""-tetraacetylchitotetraosylazid

Atom ¢ m Oy n m J[Hz]
GlcN 1 88.77 D 4.752 1 m 3/=9.1
2 54.76 D 3.73" 1 m
3 72.52 D 3.73" 1 m
4 78.98 D 3.65" 1 m
5 76.75 D 3.592 1 ddd 9.8,5.2,2.2
6 60.20 T 3.868 1 dd 12.2,2.2
3.676 1 dd 12.2,5.2
2-CO 175.05 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.055 3 s
GlcN 1 101.49 D 4.584 1 d 8.4
2 55.31 D 3.777"° 1 dd 10.5, 8.4
3 72.32 D 3.716 1 dd 10.5,8.4
4 79.19 D 3.644 1 dd 9.7,8.4
5 74.80 D 3.550 1 ddd 9.7,5.4,2.2
6 60.20° T 3.850 1 dd 12.2,2.2
3.665° 1 dd 12.2,5.4
2-CO 174.85 s - 0
2-Ac 22.37 Q 2.065 3 s
GlcN 1 101.49 D 4.582 1 d 8.4
2 55.27 D 3.776° 1 dd 10.5, 8.4
3 72.39 D 3.722 1 dd 10.5, 8.4
4 79.44 D 3.644 1 dd 9.7,8.4
5 74.76 D 3.556 1 ddd 9.7,5.4,2.2
6 60.25° T 3.853 1 dd 12.2,2.2
3.662° 1 dd 12.2,5.4
2-CO 174.85 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.061 3 s
GlcN 1 101.72 D 4.588 1 d 8.5
2 55.84 D 3.75" 1 m
3 73.70 D 3.571 1 dd 10.5, 8.5
4 69.98 D 3.471 1 dd 9.9, 8.5
5 76.17 D 3.503 1 ddd 9.9,5.6,2.2
6 60.81 T 3.923 1 dd 12.2,2.2
3.75" 1 m
2-CO 174.87 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.070 3 s

" ... HSQC readout; *™° ... might be interchanged
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N,N’,N""-triacetylchitotriosylazid

Atom Oc m Ou n m. J[Hz]
GlcN 1 88.77 D 4.754 1 m 2J=9.1
2 54.77 D 3.736 1 m
3 72.52 D 3.736 1 m
4 78.96 D 3.660 1 m
5 76.76 D 3.593 1 ddd 9.7,5.2,2.1
6 60.20 T 3.871 1 dd 12.3,2.1
3.679 1 dd 12.3,5.2
2-CO 175.05 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.056 3 S
GlcN 1 101.49 D 4.589 1 d 8.4
2 55.27 D 3.783 1 dd 10.5, 8.4
3 72.39 D 3.725 1 dd 10.5, 8.5
4 79.42 D 3.648 1 dd 9.9,8.5
5 74.77 D 3.559 1 ddd 9.9,55,2.1
6 60.24 T 3.854 1 dd 12.3,2.1
3.666 1 dd 12.3,55
2-CO 174.86 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.066 3 S
GlcN 1 101.72 D 4.589 1 d 8.4
2 55.85 D 3.749 1 dd 10.4, 8.4
3 73.70 D 3.573 1 dd 10.4, 8.6
4 69.98 D 3.472 1 dd 9.9, 8.6
5 76.17 D 3.504 1 ddd 9.9,56,2.1
6 60.81 T 3.924 1 dd 12.3,2.1
3.75" 1 m
2-CO 174.87 - 0
2-Ac 22.37 2.070 3 S
H .. HSQC readout
N,N’-diacetylchitobiosylazid
Atom Oc m Ou n m. J[Hz]
GlcN 1 88.77 D 4.760 1 m 2J=9.1
2 54.73 D 3.742 1 m
3 72.59 D 3.742 1 m
4 79.20 D 3.669 1 m
5 76.72 D 3.603 1 ddd 9.7,5.1,2.1
6 60.24 T 3.876 1 dd 12.2, 2.1
3.683 1 dd 12.2,5.1
2-CO 175.06 S - 0
2-Ac 22.37 Q 2.058 3 S
GIcN 1 101.71 D 4.596 1 d 8.5
2 55.84 D 3.755 1 dd 10.4, 8.5
3 73.71 D 3.575 1 dd 10.4, 8.6
4 69.97 D 3.475 1 dd 9.9, 8.6
5 76.17 D 3.508 1 ddd 9.9,5.6,2.1
6 60.80 T 3.925 1 dd 12.4,2.1
3.755 1 dd 12.4,5.6
2-CO 174.88 S - 0
2-Ac 22.38 Q 2.076 3 S




Pfiloha 3: Abstrakt pfednasky na konferenci Eurocarb 2019 (¢ervenec 2019, Leiden,
Holandsko)

Glycopolymers with LacNAc branching discriminate between galectins

Pavla Bojarova'®, Marina Tavares®, Petr Chytil®, Lieselotte Sedlakova'®, Markéta Blahova?®, Lucie
Petraskova’, Tomas Etrychz, Vladimir Kfen*

'Institute of Microbiology of the Czech Academy of Sciences, Videriska 1083, CZ-14220 Praha 4,
Czech Republic. E-mail: bojarova@biomed.cas.cz

2Institute of Macromolecular Chemistry, Czech Academy of Sciences, Heyrovského nam. 2, CZ-
16206 Praha 6, Czech Republic

3 Faculty of Biomedical Engineering, Czech Technical University in Prague, Nam. Sitnd 3105, CZ-
272 01 Kladno, Czech Republic

LacNAc (GalB4GIcNAc) is a typical carbohydrate ligand of galectins - human lectins regulating,
e.g., intercellular communication, adhesion and signaling [1]. Human galectins participate in a
number of pathologies including cancerogenesis, metastatic formation, inflammation or fibrosis.
Therefore, they are prospective targets for therapeutical applications where selectivity for one
particular galectin is highly desirable.

In the present study we synthesized a series of N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA)
copolymers decorated with LacNAc epitope in various concentrations and architectures. The
functionalized LacNAc disaccharide was prepared by enzymatic synthesis catalyzed by f-
galactosidase from Bacillus circulans [2]. In a structure-affinity relationship study we compare the
difference in affinity between LacNAc distributed statistically on the polymer backbone or nested
on bi- and trivalent phenyl branches. The affinity of prepared glycopolymers to galectins was
determined in ELISA-type assay. We conclude that the manner of the LacNAc presentation on the
HPMA copolymer brings a clear discrimination between galectins, reaching affinity in nanomolar
range. The prepared selective glycopolymers are attractive for in vivo use due to their good water
solubility and lack of toxicity and immunogenicity [3].
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