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Abstrakt

Galektiny jsou proteiny patiici do skupiny lektint, které jsou schopné vazat
sacharidov¢ jednotky a dokazou specificky rozeznat glykany vystavené na povrchu bunék.
Galektiny se in vivo ucCastni napt. kancerogeneze, angiogeneze i fibrozy. Jejich vyskyt
signifikantné stoupd v souvislosti s fadou patogennich procest, a proto je lze vyuzit jako
markery u nékterych typt rakovin nebo kardiopatologii a téz pro cilenou vazbu terapeutik
a/ nebo zobrazovacich Cinidel v diagnostice a terapii. Galektin-3 ma specifickou strukturu
oznacovanou jako chimericka a je schopny tvofit multivalentni oligomery.

Pfirozenymi ligandy galektinli jsou glykany obsahujici terminédlni B-galaktosidy,
zvlasté N-acetyllaktosamin, avSak vazba monovalentnich glykand je velmi slaba.
Glykokonjugaty s vysokou afinitou ke galektinovym receptorim jsou optimalné
multivalentni, biokompatibilni a stabilni in vivo. Tato kritéria spliiuji sacharidové ligandy
konjugované na rozpustné a strukturné flexibilni N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidové
(HPMA) kopolymery.

Vramci této prace byly pomoci enzymové syntézy pripraveny dva druhy
funkcionalizovanych disacharidii, zaloZené na N-acetyllaktosaminu (GalB4GIcNAc) a jeho
strukturnim analogu N,N’-diacetyllaktosaminu (GalNAcB4GIcNAc). Pro syntézu byl
pouzit komeréni enzym = P-galaktosidasa  z Bacillus  circulans a  mutantni
B-N-acetylhexosaminidasa Tyr470Phe rekombinantné exprimovana v Pichia pastoris. Tyto
disacharidy byly ve spolupraci s Ustavem makromolekularni chemie pfipojeny na HPMA
kopolymery. Nakonec byl stanoven inhibicni potencidl pfipravenych multivalentnich
ligand ke galektinu-3 in vitro. Galektin-3 byl rekombinantné exprimovan v E. coli.

Ptipraveny glykopolymer prezentujici N-acetyllaktosamin se jevil jako ucinnéjsi

inhibitor neZ glykopolymer o stejném obsahu N,N’-diacetyllaktosaminu.

Klicova slova:
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Abstract

Galectins are proteins, wich belong to a group of lectins that are able to bind to
saccharide units and they specifically recognize glycans exposed to the surface of the cells.
Galectins participate in vivo, for example, in carcinogenesis, angiogenesis or fibrosis. Their
occurrence increases significantly in connection with a number of pathogenic processes,
therefore they can be used as markers for some types of cancer or cardiopathology and also
for the targeted binding of therapeutics and/ or imaging agents in diagnosis and therapy.
Galectin-3 has a specific structure known as chimeric and it is capable of forming
multivalent oligomers.

The natural ligands of galectins are glycans containing terminal B-galactosides,
especially N-acetyllactosamine, but the binding of monovalent glycans is very weak.
Glycoconjugates with high affinity to galectin receptors are optimally multivalent,
biocompatible and stable in vivo. These criteria accomplish carbohydrate ligands
conjugated to soluble and structurally flexible N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide
(HPMA) copolymers.

In this work two types of functionalized disaccharides based on N-acetyllactosamine
(Galp4GIlcNAc) and  its  structural  analogue of  N,N'-diacetyllactosamine
(GalNAcB4GIcNAc) was prepared by enzymatic synthesis. For the synthesis were used
commercial enzyme [-galactosidase from Bacillus circulans and the mutant
B-N-acetylhexosaminidase Tyr470Phe recombinant expressed in Pichia pastoris. These
disaccharides, in cooperation with the Institute of Macromolecular Chemistry, were
attached to HPMA copolymers. Finally, the inhibitory potential of the prepared multivalent
ligands to galectin-3 was determined in vitro. Galectin-3 was recombinantly expressed in
E. coli.

Prepared glycopolymer presenting N-acetyllactosamine appeared to be a more
efficient inhibitor than glycopolymer having the same N,N'-diacetyllactosamine content.

(In Czech)
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1. UVOD

1.1 Galektiny

1.1.1 Charakteristika galektinu

Galektiny patii mezi velkou skupinu proteinti lektini, které jsou schopné specificky
vazat sacharidové jednotky a dokdZou rozeznat glykokonjugaty, které jsou ve velkém
mnozstvi exprimovany ve zvifecich tkanich [1]. Pfi vazbé sacharidu neméni jeho strukturu,
¢imz se li81 od enzymil. Existuji 1 rostlinné lektiny, které se podili pfedev§im na kliceni a
rustu rostliny. Rostlinné lektiny rozpoznavaji i nesacharidové ligandy, jako jsou adeniny,
auxiny, cytokininy a porfyriny. Je pravdépodobné, Ze tyto interakce jsou fyziologicky
relevantni, jelikoZ nékteré z téchto molekul plni funkci fytohormonii [2].

Galektiny jsou proteiny vazajici terminalni [-galaktosidy (odtud nazev
galektiny - galaktosa). Jsou charakteristické evoluéné a strukturné konzervovanou
doménou rozpoznavajici sacharidy (CRD — carbohydrate recognition domain) [3].
Béznym  pfirozenym  substraitem  je  napf.  termindlni = N-acetyllaktosamin
(B-D-Gal-(1—4)-D-GIcNAc), ktery je soucasti sacharidovych fetézci glykoproteind.
Galektiny jsou n¢kdy nazyvany lektiny S-typu, jelikoZ ke stabilité a vazbé sacharidovych
ligandt potiebu;ji disulfidické mustky. Galektiny mohou byt lokalizovany v cytosolu, jadte,
v extracelularni matrix nebo jsou sekretovany do extracelularniho prostoru. I kdyZ mnoho
galektinli je sekretovdno, nemaji typickou signalni drdhu nutnou ke klasické sekreci.
Mechanismus a diivod této neobvyklé sekre¢ni signalizacni drahy neni zndm [1].

Galektiny tvofi rodinu asi 15 proteinl. MiZeme najit tii strukturni formy
galektini — prototypické, tandemové nebo chimerické. Prototypické galektiny (n€kdy takeé
dimerni) jsou homodimery skladajici se ze dvou identickych kovalentné spojenych
podjednotek. Do této skupiny patii galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15.
Tandemové galektiny obsahuji alespont dvé odlisné CRD v jednom polypeptidu, jsou tedy
povazovany jako divalentni. CRD je pfipojena pies malou peptidovou doménu. Do této
skupiny fadime galektin-4, -6, -8, -9 a -12 [4]. Jediny galektin-3 ma specifickou strukturu
oznacovanou jako chimericka. Struktura galektinu-3 se skladd ze tii motivl — kratka
N-terminalni doména zahrnujici serinovou fosforylaci; opakujici se prolin bohat4 kolagenu

podobna sekvenci (Pro-Gly-Ala-Tyr) a globularni C-terminalni doména zahrnujici CRD



[3]. Galektin-3 existuje v roztoku jako monomer, ale za urcitych podminek tvorii

oligomery. Strukturni typy jsou znazornény na obr. 1.
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Prototypické Tandemové Chimericky galektin-3
(Galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15) (Galektin-4, -6, -8, -9 a -12)

Obr. 1. Strukturni typy galektini (vytvofeno v programu ChemDraw Prime). Zleva:
prototypické galektiny s dvéma stejnymi podjednotkami (homodimery), tandemové galektiny
s dvéma riznymi podjednotkami a chimericky galektin-3 schopny tvofit oligomery (monomery

asociuji ptes své N-terminalni domény).

1.1.2 Doména rozpoznavajici sacharidy (CRD) a vazba ligandii

Strukturnim motivem domény rozpoznavajici sacharidy jsou ptevazné B-listy
slozené z piiblizné¢ 135 aminokyselin. Vazba sacharidi je zprostiedkovana interakci s
aminokyselinami vazebného mista lektinu prostfednictvim vodikovych vazeb nebo Van
der Waalsovych interakci. Dilezitd sekvence pro tuto vazbu je His-Asn-Arg; bylo
prokdzano, Ze tyto tfi aminokyseliny se vyrazné podileji na tvorbé vodikovych vazeb
s galaktosovymi zbytky [5]. Dva B-listy jsou mirné¢ ohnuté, pficemz 6 fetézcl tvori
konkavni stranu a 5 fetézcl tvofi konvexni stranu. Konkavni strana vytvaii zlabek, do
kterého se muze vazat sacharidovy ligand, a ktery je dostate¢n¢ dlouhy i pro vazbu
linearnich tetrasacharidi [7]. Vazba monosacharidovych zbytkii je velmi slabd, vazba
disacharidovych jednotek ma vyrazné vyssi afinitu. Obecné se da fict, Ze ¢im delsi
disacharid, tim silnéjsi interakce. Napft. galektin-3 se vdze na polylaktosaminovy fetézec
s vys$i afinitou neZ k monomeru N-acetyllaktosaminu (struktura galektinu-3 a galektinu-1
je zobrazena na obr. 2, str. 11). Vyssi afinita je ddna vznikem vétSiho mnozstvi van der
Waalsovych interakci mezi sacharidem a proteinem. Sila vazby ligandl je ovlivnéna

riznymi faktory, jako je multivalence ligandu i1 galektinu, délka sacharidového zbytku a
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zpusob jakym CRD rozpoznava dany ligand. Vzhledem k povaze vazebného mista mohou

galektiny vazat sacharidy bud’ pouze na konci (termindlni), nebo i uvnitt glykanu [7].

Obr. 2. Struktura dimeru galektinu-1 (vlevo) a strukturu galektinu-3 (vprave), oba
s navazanym /N-acetyllaktosaminem. Obrazek byl vytvofen v programu PyMol za pouziti
krystalové struktury 4XBL pro galektin-1 a 4XBN pro galektin-3 z PDB databaze. Krystalova
struktura dimeru lidského galektinu-1 s N-koncovou CRD v komplexu s dimerem
N-acetyllaktosaminu. Z obrazku jsou patrné dvé rizné CRD (vlevo). Krystalova struktura lidského
galektinu-3 s N-terminalni CRD v komplexu s N-acetyllaktosaminem (vpravo). Cervend B-list,

modre Sroubovice, fialoveé ohyb, zelené ty¢inkovy model N-acetyllaktosaminu.

1.1.3 Funkce galektinii v lidském organismu

Diky své rozmanité struktufe a specifické vazbé glykanl plni galektiny Sirokou
Skalu funkci. Podle mista lokalizace se jejich funkce déli na extracelularni a intracelularni.
schopnosti tvofit multivaletni komplexy mohou galektiny vazat rizné typy glykanti a tvofit
tak adhezni sit mezi bunkami. Bylo prokdzano, Ze galektin-1 mulZe aktivovat nebo
inhibovat buné¢nou adhezi. V kosternim svalu se vaze na laminin, inhibuje tak interakci
bunika-matrix, a muze tedy hrat roli v rastu svalové hmoty [1]. Déle se na bunécné adhezi
podili galektin-3, ktery pii vysoké koncentraci agreguje do velkych heterogennich
komplexil, napomahd bunétné adhezi vazbou riiznych ligandl a tvofi adhezivni sité¢ [5].
Pokud je koncentrace galektinu-3 nizkd, vyskytuje se ve form¢ monomeru a inhibuje
adhezi, vdze se na integriny a blokuje vazbu k ostatnim bunikdm nebo k extracelularni
matrix. Galektin-8 je specificky pro glykosidickou vazbu k integrintim a aktivuje integrin-

specifickou signalni kaskadu [8].
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Dalsi dulezitou funkci plni galektiny pfi regulaci apoptozy, kterou ovliviiuji bud’
extracelularng, nebo intracelularn€. Extracelularné transportuji glykany na povrch buiiky a
vyslou signaly, které piimo zpusobi smrt bunky, nebo aktivuji signaliza¢ni dréhu, ktera
spousti apoptdzu. Intracelularni galektiny reguluji proteiny, které fidi osud bunky.
Galektiny ovliviiuji zejména positivni a negativni selekci T-bun€k v thymu [9]. Tento
proces zabraniuje cirkulaci T-buné€k, které rozpoznavaji vlastni antigeny. Galektin-1 a
galektin-9 jsou sekretovany epitelovymi bunkami v thymu a zprostiedkovavaji apoptozu
T-buné€k, kterd je nutna také k usmrceni infikovanych T-buné¢k po imunitni odpovédi.
Exprese galektinu-7 je vyvoldna tumorovym supresorem p53 a miize mit hlavni roli
v regulaci apoptozy keratocytli po poskozeni DNA naptiklad UV zafenim [10]. Jediny
galektin-3 ma 1 antiapoptické Gcinky, kdyz asociuje s antiapoptickymi proteiny Bcl-2, a
zvySuje tak jejich vazbu k cilové buiice, kterd ziska schopnost vyhybat se apoptoze a spolu
s dalsimi faktory se miize nekontrolovateln¢ dé¢lit. Na druhé strané galektin-3 mize byt
také pro-apopticky a zpisobuje smrt T-bun¢k a neutrofil [11].

Mezi dal$i intracelularni funkce galektinii patii regulace pre-mRNA sestiihu, na
kterém se galektin-1 a galektin-3 podileji tak, Ze asociuji s jadernym ribonukleovym
proteinovym komplexem zahrnujici spliceozome [12]. Studie ukazaly, Zze funkce
pre-mRNA sestithu galektinh miiZze byt nezdvisld na jejich afinit€¢ k sacharidovym
ligandiim. Asociaci se spliceozomem se tedy nezabrani ani po disociaci sacharidového

ligandu z CRD [13].

1.1.4 Galektin-3 v alergiich a autoimunitnich onemocnénich

Galektin-3 je schopny negativné regulovat aktivaci receptori T-bunék (TCR).
Ptenos TCR a dalSich glykoproteint na povrch membrany T-bunék zabrani tvorbé shluka a
to potlaci aktivaci receptoril. Pfi experimentu s transgennimi mySmi s nedostatkem
N-acetylglukosamintransferasy V, ktera je nutna k syntéze polylaktosaminovych fetézct
jako ligandii galektinu-3, stoupla nachylnost mysi k autoimunitnim onemocnénim [7].
Intracelularni galektin-3 plsobi jako chemoatraktant na imunitni buiiky a aktivuje sekreci
zanétlivych cytokini.

Galektin-3 je exprimovan mnoha tkdnémi, mezi které patii 1 plice, vSechny typy
epitelti a zanétlivé bunky (zirné bunky, neutrofily, monocyty, eosinofily a T-buiiky). Studie
na mySich s deficitem galektinu-3 poskytly silny dikaz prozanétlivé role galektinu-3

v riznych akutnich modelech zanétu, zahrnujicich alergické potize jako astma a atopicky
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ekzém. Mysi s deficitem galektinu-3 vystavené alergenu vykazovaly signifikantni pokles
eosinofili pfijimanych z dychacich cest a celkovou redukei zanétti dychacich cest. Bylo
prokazano, ze lidské zanétlivé endotelové bunky ve vyssi mife exprimuji galektin-3 spolu
se specifickymi protilatkami inhibujici transport eosinofilti a bunécnou adhezi. Nyni zatim
nejsou v klinické praxi zadné terapeutické inhibitory endogenniho galektinu-3, které by
byly komeréné dostupné. Avsak selektivni inhibitory galektinu-3 u¢inné pro zmirnéni
projevi plicni fibrézy byly vyvinuty a jsou nyni v preklinické fazi testovani [ 14].

Dale bylo zjisténo, Ze se galektin-3 ucastni fady autoimunitnich onemocnéni. Mezi
tyto onemocnéni patii systémovy lupus erythematodes, revmatoidni artritida, systémova
skler6za, polymyozitida (zanét svalll) a dermatomyozitida, atopickd dermatitida,

roztrousena skler6za, psoriaza a dalsi [15].

1.1.5 Galektin-3 v nadorovych onemocnénich

Co se tyCe nadorovych onemocnéni, je galektin-3 ze vsSech galektinli nejvice
prozkoumany. Bylo prokdzano, ze se diky svym specifickym vlastnostem uc¢astni mnoho
déja pii tvorbé rakoviny, jako napf. angiogeneze, tumorogeneze, tvorba metastazi a
zvySeni invazivnich vlastnosti nadoru [3, 16].

Koncentrace galektinu-3 je zvySena v krevnim obé&hu pacientii s nékterymi typy
rakoviny, jako je napf. rakovina prsu, kdy se také vaze na glykoproteiny na povrchu
nadorovych bunék. Na bunénych kulturdch bylo demonstrovano, ze lidské nadorové
bunky karcinomu prsu ztraceji svou malignitu po inhibici exprese galektinu-3. Inhibice
galektinu-3 také zpomaluje rist tumoru in vivo [17]. Je pravdépodobné, Ze galektin-3 hraje
dualezitou roli pfi iniciaci transformace nddorovych bunék diky interakci s onkogennimi
Ras proteiny. Zejména preferuje interakci s onkogenem K-Ras, zplisobuje aktivaci
fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) a Rafl, a moduluje tak genovou expresi na transkripcni
urovni [18]. Experimentalni studie na lidském karcinomu prsu in vitro ukézaly, Ze
galektin-3 mize mit vliv na tumorogenezi pies regulaci bunééného cyklu. Galektin-3
snizuje expresi cyklinu A a cyklinu E a zvySuje expresi inhibitor bunééného cyklu p21 a
p27 [19]. Extracelularni galektin-3 pfispivd ke tvorbé¢ tumorového embolu, adhezi
tumorovych buné€k na endotel a Gniku imunitnimu systému zptsobenim apoptdzy T-bunék.
Intracelularni galektin-3 chrani metastastatické buniky proti apoptdze zplisobené ztratou
kotvisté (anoikis). Galektin-3 ma také angiogenetickou aktivitu a podporuje tvorbu novych

kapilar. Vliv galektinu-3 na tumorogenezi je zndzornén na obr. 3, str. 15.
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Extracelularni galektin-3 se chova jako adhezni molekula a predpoklada se, ze
galektin-3 asociovany s nadorovymi builkami se podili na tvorbé tumorového embolu a
zachyceni nadorovych bunék na endotel pii tvorbé metastaz [16, 20]. Navic volné
cirkulujici galektin-3 interaguje s MUC-1 (velky transmembranovy mucin), ¢imz se také
podporuje tvorba embolu a prezivani Sificich se nadorovych bunék v cirkulaci [21].
MUC-1 v nadorovych buiikich méni expresi z dlouhého jadra typu 2 na kratké jadro
typu 1. Glykoproteiny jadra typu 2 maji navazanou galaktosu nebo sialovou kyselinu,
kdezto jadra typu 1 se vétvi a maji potencial pro velké prodlouzeni uhlovodikového fetézce
[22]. V normalnich bunikach je MUC-1 zna¢né polarizovan a tvoii ochrannou bariéru okolo
bunky, redukuje mezibunécnou interakci. Je mozné, ze v bunikach rakoviny prsu ma
galektin-3 vysokou afinitu s MUC-1, vyvolava depolarizaci a naruSuje tak ochrannou
bariéru buiiky. Bylo dok4zéno, Ze samostatna hyperexprese MUC-1 neni dostatecna pro

zvySeni metastatického potencialu, ale je vyzadovana ptitomnost galektinu-3 [23].
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Obr. 3. Role galektinu-3 p¥i tumorogenezi (pfevzato a upraveno z [17]). Galektin-3 pfispiva
tumorogenezi riiznymi mechanismy. Interakci s onkogenem K-Ras a aktivaci fosfatidylinositol-3-
kinasy (vlevo nahote). SniZeni tvorby cyklinu A a cyklinu E zvySuje tvorbu inhibitort p21 a p27
(vlevo nahote). Extracelularni galektin-3 - formace tumorového embolu a pfichyceni tumorovych
bunek na endotel (vpravo dole) a inik imunitnimu systému vyvolanim apoptézy T-bunék (vlevo
nahote). Intracelularni galektin-3 - ochrana metastatické buiiky proti apoptéze zplisobené ztratou

kotvisté (anoikis; vpravo dole). Tvorba novych kapilar (vpravo dole).

1.1.6 Galektin-3 v patogenni fibrotizaci tkani in vivo

Galektin-3 je zahrnut do vyvoje rtiznych onemocnéni, jako je nefropatie,
retinopatie, ateroskler6za, srdecni selhani, diabetes a obezita. Pokud se narusi gen
galektinu-3, je mozné redukovat nebo odstranit rozvoj patogenni fibrozy organti. I kdyz je
mozné studovat profibrotické uc¢inky na mySich modelech, neni mozné urcit, zda jde o
extracelularni nebo intracelularni blokddu (nebo oboji). Galektin-3 piispiva k tvorbé
fibrézy riznymi mechanismy, napiiklad aktivuje klidové fibroblasty na myofibroblasty,
coz je hlavnim mechanismem pfi fibrotizaci tkani [24]. Také diky této funkci se galektin-3

podili na vyvoji srde¢ni fibrozy vedouci k selhani srdce. Fuze galektinu-3 do perikardu

15



vedla k zanétlivé remodelaci komor a srde¢ni dysfunkci u dosp€lé mysi. To bylo zmirnéno
pouzitim N-acetyllaktosaminu (LacNAc) jako inhibitoru galektinu-3. Na druhé strané,
galektin-3 je 1 potencionalnim cilem ptlisobicim proti patologické srde¢ni remodelaci. Diky
studii na lidech bylo zjisténo, ze galektin-3 zvySuje riziko pfipadti srdecniho selhani. U
pacientli trpicich dyspnoi (dusnost), ktefi lezeli na akutnim oddéleni, byla hladina
galektinu-3 znateln¢ zvySena u subjektd se srde¢nim selhanim nez u téch bez néj. Navic
zvysena koncentrace galektinu-3 byla nejlepSim nezavislym ukazatelem mortality nebo
srdecniho selhani béhem 60 dnt po infarktu [25]. I kdyz je evidentni, Ze galektin-3 hraje
zasadni roli v srde¢ni fibroze a selhani srdce, ma velky vyznam v udrzeni integrity srde¢ni
tkan¢ po nekréze. Galektin-3 je nezbytny pro normélni hojeni ran, zejména b&hem
pocatecni faze obnovy srdecni tkané [26].

Dale bylo zjisténo, ze galektin-3 se ucastni patogeneze diabetickych komplikaci diky
své schopnosti interagovat s konecnymi produkty pokrocilé glykace (AGEs — advanced
glykosylation end-products) a koneénymi produkty pokrocilé lipooxidace (ALEs -
advanced lipoxidation end-products) [27]. Pfi nedostatku intraceluldrniho galektinu-3 neni
mozné v ledvinach a cévach AGEs/ALEs odstranit, av§ak v jatrech ma nedostatek opacny
efekt tedy redukci akumulace téchto produktii. Tyto efekty mohou byt vysvétleny zménami
v expresi receptori pro AGEs (RAGE), které asociuji s galektinem-3 [28]. Navic
extracelularni galektin-3 miiZe mit u¢inky nezavislé na AGE/ALE a RAGE, které jsou
zpiisobovany interakcemi s N-glykany na povrchu buiiky a tvorbou sitové struktury. Tyto
ucinky se mohou déle zkoumat jako potenciondlni cil terapeutického zasahu [27]. Efekty
delece genu pro galektin-3 jsou znazornény na obr. 4 na str. 17.

Galektin-3 zplsobuje nefrogenezi a je ve vysoké mife exprimovan v mocovych
cestach. ZvysSena hladina galektinu-3 zptsobuje fibrézu ledvin, slabnuti funkce ledvin a
chronické ledvinové onemocnéni [29]. Pouzitim LacNAc k inhibici galektinu-3 se zlepsi
funkce ledvin a je sniZeno jejich poSkozeni signifikantni redukci infiltrace makrofagh. Na
mysich s akutnim onemocnénim ledvin byly testovany zmény v expresi galektinu-3
pomoci modifikovaného citrusového pektinu (MCP), coz je derivat, ktery se mize vazat na
CRD galektinu-3. MCP bylo vyuzZito jako ochrana pfed nefropatii modulaci nejdiive
proliferace a pozdé€ji exprese galektinu-3, apoptézy a fibroézy. Proto by MCP mohl byt

novym cilem ke snizeni dlouhotrvajicich ledvinovych onemocnéni [30].
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Obr. 4. Efekt delece galektinu-3 na srdecni, ledvinova a jaterni onemocnéni (pfevzato a
upraveno z [27]). Pfi nedostatku galektinu-3 v ledvinach a cévach neni mozné AGEs/ALEs
odstranit, coz vede ke zhorSeni a urychleni renalniho onemocnéni a aterosklerdzy. Naopak v jatrech
je vysledkem nedostatku galektinu-3 vychytavani a akumulace téchto produktd s naslednou
cirkulaci a redukci jaternich AGEs/ALEs a zmirnéni NASH. Nedostatek imunomodulaéni aktivity
a pro-fibrotického efektu galektinu-3 muze hrat také vyznamnou roli. ROS, reaktivni kyslikové
radikaly; NASH, nealkoholova steatohepatitida (jaterni onemocnéni); LSECs, endotelové bunky
jaterni sinusoidy; KCs, Kuppferovy bunky.

1.2 Biomaterialy

1.2.1 Biomaterialy se sacharidovymi ligandy

Moznost detailniho studia lektinli, zejména jejich schopnosti vazat sacharidy, se
velmi rozsifily diky rapidnimu vyvoji biomateridli v poslednim desetileti. Rozséhlé
znalosti vSech aspektl interakce lektin-glykan in vitro 1 in vivo se daji vyuzit
v zobrazovacich metodach biologickych tkéni, v cilené distribuci 1€k v organismu, v
diagnostickych a analytickych metodach. Mezi aplikace naptiklad patii fotoluminiscencni

a optické biosensory, matrice pro zobrazovani pomoci magnetické rezonance, cilena
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hypertermalni 1é¢ba tkani postizenych rakovinou, selektivni inhibitory bakteridlnich
toxind, patogeny rozpoznavajici lektinové receptory a mnoho dalSich [31].

Mezi vyznamné biomateridly se sacharidovymi ligandy patii glykany na pevném
nosi¢i — glykonanocastice, glykoarraye a ,kvantové body“ (z angl. quantum dots).
Nanocastice jsou Castice o velikosti mezi 1-100 nm obklopené interfacialni vrstvou. Tato
vrstva je integralni Casti hmoty a ovliviiuje vSechny vlastnosti nanocastice.
Glykonanocastice obsahuji kovové jadro, které mize byt funkcionalizovano riznymi typy
glykopolymerii s navazanymi glykany. Konjugace sacharidu na tyto kovové nanoklastry
prinasi zajimavé vlastnosti a diky své snadné modifikovatelnosti maji Siroké vyuziti
v nanotechnologiich. Interakce glykonanoc¢éstic s vhodnymi funkcionalizovanymi
biologickymi ligandy mohou byt inovativnim zdrojem diagnoz a terapii [32].

Termin ,,quantum dots* (QDs) poprvé pouzit profesorem Markem A. Reedem
(1988) popisuje polovodivé nanokrystaly typicky zahrnujici binarni nebo tfimolekulové
slouceniny tézkych kovil jako kadmium a olovo s charakteristickymi fluorescenénimi
vlastnostmi [31]. V mySim modelu roztrouSené sklerdzy bylo zjisténo, ze QDs o rtizné
hustoté antigeni mohou byt vyuzity k vytvoreni imunologické tolerance. Tyto sestavy jsou
schopné zobrazit husté uspotaddni myelinového peptidu, které je spojené s roztrousenou
skler6zou. Umoznuji pfimy ptistup vizualizace v imunitnich tkanich. Na zlepSeni tolerance

pfi vizualizaci QD terapeutiky se QDs konjuguji s antigeny [33].

1.2.2 HPMA kopolymery a jejich vyuziti

Ve vodé rozpustné polymery maji Siroké klinické vyuziti. Jsou vyuzivany k
modifikaci proteinti, liposomid a jako nosice Iékd, geni a oligonukleotidi [34].
Kopolymery N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) jsou dobie charakterizované
biokompatibilni polymerni nosie, pivodné vyvinuté jako ndhrada krevni plazmy
(strukturni vzorec HPMA je na obr. 5, str. 19). Vyuzivaji se v riznych studiich transportu
1é¢iv/ chemoterapeutik plsobicich proti rakoviné [35]. Konjugaty HPMA kopolymeru
s 1écivem o velikosti 5-20 nm jsou ve vodé rozpustné konstrukty. Jejich unikatni strukturni,
fyzikalné¢ chemické a biologické vlastnosti jsou velkou vyhodou v porovnani
s nizkomolekularnimi 1é¢ivy, které maji nedostatecnou specifitu k rakovinovym buiikam a
mnohem krat$i polo¢as Zivota in vivo. Uginny konjugat musi byt béhem transportu na
cilové misto stabilni a musi byt schopny uvolnit lé¢ivo v lysozomu cilové buiiky. Vyhody

1¢kti navazanych na polymer jsou: aktivni absorpce pinocytézou nebo receptorem
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zprostfedkovand endocytoéza, zvySeni akumulace 1é¢iva v misté nadoru (aktivné pomoci
zacileni a pasivné pisobenim efektu zvySené permeability a retence, tzv. EPR efekt),
dlouhodoba cirkulace v krvi, snizeni nespecifické toxicity a imunitni resistence a modulace
bunécné signalizace a apoptozy [36].

EPR efekt je dominantni mechanismus, kterym makromolekularni konjugaty
vstupuji do nadort. Jev je pficitan vysoké vaskularizaci tumoru, zvysené permeabilité
nadorovych cév a nefunk¢ni nebo potlacené lymfatické drendzi v nddorovém intersticiu.
Mnoho studii ukézalo, ze oproti normalnim tkanim je v tumorech zvySena akumulace
makromolekul [36, 37]. Mira akumulace je zavislda na molekulové hmotnosti, velikosti
naboje a hydrofobnim-hydrofilnim charakteru. Po proniknuti makromolekuly do nddorové
buiiky dochézi v lysozomu k uvolnéni 1é¢iva do bunky.

HPMA kopolymery byly vyuZzity v mnoha studiich, které jsou potencidlné
prenositelné do in vivo aplikaci. Jednou z aplikaci HPMA kopolymert je transport
terapeutickych genii do centralniho nervového systému s potencidlnim vyuzitim pii 1écbé
nervovych onemocnéni. Moznosti zvySeni efektivity genovych vektori je konjugace
cilového ligandu na polymerni vektor, ¢imz se zvysi absorpce neurony [38].

Pouzivané lIéky na rakovinu s konven¢nimi cytostatiky maji ¢asto nizkou ucinnost a
vedlejsi u€inky. Diky HPMA kopolymeriim konjugovanych s antracykliny, doxorubicinem
nebo pirarubicinem ziskdva protinddorové léCivo vysokou aktivitu a snizi se vedlejsi
ucinky [39]. Navazani cytostatik na HPMA kopolymer prodlouZi jejich cirkulaci v krevnim
reCiSti a diky EPR efektu se konjugaty polymer-1écivo akumuluji pfevazné v pevném
tumoru. Stupent akumulace a cirkulace polymerniho nosice v naddoru se zvySuje s rostouci
molekulovou hmotnosti. Polymer musi byt pfipraven tak, aby byl veskery obsah 1éciva
uvolnén do pevného nadoru, tedy jeho molekulova hmotnost odpovidala prahové hodnoté
pfi vyludovani ledvinami (cca 70 000 g.mol™). O&ekava se, Ze takovéto polymery budou
vysoce ucinné pii 1€€bé nadord, aniz by dochazelo k nezadoucimu pietrvani polymeru v

télnich castech [40]. o
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Obr. 5. Strukturni vzorec poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu — HPMA.
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1.2.3 Interakce glykokonjugatii s galektinem-3

Jak uz bylo zminéno, galektin-3 hraje vyznamnou roli v riznych vaznych
onemocnénich. Jednou zcest kterapii téchto onemocnéni je syntéza efektivnich a
selektivnich inhibitora galektinu-3 jako potenciadlnich terapeutik. Jelikoz galektin-3 je
schopny tvofit pentamery i vyS$$i oligomery, multivalentni prezentace sacharidovych
ligandli umoznuje vyznamné zvySit vazebnou afinitu inhibitoru diky multivalentnimu
efektu (avidita multivalentniho systému je vyS$i nez prosty soucet afinit jednotlivych
monovalentnich slozek). Bylo potvrzeno, ze N,N -diacetyllaktosamin (GalNAcB4GlcNAc;
LacdiNAc) se chova jako selektivni ligand pro galektin-3 [41]. Pro multivalerntni
prezentaci komplexnich oligosacharidovych ligandii lze vyuzit jako nosi¢ napt. sérovy
albumin. U vzniklych neo-glykoproteinti 1ze fidit mnoZstvi prezentovanych glykant, a tim
1 afinitu konjugitu [42]. Chemo-enzymovou syntézou za pouziti rekombinantnich
glykosyltransferas byly pfipraveny vysoce afinitni ligandy galektinu-3 — tetrasacharidy
zalozené na poly-N-acetyllaktosaminu [43]. Tyto oligosacharidy mohou byt biotinylovany
na uhliku C6 galaktosové jednotky na neredukujicim konci bez ztraty afinity. Takto
pfipravené biotinylované ligandy ukéazaly vysokou afinitu a inhibi¢ni potencial dokonce 1
pii nizké glykosylaci (hodnoty K4 a ICsy okolo 50nM). Pomoci glykosyltransferas lze
glykoproteiny jsou slibnymi kandidaty pro cileni galektinu-3 v biomedicinském vyzkumu
rakoviny [45].

Mezi dalsi 0C¢inné multivalentni ligandy galektinu-3  patfi napfiklad
glykokalixareny, glykodendrimery a nizkomolekularni inhibitory. Mezi vyznamné
nizkomolekuldrni inhibitory se fadi zejména thiodigalaktosidy (TDG). U aromatickych
thiodigalaktosidii substituovanych na C3 a C3” byla zji$téna vysoka afinita galektiniim -1, -
3, -7 a -9 (nanomolarni ICsp). Vysoce selektivni pro galektin-3 jsou bis-3-O-kumarylové
thiodigalaktosidy a derivatizaci aryltriazolem na C3 wvznikaji inhibitory galektinu-3
s nejvyssi afinitou a specifitou [46].

Glykokalixareny jsou glykany navazané na kalixareny, oligomery vzniklé
kondenzaci fenoli a aldehydid, cenné zejména diky jejich schopnosti pojmout cizi
molekulu do intermolekularni kavity a transportovat ji na urcité misto. Glykokalixareny
jsou silnymi ligandy rGznych lektinti, nckterych pfirozené patogennich. Naptiklad

kalix[4]arenové a kalix[5]arenové derivaty se chovaji jako dobré inhibitory toxinu cholery
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[47]. Ke galektinu-3 vykazuje vysokou afinitu napi. laktosylovany kalixaren, pfipraveny
metodou ,,click chemie* [48]. Ptiklady glykokonjugatl jsou zndzornény na obr. 7, str. 22.
Glykodendrimery jsou skupina neoglykokonjugati zalozend na dendrimerech.
Dendrimery jsou opakované vétvené molekuly, typicky symetrické okolo jadra, cCasto
zaujimaji tfidimensionalni morfologii. Glykodendrimery jsou tedy dendrimery, které
inkorporuji sacharidy do své struktury. Muzeme je délit na glykokodendrimery
s povrchovymi glykany, centralnimi glykany nebo na glykanech zalozené dendrimery (viz
obr. 6). Glykodendrimery mohou byt uzitecné pii vyrobé biologicky kompatibilnich

povrchovych povlakii nebo jako ve vode¢ rozpustnych ,,hostitelii* pro malé molekuly [49].

(a) (b) (c)

Obr. 6. Strukturni typy glykodendrimeri (pievzato z [49]). (A) glykodendrimery s povrchovymi
glykany, (B) glykodendrimery s centralnimi glykany, (C) glykodendrimery zalozené na glykanech.

21



Obr. 7. Priklady glykokonjugati pouZivanych na vazbu lektinu (pfevzato z [31]). (A)
glykodendrimersom; (B) laktosyl-kalix[4]aren; (C) a-mannosylovany oligomer se Ctyfmi jadry s
Zn*>" kationty (modfe); (D) o-mannosyl-B-lactosyl-B-cyclodextrin glykoklastr; (E) tetravalentni

thiogalaktosid mimikujici sacharidy a (F) neoglykokonjugét s lidskym sérovym albuminem.

1.3 Enzymy

1.3.1 Enzymy pouZivané na syntézu sacharidi

Enzymy katalyzujici  glykosylace mulzeme rozdélit do 4  skupin:
glykosyltransferasy, glykosidasy (glykosylhydrolasy), transglykosidasy a
glykosidfosforylasy. Glykosyltransferasy (EC 2.4) slouzi na pfenos sacharidového zbytku,
kdy jako donor vyuZzivaji cukerné nukleotidy (,leloirovské™ glykosyltransferasy, dle

argentinského 1ékare a biochemika L.F. Leloira, ktery r. 1948 objevil cukerné nukleotidy).
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Jsou striktné stereoselektivni a regioselektivni. Drahé cukerné nukleotidy lze efektivné
recyklovat in situ pomoci multienzymovych regeneracnich systémil. Mezi akceptory
glykosyltransferas patii sacharidy, proteiny, lipidy, nukleové kyseliny a dalsi pfirodni latky
[50]. Glykosidasy (EC 3.2.1) jsou hydrolasy, které ptirozené §tépi glykosidovou vazbu,
avSak modifikaci reak¢énich podminek jsou schopny glykosidickou vazbu i syntetizovat.
Mezi synteticky hojné vyuzivané glykosidasy patii napt. B-galaktosidasa z Bacillus
circulans, ktera je ucinnym biokatalyzatorem pii komercni vyrobé galaktooligosacharid
napf. do kojenecké stravy [51]. Transglykosidasy (EC 3.2.1) jsou formaln¢ fazeny mezi
glykosidasy, ale jejich hydrolyticka aktivita je velmi nizkd. VyuZzivaji se zejména
pramyslové na pfenos o-glukopyranosylu a p-fruktofuranosylu. Transglykosylace je
reakce, kdy se prenasi jeden sacharidovy zbytek jednoho glykosidu na jiny.
Glykosidfosforylasy jsou ,neleloirovské® glykosyltransferasy, jelikoz jako donory
nevyuzivaji cukerné nukleotidy, ale fosfaty. Fyziologicky tedy probihd fosforolytické
Stépeni, donorem glykosylu je vétSinou glukosa-1-fosfat a akceptorova specifita je velmi

Siroka [52].

1.3.2 B-N-Acetylhexosaminidasy a jejich cilena mutageneze

Pro manipulaci syntetické aktivity a substratové specifity enzyml modifikujicich
sacharidy lze s vyhodou vyuzit cilenou mutagenezi. Pro biotechnologické aplikace se tyto
enzymy s vyhodou rekombinantné exprimuji v riznych heterolognich systémech,
nejbéznéji v E. coli nebo P. pastoris. Pti GspéSné expresi lze dosdhnout vytézka v fadu az
10 mg proteinu na 100 ml média. V ramci této prace byla enzymova syntéza jednoho z
disacharidi provadéna pomoci [-N-acetylhexosaminidas (systematickym nazvem
2-acetamido-2-deoxy-f-D-hexopyranosid-acetamidodeoxyhexohydrolasy, CAZy rodina
GH 20), patiicich do skupiny glykosidhydrolas (EC 3.2.1.52). Tyto enzymy se chovaji jako
typické exohydrolasy, nebot’ katalyzuji Stépeni koncovych B-D-GIcNAc a B-D-GalNAc
zbytkl v oligosacharidovych fetézcich [53]. Nejsou striktné specifické, pouzivaji substraty
v gluko- 1 galakto- konfiguraci. Obecné¢ jsou preferované GlcNAc substraty; pomér aktivit
GIcNAc/GalNAc se vétSinou pohybuje v rozmezi 1,5 - 4,0 [54].

B-N-Acetylhexosaminidasy se vyskytuji v fadé eukaryotickych i prokaryotickych
organismi (vyjimkou je skupina bakterii Archea). Enzymy plni Sirokou Skélu funkci

v zavislosti na typu organismu a lokalizaci v téle nebo uvnitf bunky. V zivocisné tisi se

.....
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B-N-Acetylhexosaminidasa obsazend ve spermiich se chova jako lektinovy receptor a
ucastni se tak primarni vazby spermie na vajecny obal [55].

B-N-Acetylhexosaminidasy obsazené v houbach plni funkci v chitinolytickém
systému pfi ristu hub a jsou zahrnuty do degradace bunécné stény pii autolyze starnoucich
houbovych kultur v procesu fermentace. Struktura houbovych B-N-acetylhexosaminidas
zahrnuje dvé katalytické podjednotky a dva propeptidy. Nedavno byla publikovana prvni
krystalova struktura fungélni B-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae (struktura je
zobrazena na obr. 8, str. 25). Diky dostatecné homologii mezi houbovymi
B-N-acetylhexosaminidasami lze vyuzit molekularntho modelovani pro predikei
strukturnich parametrtt a katalytického chovani téchto enzymu. Byly publikovany
homologni modely [-N-acetylhexosaminidas z Aspergilus oryzae (AoHex) [56] a
Penicillium oxalicum (PoHex) [57].

Navzdory  vysokému  stupni  podobnosti s AoHex a PoHex ma
B-N-acetylhexosaminidasa z extrémofilni vlaknit¢ houby Talaromyces flavus (TfHex)
mnohem S$ir§i substratovou specifitu a syntetické schopnosti, zejména pii pouZiti
funkcionalizovanych substratii [58, 59]. Pro zvyseni vytézku transglykosylacnich reakei a
potlaeni hydrolytické aktivity byla pouzita cilend mutageneze. Podobné jako pii
mutagenezi endo-B-N-acetylglukosaminidasy, kde byl vodu stabilizujici tyrosin pfeménén
za fenylalanin, byl u 7fHex zaménén Tyr470 za fenylalanin, v dalSich ptipadech za histidin
a asparagin. Bodové mutace byly navrzeny na zékladé molekularniho modelovani [60].
Mutantni enzym byl heterologné exprimovéan v Pichia pastoris za indukce methanolem,
jelikoZz P. pastoris je methylotrofni kvasinka vyuZivajici methanol jako zdroj uhliku

(podrobny postup bude popsan v Metodéch, kapitola 3.3) [61].
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Obr. 8. Krystalova struktura p-N-acetylhexosaminidasy z Aspergilus oryzae (ptevzato z [56]).
A) Struktura monomeru AoHex. Propeptid je zndzornén modie, misto aktivace peptidasou je
zobrazeno Sipkami, které rovn€z ukazuji vzdalenost mezi C-koncem propeptidu a N-koncem
katalytického jadra. B) Struktura dimeru AoHex. Monomer A je zndzornén zelené¢ s modrym
propeptidem a ¢ervenym ligandem NGT (thiazolin odvozeny od N-acetylglukosaminu), monomer
B je znazornén Sed¢ s Cernym propeptidem i NGT. C) Detail NGT navdzaného polarnimi
interakcemi (pferuSované c¢ary) na aktivni centrum. Pifimé vodikové vazby Sedé, vodou
zprostiedkované vodikové vazby tyrkysoveé a vodikové vazby vazané pies siru zluté. Dale jsou

rozliSeny interagujici aminokyselinové zbytky. D) Mapa elektronové hustoty NGT.
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2. CIL PRACE

Cilem prace byla chemoenzymova syntéza oligosacharidovych epitopli za pouziti

mutantnich a nativnich glykosidas, pfipojeni sacharidi na (dfive pfipravené) HPMA

kopolymery a stanoveni inhibi¢niho a pfipadné i1 vazebného UucCinku pfipravenych

multivalentnich glykopolymeri vii¢i galektinu-3 in vitro.

Dil¢i cile prace byly:

Literarni reSerSe na téma galektiny (detailnéji zaméfeno na galektin-3),
biomaterialy a B-N-acetylhexosaminidasy.

Rekombinantni exprese galektinu-3 v E. coli a purifikace afinitni chromatografii
Rekombinantni exprese mutantni B-N-acetylhexosaminidasy v P. pastoris a
purifikace iontové vyménou chromatografii

Stanoveni optimalnich podminek chemoenzymové syntézy funkcionalizovanych
disacharidi GaINAcB4GIcNAc a Galf4GIlcNAc

Chemoenzymova syntéza téchto disacharidu, purifikace, deprotekce a konjugace
na funkcionalizovany HPMA kopolymer (provedeno ve spolupraci s Ustavem
makromolekuldrni chemie)

Imunochemické stanoveni inhibi¢niho ucinku pfipravenych ligandd pomoci

metody ELISA
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3. MATERIAL A METODY
3.1 Pouzité pristroje a material
3.1.1 Pristrojové vybaveni

e Termomixér Eppendorf thermomixer comfort (Eppendorf, USA)

e Centrifugy - Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin, Eppendorf Centrifuge 5804 R,
(Eppendorf, USA); Sorvall centrifuge RC G+ (Thermo Scientific, USA)

e Gelova chromatografie — sbéra¢ Pump P-1 (Pharmacia Biotech, USA)

e HPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko)

e UV lampa, UV 240 (A. Kriiss Optronic, Némecko)

e Magneticka michacka AREX, VELP SCIENTIFICA

e Lyofilizator Lyovac GT2 (Leybold GmbH, Némecko)

e Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

e Spektrofotometr Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko)

e Akta prime plus (Amersham biosciences, Velka Briténie)

e Kolony na purifikaci (Akta prime plus) — Fractogel EMD SO;" (Merck Némecko),
HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)

e pH metr - pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Ceska republika)

¢ 3D Blot Mixer (Cleaver Scientific Ltd, Velk4 Britanie)

e Aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

e Desticky na ELISA - F16 Maxisorp NUNC-Imunno modules (Fisher
ThermoScientific, Dansko)

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

e Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

e Tiepacka IKA KS 4000 ic control (Scholler, Ceska republika)

e Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)

e Sonikator UP50 H UltraSonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka Britanie)
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3.1.2

Pouzity material

pNPGalNAc  (p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-galaktopyranosid), (Gold
Biotechnology, USA)

GlcNAc-Boc  (terc-butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-
-D-glukopyranosid)

pNPGal (p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid), (Senn Chemicals, Svycarsko)
Mcllvaine pufr — 0,1M kyselina citronova / 0,2M Na,HPOy; pH 5,0

Acetatovy pufr — 0,1M CH3;COOH / 0,2M CH3COONa; pH 5,0

Bradfordovo cinidlo (fedéno 1:4 s destilovanou vodou) — Protein Assay Dye
Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)

Rekombinantni enzym B-N-acetylhexosaminidasa, mutant Tyr470Phe a Tyr470His
— produkovano v laboratofi

B-Galaktosidasa z Bacillus circulans; 26,5 U/ml (Daiwa Kasei, Japonsko)
Polyakrylamidovy gel na gelovou chromatografii — Bio-gel P2 (Bio-Rad, USA)
PBS pufr — 50mM NaH,PO,4/ 150mM NaCl; pH 7,5 (Carl-Roth, Némecko)

PBST pufr — PBS / 0,05% Tween 20 (Thermo Fisher Scientific, USA)

EPBS pufr - 50mM NaH,PO,4 / 150mM NaCl / 2mM EDTA; pH 7,5 (Carl-Roth,
Némecko)

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

Substrat ,,TMB One* — 3,3",5,5 -tetramethylbenzidin (Kem-en-Tec Diagnostics,
Dénsko)

Asialofetuin, 10 mg/ml, fedéni 1:200 v PBS pufru (Sigma-Aldrich, USA)

Mysi monoklonalni protilatka Anti-Hisec-Peroxidasa, fedéni 1:1000 v PBS puftru,
(Roche Diagnostics, Svycarsko)

Rekombinantni galektin-3 — produkovéno v laboratoti

Ekvilibraéni pufr — 20mM Na,HPO, / 500mM NaCl / 20mM imidazol, pH 7,4
Elué¢ni pufr — 20mM Na,HPO, / 500mM NaCl / 500mM imidazol, pH 7,4

12% separaéni gel na SDS-PAGE — H,O / 30% akrylamid / 1,5M Tris-Cl pH 8,8/
10% SDS / 10% amoniumpersulfat / TEMED

5% zaosttovaci gel na SDS-PAGE - H,O / 30% akrylamid / 1,0M Tris-Cl pH 6,8 /
10% amoniumpersulfat / TEMED

Elektrodovy pufr — 25mM Tris / 150mM glycin / 10% SDS
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Obarvovaci roztok — 0,5 g Coomasie Blue Brilliant, CH;0H / CH3;COOH / H,0;
9/1/9

Vzorkovy pufr — 250mM Tris / 500mM DTT / 10% SDS / 0,5% bromfenolova
modi / 50% glycerol

Molekulovy marker — Amersham LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis
(GE Healthcare, Velka Britanie)

Odbarvovaci lazen — EtOH / H,O / CH;COOH; 7/11/2

Vyvijeci faze na TLC ,,Prager — isopropylalkohol / voda / amoniak; 7 /2 / 1

IM draselno-fosfatovy pufr (CP pufr) - IM K,HPO4/ 1M KH,POyu; pH 6,0

Biotin (Fkua BioChemika, Svycarsko)

Metanol (ISOLAB, Némecko)

Glycerol (Lach:ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Lach:ner, Ceska republika)

Extrakt z kvasnic (OXOID, Velk4 Britanie)

YPD médium (yeast extract peptone dextrose) — 1% extrakt z kvasnic / 2% pepton/
2% glukosa (Sigma-Aldrich, USA)

YNB (yeast nitrogen base), (Carl-Roth, Némecko)

Minimdlni glycerolové medium — 100mM KH,POs pH 6,0 / 1.34% YNB /
4x107 % biotin / 1% glycerol

Minimélni methanolové medium — 100mM KH,PO, pH 6,0 / 1.34% YNB /
4x107 % biotin / 0.5% methanol

Pevné LB medium (Luria-Bertani) — 10 g/l trypton / 0,5 g/l NaCl / 5 g/l extrakt
z kvasnic / agar 15 g/l (Sigma-Aldrich, USA)

TB medium (Terrific Broth) — 1,2% (w/v) trypton / 2,4% (w/v) extrakt z kvasnic /
0,4% (v/v) glycerin / 17mM KH,PO, / 72mM K,;HPO, (Sigma-Aldrich, USA)
Ampicilin — Ampicilin Na-salt (Serva Electrophoresis GmbH)

Chloramfenikol (Fluka BioChemika, Svycarsko)

Bunky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS

Plasmid galektinu-3 (vektor pETDuet-1), (Merck Némecko)

IPTG (isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid), (Sigma-Alrich, USA)

PMSEF (fenylmethansulfonylfluorid), (Sigma-Alrich, USA)

Dalsi bézné chemikalie
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3.2 Produkce galektinu-3

3.2.1 Transformace do E. coli a rekombinantni exprese galektinu-3

Nejprve byly pfipraveny Petriho misky s agarem s Luria-Bertani mediem (LB
medium, 100 ml), do kterého bylo po rozehiati ptidano 67 ul ampicilinu (150 mg/ml) a
100 pl chloramfenikolu. Po ztuhnuti byly misky uloZeny do lednice.

Pro produkci byl pouzit genovy konstrukt galektinu-3 s histidinovou kotvou ve
vektoru pETDuet-1 (Sgsl, EcoR1) [45]. Pro transformaci plasmidu byla na ledu
rozmrazena kryokonzerva kompetentni buniky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (100 pl, cca
10 min) a jemné promichana. Déle byl rozmrazen plasmid galektinu-3 a také promichan. V
laminarnim boxu byl steriln¢ odebran 1 ul plasmidu a pienesen do bunck. Vzniklad smés
byla lehce promichdna a ponechdna asi 2 min na ledu. Poté byla mikrozkumavka
s obsahem smési prenesena do termomixéru, kde byla 30 s zahfivana bez michani na 42 °C
(teplotni Sok) a byla pfenesena zpét na led (2 min). Do bunééné suspenze bylo ptidano
1 ml LB media a ponechano v termomixéru inkubovat 1 h pii 300 x g. Poté byla provedena
centrifugace pfi maximdlnich otdc¢kach (13 500 x g), horni polovina supernatantu byla
odstranéna, buiiky byly resuspendovény ve spodni polovin€ supernatantu, naockovany na
misku (50 ul, 150 pl) a ponechany ptes noc inkubovat pti 37 °C.

Druhy den byly misky s narostlymi builkami pfeneseny do lednice, aby byl
zastaven dalsi rast. V odpolednich hodinach bylo do tfi Erlenmayerovych ban¢k (500 ml)
s 60 ml sterilniho TB media (tzv. prekultury) pfidana antibiotika ampicilin (100 pg/ml) a
chloramfenikol (34 pg/ml). Médium v baitkkdch bylo zaockovéno kolonami z misky
(paratkem, do kazdé banky jedna kolonie) a ponechdno inkubovat ptes noc pii 37 °C a
220 x g (tak, aby roztok pfi michani nepénil).

Nasledujici den (po 15-17 hodinach) byl obsah kazdé prekultury prelit do tii ban¢k
se 600 ml pfipraveného sterilntho TB media s obsahem ampicilinu (100 pg/ml) a
chloramfenikolu (34 pg/ml). Poté byly kultury dale inkubovany pii 37 °C a 220 x g, nez
byly bakterie dostatecné narostlé a jejich absorbance pti 600 nm byla v rozmezi 0,6 a 0,8.
Poté bylo do kazdé banky ptidano 600 pl IPTG na indukci proteinové exprese a kultury
byly inkubovany pii 25 °C a 150 x g, cca 22-24 hod.
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3.2.2 Zpracovani narostlych bakterii

Bakterie byly stoceny na centrifuze 20 min pii 5000 x g a 4 °C. Bunécny pelet byl
resuspendovan ve vychlazeném ekvilibracnim pufru (50 ml), pielit do centrifugacni
zkumavky a byl k nému ptidan PMSF (inhibitor proteas, 400 ul). Poté bylo provedeno 6
cykla sonikace na ledu (1 min sonikace a 2 min pauza) s 52% amplitudou. Po sonikaci byla
suspenze zcentrifugovana na 15 min pii 4 °C a 13 500 x g. Supernatant byl ptelit do Cisté

centrifugacni zkumavky a piefiltrovan (0,8 um) pro naneseni na kolonu.

3.2.3 Purifikace galektinu-3 afinitni chromatografii

Galektin-3 nesouci histidinovou kotvu, vyprodukovany vyse popsanym postupem,
byl purifikovdn pomoci chelatacni afinitni chromatografie (IMAC) na kolon€ na bazi
sepharosy HisTrap HP (5 ml) za pouzZiti nizkotlaké chromatografické sestavy Akta Prime
plus. Pfed nanesenim vzorku byla kolona promyta 150 ml prefiltrované ultradestilované
vody a 150 ml ekvilibracniho pufru (pritok 5 ml/min). Poté byl nanesen vzorek (v 50 ml
ekvilibraéniho pufru) a nastaven pritok na 1 ml/min. Po naneseni vzorku (cca 1 hod) byla
kolona znovu promyta minimalné 150 ml ekvilibra¢niho pufru (2 ml/min), aby se
odstranily nespecificky navazané proteiny (promyvano, dokud nebyla absorbance pfii
stanoveni proteinti dle Bradforda niz$i nez 0,02). Cisty galektin-3 byl izokraticky eluovan
eluénim pufrem s obsahem 200mM imidazolu a byly sbirany frakce (1 ml), (2 ml/min).
Eluce byla monitorovana paralelné¢ pomoci UV detektoru. Po dokonceni eluce byla kolona
promyta 150 ml eluéniho pufru, 150 ml filtrované ultradestilované vody a 150 ml 20%
etanolu (5 ml/min) a uloZena. Proteinové frakce byly analyzovany Bradfordovou metodou,
frakce s vysokym obsahem proteinu byly spojeny a dialyzovany ve 2 x 7 litrech

dialyza¢niho pufru (EPBS) celkem 24 hod.

3.2.4 Cistota a koncentrace galektinu-3

Po dialyze byl obsah stfeva zfiltrovan pies sterilni filtr a pomoci Bradfordovy
metody byla stanovena koncentrace vyprodukovaného galektinu-3.

Dale byla provedena SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu k urceni Cistoty
galektinu-3. Byl pfipraven 12% separacni (maloporovy) SDS gel, ktery byl nalit mezi
etanolem ocisténa skla, pfevrstven 1 ml butanolem a ponechan ztuhnout. Poté byl slit

butanol a na ztuhly spodni gel byl nalit 5% zaostfovaci SDS gel (sloZzeni obou gell viz
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sekce Material, kapitola 3.3.2., str. 28), byl nasazen hiebinek a gel tuhl pti laboratorni
teploté. Dale byly piipraveny vzorky (vzorek, barva, voda) tak, aby celkovy objem vzorku
byl asi 5-10 ul. Vzorky byly denaturovany pii 100 °C po dobu 5 min. Po uplném ztuhnuti
gelu, byly vzorky napipetovany do jednotlivych drah, aparatura byla naplnéna
elektrodovym pufrem a pfipojena na zdroj napéti. Elektroforéza probihala nejdiive pii
90V (prvnich 20 min) a poté pii 120 V, celkem pftiblizné hodinu. Po prob&hnuti
elektroforézy byla aparatura opatrn¢ rozebrana a gel byl barven v Coomasie blue (cca
5 min) a poté odbarven v odbarvovaci lazni. Gel byl uchovéan v roztoku 1% kyseliny

octové.

3.3 Produkce rekombinantnich mutantnich pB-/NV-acetylhexosaminidas

3.3.1 Exprese enzymu v buiikach Pichia pastoris

Pro preparativni produkci mutantnich p-N-acetylhexosaminidas byly pouzity
kryokonzervy bunék Pichia pastoris KM71H s transformovanym plasmidem nesoucim
ptislusny gen. Tyto kryokonzervy byly zaockovany do 15 ml YPD media, ¢imZ byla
vytvotfena prekultura, kterd byla kultivovéna 4 h pii 28 °C a 220 x g. Poté byla prekultura
zaoCkovana do 1 1 pfipraveného sterilniho kultivaéniho media (minimalni glycerolové
medium, sloZeni viz kap. 3.2.2.) v 3 1 Erlenmayerové baice a kultivovana 24 h za stejnych
podminek.

Druhy den byly bunécné kultury zcentrifugovany pii 5000 x g a 12 °C. Pelet byl
sterilné resuspendovan ve 200 ml pfipravené¢ho media (miniméalni methanolové medium,
sloZzeni viz kap. 3.2.2.) v1 1 bafice a inkubovan pii 28 °C a 220 x g. Produkce
rekombinantnich p-N-acetylhexosaminidas byla indukovana methanolem, jelikoz
P. pastoris je methylotrofni kvasinka vyuZivajici methanol jako zdroj uhliku. Po dobu tii

dnti byl denné ptidavan 1 ml metanolu do 200 ml media (0,5 % v/v).

3.3.2 Zpracovani narostlych bakterii a purifikace

Po kultivaci byly narostlé buniky zcentrifugovany 15 minut pii 5000 x g a 20 °C.
Supernatant obsahujici extracelularni B-N-acetylhexosaminidasu byl zfedén destilovanou
vodou asi 1:3, bylo upraveno pH na 3,5 a roztok byl zfiltrovan pfes papirovy filtr na

Bichnerové nalevce.
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Rekombinantni [-N-acetylhexosaminidasa byla purifikovana pomoci iontove
vyménné chromatografie na Fractogelu SO;™ (silny katex) v 10mM citrat-fosfatovém pufru
pii pH 3,5 a eluovdna gradientem soli (60 ml, 2 ml/min, 0-1M NaCl) za pouziti
chromatografické sestavy Akta prime plus. Po nastaveni kolony a danych podminek bylo

dale postupovano jako pii purifikaci galektinu-3 (viz kap. 3.2.3.).

3.4 Optimalizace enzymové syntézy disacharidi
3.4.1 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita glykosidas byla stanovena spektrofotometricky pii 420 nm (absorbance
p-nitrofenolu odstépené¢ho z piisluSného substratu, ktery vyrazné absorbuje v bazickém
prostiedi). U pB-N-acetylhexosaminidas byla stanovena aktivita se dvéma substraty,
pNPGIcNAc a pNPGalNAc (schéma hydrolytické reakce, viz obr. 9, str. 35).
U B-galaktosidasy z Bacillus circulans byl jako substrat pouzit pNPGal. Méteni aktivity
bylo provadéno paralelné alespon ve tfech stanovenich proti referenénimu vzorku (blank)
obsahujici pouze substrat a pufr. Celkovy objem reakéni smési je vzdy 50 pl.

Do mikrozkumavky v termomixéru byl napipetovan substrat (pNPGIcNAc nebo
pNPGalNAc o findlni koncentraci 2 mM) v Mcllvaine pufr pH 5,0. Reakéni smés byla
vytemperovana na 35 °C. Poté byla reakce zahdjena pfidavkem enzymu (10 pl) a reakce
béZela 10 minut (Cas je mozné upravit dle hodnoty absorbance, tak aby jesté platil
Lambertiv-Beertiv zdkon a linearni zavislost rychlosti enzymové reakce na Case). Reakce
byla ukoncena pfidavkem 1 ml 0,1M Na,CO; a byla zmétena absorbance pii 420 nm
(spektrofotometr UVmini-1240, Shimadzu Japonsko). Stanoveni enzymové aktivity bylo
provadéno pii teplot¢ 35 °C, 850 x g, v pufru Mcllvaine pH 5,0. Stanoveni
B-galaktosidasové aktivity bylo provedeno analogicky v 50mM acetatovém pufru pH 5,0.

Pokud bylo potieba stanovit aktivitu enzymu v rozpoustédle, postupovalo se stejné,
avSak pfislusnad c¢ast pufru vreakéni smési byla nahrazena danym rozpoustédlem. U
mutantd Tyr470Phe a Tyr470His B-N-acetylhexosaminidasy z 7. flavus byla proméfena
aktivita v pfitomnosti acetonitrilu jako kosolventu. Reakéni smés byla stejnd jako u
klasického stanoveni aktivit, s tim rozdilem, Ze se postupné zvySoval obsah acetonitrilu od

0 % az do 60 %.
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Z primérnych hodnot absorbanci se aktivita spocte dle vztahu:

ABS - Vcelk - fed
k-t-Veng

AKT (U/ml) =

kde AKT je aktivita enzymu v jednotkdch U/ml, ABS je prumér absorbanci, Ve je
celkovy objem reakéni smési (50 ul), 7ed je fedéni zasobniho roztoku pouzitého enzymu,
k je konstanta linearni zavislosti absorbance na koncentraci p-nitrofenolu pti 420 nm, ¢ je

reakeni Cas a Ve, je objem enzymu piidaného do reakce.

3.4.2 Analytické transglykosyla¢ni reakce

Pti syntéze disacharidu 3 (Schéma 1) byly pro vybér vhodnych podminek pro
enzymovou syntézu provedeny analytické transglykosylacni reakce s riznou koncentraci
reaktantli a acetonitrilu s dvéma mutantnimi B-N-acetylhexosaminidasami (Tyr470Phe
TfHex a Tyr470His TfHex) a pii ruznych teplotich. Z divodu nizké rozpustnosti
pNPGalNAc bylo nutno pouzit acetonitril jako kosolvent. Byly provedeny reakce s SOmM
pNPGalNAc, 100mM nebo 150mM GIcNAc-tBoc a obéma enzymy. Po pocate¢nich
optimaliza¢nich experimentech byly porovnany vytézky reakci (a) s Tyr470Phe TfHex pfi
35 °C ve 40% acetonitrilu a (b) s Tyr470His TfHex pii 45 °C v 10% acetonitrilu, mnoZstvi
enzymu v obou reakcich bylo 0,09 U/ml. Celkovy objem reakéni smési byl vzdy 200 pl.

Pomoci analyzy na TLC a HPLC byla z hlediska vytéZnosti jako nejvhodnéjsi
zvolena koncentrace akceptoru (GlcNAc-fBoc) 150 mM, koncentrace donoru
(pNPGalNAc) 50 mM, enzym B-N-acetylhexosaminidasa mutant Tyr470Phe (0,1 U/ml),
40% acetonitril v pufru Mcllvaine pH 5,0, teplota 35 °C a 850 x g.

Ptiprava disacharidu 5 byla provedena Upravou syntetického postupu z literatury

s optimalizaci mnozstvi pouzité¢ komercni B-galaktosidasy z Bacillus circulans [62].

3.5 Enzymova syntéza
3.5.1 Preparativni enzymové reakce

Pro ptipravu funkcionalizovaného disacharidu B-D-GalNAc-(1—4)-B-D-GlcNAc-
linker-fBoc (3) dle reakéniho schématu 1 (obr. 9, str. 35) byl pouzit donor pNPGalNAc
(50 mM), akceptor GlcNAc-Boc (150 mM) ve 40% acetonitrilu v Mcllvaine pufru pH 5,0
a B-N-acetylhexosaminidasa Tyr470Phe 7fHex. Reakce probihala pii 35 °C, pH 5,0 a
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850 x g. Do tfi mikrozkumavek byl navazen pNPGalNAc (3 x 13,7 mg) a GlcNAc-7Boc,
(3 x 50,7 mg) byl ptidan pufr (3 x 437 ul), acetonitril (3 % 320 pl), reakéni smés byla
promichana a ponechana vytemperovat. Poté bylo pfidano po 43 pl enzymu (0,4 U), ¢imz
byla zahajena reakce. Pritbéh reakce byl analyzovan pomoci TLC kazdych 30-60 minut,
diky ¢emuz bylo mozné vidét ptibyvajici produkt a ubyvajici donor (pNPGalNAc). Po
spottebovani cca 90 % donoru v reakci byla reakce ukoncena varem (99°C, 2 min) po
6 hodinach a 45 minutach.

Funkcionalizovany disacharid B-D-Gal-(1—4)-B-D-GlcNAc-linker-fBoc  (5),
(reakéni schéma 2, obr. 10, str. 36), byl ptfipraven dle nasledujiciho postupu. Do péti
mikrozkumavek byl navazen p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid (5 x 10 mg; 30 mM) a
GlcNAc-Boc (5 x 63,5 mg; 150 mM). Mikrozkumavky byly umistény do termomixéru,
bylo do nich ptidano po 998 ul acetatového pufru pH 5,0. Po promichani a vytemperovani
(35 °C, 850 x g) bylo ptidano po 2,25 pl B-galaktosidasy (0,06 U/ml v reakéni smési)
z Bacillus circulans. Reakce byla analyzovdana pomoci TLC a HPLC a ukoncena po

spotfebovani donoru varem po 5 hodinéch.

o NO, H H 0 /%
N N (0]
OH%/O/ : /©/N02 R= % N \/\N/\/
S H
HO

HO
5 NHCOCH;
OH K /4 OH _oH OH
O [o) (0]
HO R o R
HO Tyr470Phe TfHex HO HO
1 NHCOCHs 6h, 35 °C, 850 rpm, pH 5,0 NHCOCH; 4 NHCOCH;3

Obr. 9. Reak¢ni schéma 1 (vytvofeno v programu ChemDraw Prime).

Enzymova syntéza disacharidu (terc-butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-
B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopyranosidu (3) z akceptoru (ferc-
butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glukopyranosidu (1) a donoru
p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-galaktopyranosidu 2) za katalyzy
B-N-acetylhexosaminidasy z T. flavus mutantu Tyr470Phe.
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<= Q e s
/@ =N \/\H/\/
/m B—galaktosidasa z B. circulans m /m/

NHCOCH, 4h, 35 °C, 850 rpm, pH 5,0 NHCOCH;

Obr. 10. Reakéni schéma 2 (vytvoreno v programu ChemDraw Prime).

Enzymova syntéza disacharidu (terc-butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-
B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-p-D-glukopyranosid Q) z akceptoru (terc-
butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopyranosid (1) a donoru
p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid (4), za katalyzy B-galaktosidasy z B. circulans

3.5.2 Zpracovani reakéni smési a izolace produkti

Po ukonceni reakce byla reakéni smés zcentrifugovana 10 minut pfi 13 500 x g,
supernatant byl odebrdn do sklenéné banky. Pelet byl suspendovan v destilované vodé
(120 pl), smés byla znovu zcentrifugovana (10 min, 13 500 x g) a supernatant byl pfidan
do banky. Takto pfipraveny vzorek byl nanesen na kolonu gelové chromatografie (Biogel
P-2), ve vodé. Po zasdknuti byl vzorek prevrstven asi 2 cm destilované vody a po jejim
zasaknuti byla kolona pfevrstvena vodou, uzaviena a byl zapnut sbéra¢ frakci. Rychlost
eluce byla 7-8 ml/hod. Byly sbirany frakce o objemu 2 ml.

Frakce byly analyzovany pomoci TLC a porovnany se standardem (vzorek reakéni
smési). Frakce obsahujici pozadovany produkt a zbytek akceptoru (donor byl zcela
spotiebovan v reakci) byly spojeny a lyofilizovany. Cistota produktii byla stanovena

pomoci HPLC a NMR, které¢ provedli spolupracovnici v laboratofi.

3.6 Konjugace sacharidového ligandu na HPMA kopolymer

Enzymovou syntézou ptipravené disacharidy bylo nutné deprotektovat, tedy odstranit
chranici skupinu Boc tak, aby na atomu C1 byl linker s volnou aminoskupinou pro
konjugaci s funkcionalizovanym HPMA kopolymerem. Deprotekce byla provedena
rozpu$ténim lyofilizovaného disacharidu 3 nebo 5 (20mM) v IM kyselin¢ chlorovodikové

a vznikly roztok byl michan 48 hod pii 4 °C. Po ovéteni Gspésné deprotekce pomoci TLC
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byl roztok zneutralizovan piidanim iontoméni¢e (anexu v OH cyklu), ptefiltrovan a
zlyofilizovan.

Dale byla v Ustavu makromolekularni chemie (skupina Biomedicinalnich polymert,
Dr. P. Chytil) provedena konjugace sacharidového ligandu k funkcionalizovanému HPMA
kopolymeru.

3.7 Imunochemické stanoveni afinity ligandi ke galektinu 3

Vazebnd afinita pfipravenych ligandi ke galektinu-3 byla stanovena pomoci
imunochemicka metody, ELISA.

Do jamek mikrotitracnich desti¢ek vhodnych pro adsorpci proteinii (viz Materidly,
kap. 3.1.1) byl nejprve navdzan standardni kompeticni ligand asialofetuin (ASF,
0,1 uM; 50 ul) pres noc pti laboratorni teploté. Druhy den byly desticky promyty
3 x250 ul PBST pufru pro odstranéni nenavazaného ASF. Dale byl povrch jamek
nespecificky vyblokovan 2% BSA v PBS (250 pl) po dobu 1 hod a laboratorni teploty,
¢imz bylo piedejito nespecifické adhezi proteinu. Po dal§im promyti (3 x 250 ul PBST)
byly pfidany pfipravené roztoky ligandii (inhibitory galektinu-3) o rtiznych koncentracich
spolu s galektinem-3 a ponechany po dobu 2 h inkubovat (pro ustaveni rovnovéahy a
distribuce galektinu-3 mezi testovany ligand vroztoku a imobilizovany standardni
kompeti¢ni ligand ASF). Do kazdé jamky bylo pipetovano vzdy 25 pl ligandu o pfislusné
koncentraci a 25 pl galektinu-3. Poté byly desticky znovu promyty 3 % 250 ul PBST, byla
pfidana mys$i monoklonalni protilatka (Anti-Hise-peroxidasa, 50 pl) na specifickou detekci
galektinu-3 a desticka byla inkubovdna 1 hod pii LT. Nenavédzand protilatka byla
odstranéna dalSim promytim (3 % 250 ul PBST). Pfidanim substraitu TMB One (piedem
inkubovaného za laboratorni teploty, 50 pl) byla iniciovana detekéni reakce, kterd byla po
10-30 minach (absorbance pii 450 nm do 1,0) ukoncena ptidanim 3M HCI (50 ul). Detekce
byla provedena pomoci spektrofotometru Sunrise Tecan méfenim absorbance pii 450 nm.

Schéma metody je zndzornéno na obr. 11, str. 38.
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Obr. 11. Schéma metody ELISA (pfevzato a upraveno z [45]). Kompetitivni ELISA s vyuZzitim
glykani nebo glykopolymeri jako kompetitivnich ligandii na inhibici vazby galektinu-3 na
imobilizovany asialofetuin (ASF). Kienova peroxidasa (HRP — horseradish peroxidase),
konjugovana protilatka, byla pouzita na detekci navazaného galektinu-3. Protilatka pfeménila

substrat TMB za vzniku barevného produktu pro spektrofotometrickou detekci.
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce a purifikace galektinu-3

Pro stanoveni vazebné afinity pfipravenych glykant a glykopolymert byl pouzit
rekombinantni galektin-3, ktery byl v radmci této prace vyprodukovan a purifikovan. Pro
rekombinantni expresi galektinu-3 byly pouzity kompetentni bunky E. coli Rosetta, do
kterych byl transformovan vektor pETDuet-1 nesouci genovy konstrukt galektinu-3
s histidinovou kotvou (viz [45]). Po indukované expresi galektinu-3 v TB médiu bylo
provedeno rozbiti bun¢k a purifikace galektinu-3 afinitni chromatografii, pficemz byla
vyuzita histidinova kotva (detaily viz kap. 3.2, str. 30). Pribéh purifikace za pouziti
purifikaéniho systému Akta prime je zobrazen na chromatogramu (viz obr. 12, str. 40).
Déle byla provedena dialyza pro pievedeni galektinu-3 do EPBS pufru pH 7,5, v némz je
po sterilni filtraci stabilni po dobu az 2 mésicu.

Z mnozstvi pouzitych bunék, byl vypocten vytézek vyprodukovaného galektinu-3.
Na produkei bylo pouzito 16 g bunék ze 1,8 1 media. Bylo ziskano 15 mg galektinu-3.
Koncentrace proteinu byla stanovena dle Bradforda na 2,1 mg/ml, coz je pfepocteno na
molarni koncentraci 76 pmol.1".

Cistota vyprodukovaného galektinu-3 byla zjisténa pomoci SDS elektroforézy. Na
gel byly naneseny i vzorky pted purifikaci, odebrané vzorky béhem purifikace a pred
provedenim dialyzy. Molekulovd hmotnost galektinu-3 je 28 kDa. Proteinovy prouzek
galektinu-3 migruje trochu vySe nez by dle molekulového markeru mél, coZ je
pravdépodobné zplisobeno vysokym obsahem polarnich aminokyselin v N-termindlni ¢asti

galektinu-3, které mohou ovliviiovat separaci na SDS gelu (viz obr. 13, str. 40).
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Obr. 12. Chromatogram — purifikace galektinu-3. Prib&h purifikace systémem Akta prime. Na
chromatogramu je vidét elucni kfivka vypurifikovaného galektinu-3. Raménko na pocatku elu¢ni

ktivky bylo oddéleno od hlavniho ramena elu¢ni kiivky.
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Obr. 13. SDS gel po purifikaci galektinu-3. Zleva, LMW (low molecular weight) marker,
po - vzorek po filtraci, drahy 1 a 2 vzorky odebrané béhem purifikace, draha 3 konec purifikace,

pted D — vzorek pred dialyzou, Galektin-3 — produkovany galektin-3 ve dvou koncentracich.
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4.2 Produkce rekombinantnich mutanti hexosaminidas

Pro enzymovou syntézu funkcionalizovaného disacharidu 3 bylo tieba
rekombinantné exprimovat mutantni B-N-acetylhexosaminidasy, které jsou v portfoliu
laboratoie. Pro produkci téchto enzymi byly vyuzity kryokonzervy bunék Pichia pastoris
KM71H s transformovanym plasmidem nesoucim gen mutantni 3-N-acetylhexosaminidasy
z Talaromyces flavus (s mutaci Tyr4d70Phe a Tyrd470His). Exprese proteinu byla
indukovéana methanolem, ktery P. pastoris vyuziva jako zdroj uhliku.

Exprimované extracelularni B-N-acetylhexosaminidasy byly purifikovany pomoci
iontové vyménné chromatografie (silny katex pfi pH 3,5) na systému Akta prime plus.
Priibéh purifikace je zaznamenan na chromatogramu (viz obr. 14). Cistota enzymi byla
oveétena SDS elektroforézou (viz obr. 15, str. 42), pro porovnani byl na gel nanesen i
vzorek nativni rekombinantni B-N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus. Podatilo se
vyprodukovat 16 mg/100 ml média mutantu Tyr470His 7fHex (1,4 U/100 ml média) a
23 mg/100 ml média Tyr470Phe TfHex (6,7 U/100 ml média).

UV [mau]

Obr. 14. Chromatogram — purifikace rekombinantnich p-N-acetylhexosaminidas. Prubch
purifikace systémem Akta prime. Na chromatogramu je vidét elu¢ni kfivka vypurifikovaného

mutantu Tyr470Phe 7TfHex.
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Obr. 15. SDS gel po purifikaci p-/NV-acetylhexosaminidas. Zleva, LMW (low molecular weight)
marker, vypurifikovana mutantni Tyr470Phe 7fHex (dvé koncentrace), WT — nativni TfHex
(kontrola), vypurifikovana mutantni Tyr470His TfHex (dv¢ koncentrace). Dle gelu je ziejmé, Ze se
podafilo vyprodukovat ¢isté enzymy odpovidajici svou molekulovou hmotnosti 66 kDa (Hmotnost
jedné katalytické podjednotky; aktivni enzymy jsou dimery tvofené dvéma katalytickymi
podjednotkami a dvéma propeptidy o velikosti cca 15 kDa, které na tomto gelu nejsou dobie

patrné).

4.3 Optimalizace enzymové syntézy disacharidi

4.3.1 Stanoveni enzymové aktivity

Po vyprodukovani potfebnych enzymi bylo nutné stanovit jejich aktivitu k danym
substratim. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky métenim absorbance pii 420 nm.
Nejprve byla provedena kalibrace na p-nitrofenol (viz kalibra¢ni pfimka, obr. 16, str. 43),
zniZz byla vypoctena konstanta umeérnosti k, pro vypocet koncentrace vzniklého
p-nitrofenolu v reakci (a tedy reakcni konverze). Ke stanoveni aktivity byla provedena
reakce enzymu s piisluSnym substratem a pufrem, tak aby byl celkovy objem vzdy 50 pl.
Reakce probihala 10 min a byla ukon¢ena pfidanim 1 ml 0,1M Na,CO;. Stanovené aktivity

jsou uvedeny v tabulce 1, str. 43.
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Kalibracni primka

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

0,0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Cp-nitrofenol [mMM]

Obr. 16. Kalibraéni primka. Kalibrace na p-nitrofenol pro stanoveni enzymové aktivity.
Experimentalnimi hodnotami byla linearni regresi proloZena ptimka, s rovnici:

Ao = 0,7246xC(pNP) Stanovena konstanta umérnosti, k£ = 0,7246.

Ukazka vypoctu enzymové aktivity

ABS * Voo - Fed  0,1341-50 - 100
AKT (V/ ) = ce = =9,
/o) k-t Vo 0,7246 -10- 10 /mi

Tab. 1: Stanovené aktivity enzymi

Hydrolyticka aktivita [U/ml]
Enzym
PpNPGIcNAc | pNPGalNAc
Tyr470Phe
TfHex 10,7 9,3
Tyr470His
TfHex 16,6 2,2

Ze stanovenych hodnot enzymové aktivity byl ur€en pomér aktivit k jednotlivym
substratim - GlcNAc-asa/GalNAc-asa. Pro mutant Tyr470Phe TfHex byl tento pomér
stanoven jako 1,16/1 a pro mutant Tyr470His 7fHex 3,9/1. GalNAc-asové aktivita mutantu
Tyr470Phe TfHex byla tedy relativn€ vyssi, 1 proto byl tento enzym vhodnéj$i na syntézu

disacharidu 3.
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Dalsi dualezitou vlastnosti je aktivita enzymua v rozpoustédle. Pro tento ptipad byl
jako rozpoustédlo zvolen acetonitril, ktery byl dfive identifikovan jako optimalni s vodou
misitelné rozpoustédlo dobie tolerované fungélnimi B-N-acetylhexosaminidasami [63].
Stanoveni enzymové aktivity bylo provedeno vyse popsanym postupem, s tim rozdilem, ze
byl do reakéni smési ptidan acetonitril o rizné koncentraci. Z namétenych hodnot aktivit
byl sestrojen graf zavislosti zbytkové aktivity na mnozstvi acetonitrilu v % (viz graf na
obr. 17). Bylo zjisténo, ze GalNAc-asova aktivita mutantu Tyr470His 7fHex znateln¢
klesla jiz ve 20% acetonitrilu, kdeZzto aktivita mutantu Tyr470Phe 7fHex byla 1 ve 40%
acetonitrilu vyssi nez 90 %. Z tohoto diivodu byl pro enzymovou syntézu disacharidu 3
vybran mutant Tyr470Phe T7fHex v 40% acetonitrilu, jelikoz je v této koncentraci

acetonitrilu donor mnohem Iépe rozpustén.

Zavislost aktivity na mnozstvi acetonitrilu
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Obr. 17. Graf zavislosti enzymové aktivity na mnozZstvi acetonitrilu. A — Tyr470Phe TfHex
GlcNAc-asa, B — Tyrd70Phe TfHex GalNAc-asa, C — Tyr470His TfHex GlcNAc-asa,

Tyrd470His TfHex GalNAc-asa. Z grafu je patrné, ze GalNAc-asova aktivita mutantu Tyr470Phe
pro oba substraty priliS neklesa ani ve vysokych koncentracich acetonitrilu, oproti tomu

GalNAc-asova aktivita mutantu Tyr470His klesla téméf na nulu jiz pii 30% acetonitrilu.
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4.3.2 Analytické transglykosylacni reakce

Pro zvoleni optimélnich podminek na enzymovou syntézu disacharidu 3 a slozeni
reakéni smési byly provedeny analytické reakce s riiznou koncentraci reaktantii a
acetonitrilu s obéma mutantnimi B-N-acetylhexosaminidasami (Tyr470Phe T7fHex a
Tyr470His TfHex) a pfi raznych teplotach.

Prabéeh reakcei byl analyzovan pomoci TLC a HPLC. Z analyzy bylo ziejmé, Ze
dvojnasobny molarni nadbytek akceptoru (100mM GIcNAc-tBoc) neni dostacujici pro
vysSi vytéznost reakce, vznika velké mnozstvi hydrolytického produktu. Za pouziti
mutantu Tyrd470Phe byl dokonce vSechen produkt rozstépen jiz po 6 hodinach reakce.
Trojndsobny nadbytek akceptoru (150mM GlcNAc-Boc) jiz byl optimalni pro
maximalizaci vytézku transglykosylaéniho produktu.  Produkt se ne$tépi ani po
24 hodinéch, optimélni doba pro zastaveni reakce je 4-6 hodin, po delsi dobé ptibyva
hydrolyza a ubyvé produkt. Ukdzka chromatogramu z analyzy na HPLC je na obr. 18. Oba
mutantni enzymy (Tyr470Phe TfHex i Tyr470His TfHex) jsou ve vytézku produktu
srovnatelné. Mutant Tyr470Phe TfHex se podatilo vyprodukovat ve vétSim mnozstvi, ma
lepsi pomér GlcNAc-asa/GalNAc-asa (1,16/1; viz kap. 4.3.1) a je aktivni i1 pfi vysSich
koncentracich acetonitrilu (umoZznéni reakce v roztoku, nikoliv v suspenzi).

Jako nejvhodnéjsi byla tedy zvolena koncentrace akceptoru (GIcNAc-/Boc)
150 mM, koncentrace donoru (pNPGalNAc) 50 mM, enzym B-N-acetylhexosaminidasa
zT. flavus mutant Tyr470Phe (0,1 U/ml), 40% acetonitril (kvili lep$i rozpustnosti
pNPGalNAc), teplota 35 °C a 850 x g.

mAU ] 3= 1 PDA Multi 1 200nm 4nm
500 U +
) 0
| 2 ‘
-1 o~
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0 5 10 15 20 25 30
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Obr. 18. Chromatogram z HPLC — analyticka tranglykosyla¢ni reakce. Vzorek z 6 h reakce,
piky: 1 — p-nitrofenol, 2 — pNPGalNAc, 3 — GIcNAc-Boc, 4 — produkt.
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Enzymova syntéza disacharidu 5 byla provedena dle ovéteného postupu za pouziti
B-galaktosidasy z B. circulans [62]. Optimalni slozeni reaktanti je 30mM donor
(p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid), 150mM akceptor (GlcNAc-tBoc), pufr acetat sodny o
pH 5,0 a B-galaktosidasa (aktivita v reakci 0,06 U/ml). Optimalni reak¢ni podminky jsou
35°Ca850xg.

4.4 Syntéza a purifikace disacharidu

Enzymovou reakci (reakéni schémata viz obr. 9, str. 35 a obr. 10, str. 36) byly
syntetizovany funkcionalizované disacharidy 3 a 5. Prub¢h reakcei byl analyzovan pomoci
tenkovrstvé chromatografie (viz obr. 19, str. 47 a obr. 20, str. 47). Na zéklad¢ této analyzy
byl urcen ¢as ukonceni reakce. Reakce disacharidu 3 byla ukoncena varem ve chvili, kdy
byl spotiebovan téméi veskery donor, tedy v ¢ase 6 h a 20 min, reakce disacharidu 5 v Case
4 h a 45 min.

Po ukonceni reakce byla reakéni smeés stoCena na stolni minicentrifuze a
purifikovana pomoci gelové chromatografie. Vzniklé produkty byly zlyofilizovany a ve
spolupréaci s kolegy z laboratofe byla stanovena jejich Cistota na HPLC (chromatogramy
viz obr. 21, str. 48).

Enzymovou syntézou bylo pfipraveno 35 mg disacharidu 3 (vytézek 52 %) a 82 mg
nezreagovaného GIcNAc-fBoc (akceptoru) bylo ziskdno zpét. Disacharidu 5 bylo
pripraveno 30 mg (vytézek 31 %), a 258 mg akceptoru GlcNAc-tBoc bylo ziskano zpét. Je
vidét, Ze transglykosylace s mutantnim enzymem s potlatenou hydrolytickou aktivitou

poskytuje znateln¢ vyssi vytézek nez v ptipade nativni -galaktosidasy.
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Obr. 19. Analyza pribéhu enzymové syntézy disacharidu 3 pomoci TLC. Desticky TLC se
vzorky z reakéni smési v 1 h, 3 h a 6 h. Na kazdé desticce vzdy 4 drahy — (zleva) GlcNAc-tBoc
+ GIcNAc, 2 x reakéni smés, pNPGalNAc + GalNAc. Skvrny: 1 — p-nitrofenol, 2 — GlcNAc-Boc,

3 — pNPGalNAc, 4 — produkt, 5 — GlcNAc, 6 — GalNAc.
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Obr. 20. Analyza prubéhu enzymové syntézy disacharidu 5 pomoci TLC. Silikagelové TLC
desticky s odebranymi vzorky z reakéni smési pfiblizné kazdou hodinu po zahajeni reakce. Na

kazdé¢ desti¢ce vzdy 4 drahy — (zleva) GlcNAc-fBoc + GIcNAc, 2x reakéni smés, pNPBGal + BGal.
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Obr. 21. Chromatogramy z HPLC po purifikaci disacharidi. Nahote disacharid 3 - Cistota
100 % a dole disacharid 5 - Cistota 98 %.

4.5 Odstranéni chranici skupiny z pripravenych sacharidu

Ptred provedenim konjugace ptipravenych sacharidi na HPMA kopolymery bylo
tteba odstranit chranici skupinu, tak aby na sacharidu zlistala volnd aminoskupina.
Deprotekce byla provedena pomoci 1M kyseliny chlorovodikové. Touto metodou vznikly
velké ztraty produktu, z35 mg disacharidu 3 bylo ziskdno 17 mg odchranéného
disacharidu (vytézek 58 %) a z 31 mg disacharidu 5 bylo ziskdno 13,6 mg odchranéného
disacharidu (vytézek 54 %).

4.6 Vazebna afinita pripravenych ligandi ke galektinu-3

Po syntéze disacharidi a odstranéni chranici skupiny byla na Ustavu
makromolekuldrni chemie pod vedenim dr. Petra Chytila provedena konjugace sacharid
na HPMA kopolymery a charakterizace vyslednych multivalentnich glykopolymera (viz
tab. 2, str. 49). Struktura pfipravenych konjugatl je zndzornéna na obr. 22, str. 49.

Takto byly ptipraveny dva multivalentni ligandy galektinu-3, prezentujici dva riizné
disacharidové epitopy o stejném molarnim obsahu na totoZném polymernim nosici. Poté

byla pomoci kompetitivni metody ELISA stanovena vazebna afinita pfipravenych
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glykopolymert ke galektinu-3, a to jako ICsy — koncentrace ligandt, pfi niz je dosazeno
50% inhibice vazby galektinu-3 na imobilizovany kompeti¢ni ligand ASF za danych
podminek. Stanoveni bylo detekovano spektrofotometricky meétfenim absorbance pfi
450 nm. Byly proméfeny monovalentni funkcionalizované disacharidy a 2 glykopolymery
o stejném molarnim obsahu obou disacharidi (viz tab. 3, str. 49) ve tfech nezavislych
méfenich. Z naméfenych hodnot byl sestrojen graf v programu Graphpad Prism,
experimentalni body byly prolozeny sigmoidalni kfivkou a bylo spoc¢teno ICs (grafy viz

obr. 23, str. 50).
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Obr. 22. Strukturni vzorce pripravenych konjugati. A — konjugait HPMA kopolymeru
snavazanym disacharidem LacdiNAc, B — konjugit HPMA kopolymeru s navazanym
disacharidem LacNAc.

Tab. 2: Charakterizace pripravenych glykopolymeri

Hmotnost Mol%
Glykopolymer Sacharid pripraveného 2| M, [kg/mol] Dispersita
sacharidu
polymeru [g]
A LacdiNAc 19 8 27 1,07
B LacNAc 20 7 21,5 1,05

Tab. 3: Stanovené inhibi¢ni koncentrace pripravenych liganda galektinu-3

Inhibitor | 1% Fsl\%l]ykan Odchylka | Poget glykant konjllfgsg tn[auM]
LacdiNAc 54,7 10,1 - -

LacNAc 424 12,1 - -
Konjugat A 57,1 8,7 12,1 4,7
Konjugat B 8,8 3.8 8,4 1,0
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Obr. 23. Graf stanoveného inhibi¢niho potencidlu ke galektinu-3 pro konjugat A a B. Z grafu
je videt, ze glykopolymer obsahujici LacNAc (B) vykazuje vyssi afinitu ke galektinu-3, cemuz
odpovida i nizsi ICs (viz tab. 3, str. 49).

Glykopolymer s LacNAc disacharidem vykazuje v kompetitivnim ELISA stanoveni
vyssi afinitu (nizsi ICsg) ke galektinu-3 nez analogicky glykopolymer s disacharidem
LacdiNAc. Zhodnoty ICsy na glykan a porovnanim s pfislusSnym monovalentnim
standardem je vidét, Ze LacNAc navazany na polymeru je pfiblizn€ pétkrat ¢inngjsi nez
volny LacNAc, zatimco u LacdiNAc vykazuje navazany a volny disacharid stejnou afinitu
(nedochazi k aviditnimu zesileni). Konjugat HPMA kopolymeru a LacNAc disacharidu
(7 mol. %) ma ICsy 1,0 uM.
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S. DISKUZE

Galektiny jsou proteiny plnici mnoho signalizacnich, komunikac¢nich a dalSich funkei
in vivo. Zejména dulezitd je tvorba adhezivni sit€¢ mezi buiikami a regulace apoptozy.
Nejstudovanéjsi galektin-3 se ucastni mnoha patogennich procest, podili se na vzniku
nadorovych, kardiovaskularnich, metabolickych a autoimunitnich onemocnénich. Zatim
nejsou dostupné terapeutické inhibitory proti endogennimu galektinu-3; v klinickych

testech je zatazen prvni definovany inhibitor galektinu-3 Gc¢inny proti plicni fibroze [14].

Ptiprava u¢innych inhibitord galektinu-3 je tedy jednoznacné zajimava pro své
potencialni terapeutické vyuziti. Multivalentni charakter inhibitort pak zvySuje afinitu ke
galektinu-3 diky multivalentnimu efektu, kdy avidita vysledného systému je vyssi nez
prosty soucet afinit jednotlivych komponent. V ramci této prace je demonstrovana piiprava
biokompatibilnich inhibitori galektinu-3 se dvéma typy sacharidovych epitopli na

multivalentnim polymernim nosi¢i (HPMA).

K ptipravé disacharidovych epitopii byla vyuzita selektivni jednokrokova enzymova
syntéza za katalyzy glykosidasami. S vyhodou je zde vyuzito pfedevSim mutantnich
B-N-acetylhexosaminidas s potlacenou hydrolytickou aktivitou, které umoznuji dosahovat
velice dobrych vytézkii enzymové syntézy (pfes 50 %). Tyto enzymy jsou produkovany
v P. pastoris jednokrokovou purifikaci s velice vysokymi vytéZky (napf. mutant
Tyr470Phe TfHex 23 mg/100 ml média). Z diivodu nizké rozpustnosti donoru glykosylu
(pNPGalNAc) ve vodé¢ byla testovana aktivita dvou mutantnich -N-acetylhexosaminidas
v zé&vislosti na mnoZstvi acetonitrilu jako kosolventu (viz graf na obr. 17, str. 44). Bylo
zjisténo, ze GalNAc-asova aktivita mutantu Tyr70His 7fHex klesa jiz v nizké koncentraci
acetonitrilu, kdezto mutant Tyr470Phe TfHex byl 1 ve vysokych koncentracich acetonitrilu
stale aktivni. Z tohoto diivodu byl pro enzymovou syntézu disacharidu LacdiNAc-/Boc
vybran mutant Tyr470Phe 7fHex. Jedna se zaroven o ndzorny piiklad, jak je moZzZno
diskriminovat dudlni aktivitu p-N-acetylhexosaminidas vici jejich dvéma substratim

(PNPGIcNAc a pNPGalNAc).

Byla provedena enzymova syntéza dvou disacharidi — LacdiNAc-tBoc (3) a
LacNAc-tBoc (5). Disacharid 3 byl pfipraven za pouziti mutantni Tyr470Phe TfHex v
mnozstvi 35 mg, coz odpovidd vytézku 52 %. Oproti tomu syntéza disacharidu 5 byla
provedena za pouziti komeréni B-galaktosidasy a i pfes stejnou koncentraci akceptoru

v reakci (150mM) se podafilo ptipravit produkt pouze o vytéZzku 31 %. V obou ptipadech

51



se ale jedné o vytézek, ktery by byl pomérné té¢zko dosazitelny pomoci klasickych metod

organické syntézy, kterd by zahrnovala fadu (de)protekcnich krok.

Po syntéze téchto disacharidi bylo provedeno odstranéni chranici skupiny
terc-butoxykarbonylu za tcelem nasledné konjugace na polymer. I kdyz bylo postupovano
dle publikovaného postupu [44], za pouziti 1M kyseliny chlorovodikové a nasledné
neutralizaci anexem, vznikly relativné velké ztraty produktu. Vytézek po odchranéni byl
ptiblizn¢ 58 % u disacharidu 3 a 54 % u disacharidu 5. Lze tedy zvaZovat optimalizaci
odchranéni aminoskupiny. Experimenty provadéné paralelné na Ustavu makromolekularni
chemie s odchraiovanim in situ vramci tohoto projektu (napf. pomoci kyseliny
trifluoroctové) se neukdzaly jako optimalni z divodi nereprodukovatelnosti vytézku
konjugace, nedokonalé neutralizaci reakéni smési a nasledného obsahu sacharidu na

polymeru.

Pro stanoveni vazebné¢ afinity ligandii ke galektinu-3 bylo vyuzito kompetitivni
stanoveni ELISA vyvinuté a optimalizované v ramci celého prokektu. Rekombinantni
lidsky galektin-3 byl dle SDS gelu (viz obr. 13, str. 40) ¢isty a jeho biologicka aktivita byla
ovétfena stanovenim afinity s monovalentnimi disacharidy. Ziskané vysledky byly v dobré

shodé¢ s dfive publikovanymi hodnotami [45].

v

Po navazani na polymer se jako u€innéjsi jevi disacharid LacNAc, ktery vykazuje i
vyssi multivalentni efekt (viz tab. 3, str. 49). OvSem kdyZ porovname selektivitu téchto
disacharidi, LacdiNAc vykazuje vysokou selektivitu pro galektin-3 v porovnani s
galektinem-1, zatimco LacNAc je ligandem pro oba tyto galektiny [64]. Dalsi vyhodou je,
ze enzymova syntéza discharidu LacdiNAc poskytuje vyssi vytézky. Syntetické reakce 1ze
navic v ptipad¢ potreby dale optimalizovat, napf. pfidanim dalSiho donoru v prib¢hu
reakce pro doglykosylovani nadbytku akceptoru, ¢imz dojde ke zvySeni vytézku
transglykosylacniho produktu. Z téchto divodu jsou oba modelové glykopolymery
vyhodné pro dals§i studium a ptipravu pokrocilejSich glykopolymert, které budou mit

idealné€ potencial stat se terapeutiky pro cilenou inhibici galektinu-3 in vivo.
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6. ZAVER

V ramci této prace byly shrnuty soucasné poznatky o galektinech, o znamych ligandech
galektint a o enzymech [-N-acetylhexosaminidasach vyuzitelnych pro syntézy

oligosacharidu.

V experimentalni  Casti prace byl vyprodukovan rekombinantni galektin-3

s histidinovou kotvou v E. coli o vytézku 15 mg.

Dale byly produkovany rekombinantni mutantni [B-N-acetylhexosaminidasy
z Talaromyces flavus, konkrétné Tyr470Phe TfHex (23 mg/100 ml média, GalNAc-asova
aktivita 6,7 U/100 ml média) a Tyr470His TfHex v Pichia pastoris (16 mg/100 ml média,
GalNAc-asova aktivita 1,4 U/100 ml média).

Poté byla provedena optimalizace podminek pro enzymovou syntézu disacharidii 3 a
5. Byla stanovena aktivita produkovanych mutanti a byly provedeny analytické

transglykosylacni reakce.

Enzymovou syntézou byl za pouziti produkovaného mutantu Tyr470Phe TfHex
ptipraven disacharid LacdiNAc-fBoc o vytézku 35 mg (52 %). Dale byl za pouziti
komerc¢ni B-galaktosidasy z B. circulans syntetizovan disacharid LacNAc-rBoc o vytéZzku

30 mg (31 %).

Po odstranéni chrénici skupiny terc-butoxykarbonylu byla provedena konjugace
pfipravenych disacharidi na funkcionalyzované HPMA kopolymery ve spolupraci
s Ustavem Makromolekuldrni chemie. Pomoci metody ELISA byl stanoven inhibi¢ni
potencial téchto glykopolymerti ke galektinu-3. Jako nejucinngjsi se jevil glykopolymer
s obsahem 7 mol. % LacNAc (ICsy 1,0uM). Takto piipravované ligandy mohou byt

vyuzitelné jako biokompatibilni inhibitory galektinu-3 a jsou soucasti dal§iho vyzkumu.
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