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Abstrakt

Galektin-4, ¢len rodiny galektint typicky svou afinitou k p-galaktosidiim, patii mezi
tandemové galektiny a skladda se ze dvou odlisSnych podjednotek spojenych peptidovym
linkerem.

Galektiny hraji klicovou roli v riznych biologickych procesech a jsou zapojeny do
patogeneze mnoha onemocnéni. Tkané s kolorektalnim karcinomem (CRC) vykazuji nizsi
expresi galektinu-4 ve srovnani se zdravymi tkanémi tlustého stfeva a pravé nizsi exprese
galektinu-4 podporuje progresi nadoru a metastaz. Bylo zji$téno, Ze galektin-4 inhibuje
tumorigenezi bunék CRC prostfednictvim signalnich drah Wnt/B-katenin a IL-6/NF-
kB/STAT3, které hraji kli¢ovou roli ve vyvoji CRC. V zanétlivych stfevnich onemocnénich,
jako je Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida, interaguje galektin-4 s CD4+ T lymfocyty, coz
ovliviiyje jejich chovani v imunologické synapsi.

Dale se galektin-4, primdrné exprimovany v gastrointestindlnim traktu, podili na
apikalnim transportu v epitelidlnich bunikach, podporuje hojeni epitelialnich ran stfeva, ucastni
se adaptivni imunitni odpovédi a hraje nékolik roli v centrdlnim nervovém systému. Studium
inhibitord galektinu-4 pomahd porozumét jeho specifickym rolim v téchto procesech, a
identifikovat tak nové potencialni terapeutické cile.

V této praci byl heterologné exprimovan lidsky galektin-4 v bakterii Escherichia coli,
nasledné¢ byl purifikovan pomoci afinitni chromatografie a bylo optimalizovano
imunochemické stanoveni ELISA pro méfeni vazebné afinity galektinu-4 k riznym
sacharidovym ligandiim. Déle byly exprimovany piislusné podjednotky galektinu-4: N-
terminalni podjednotka a C-terminalni podjednotka. Nejvy$si vazebnd afinita, vyjadiend
skupiny A vykazoval vys$i afinitu nez antigen krevni skupiny B typu 6. Tato prace pfispiva k

odhaleni slozitych roli galektinu-4 a zdiraziiuje jeho potencidl jako terapeutického cile.
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Abstract

Galectin-4, a member of the galectin family known for its affinity to B-galactosides,
belongs to tandem-repeat galectins and consists of two distinct subunits connected with a
peptide linker.

Galectins play a key role in various biological processes and are involved in the
pathogenesis of many diseases. Colorectal cancer (CRC) tissue shows a lower expression of
galectin-4 compared to healthy colon tissues, and the lower expression of galectin-4 promotes
tumor progression and transport. Galectin-4 was found to inhibit tumorigenesis of CRC cells
via Wnt/B-catenin and IL-6/NF-«kB/STAT3 signaling pathways, which play a key role in CRC
development. In inflammatory bowel diseases such as Crohn's disease and ulcerative colitis,
galectin-4 interacts with CD4+ T lymphocytes, influencing their behavior in the immunological
synapsis.

Furthermore, galectin-4, primarily expressed in the gastrointestinal tract, participates in
the apical transport in epithelial cells, promotes the healing of intestinal epithelial wounds,
participates in the adaptive immune response and has multiple roles in the central nervous
system. Studying inhibitors of galectin-4 helps to understand its specific roles in these
processes, and thus to identify new potential therapeutic targets.

In this work human galectin-4 was heterologously expressed in Escherichia coli
bacteria, then it was purified using affinity chromatography and the immunochemical ELISA
assay was optimized for measuring the binding affinity of galectin-4 to various carbohydrate
ligands. Furthermore, the respective subunits of galectin-4 were expressed: the N-terminal
subunit and the C-terminal subunit. The highest binding affinity, expressed as the lowest 1Cs
value, was observed for blood group antigens; blood group A antigen showed higher affinity
than blood group B antigen type 6. This work helps to reveal the complex roles of galectin-4

and its potential as a therapeutic target.
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Seznam pouzitych zkratek
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kyselina ethylendiamintetraoctova
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purifikacni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka
Britanie)

kienova peroxidasa (horseradish peroxidase)

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace
isopropyl-1-thio-p-D-galaktopyranosid
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medium Luria-Bertani s agarem

nizkomolekularni hmotnostni pravitko (z angl. low molecular weight)
lakto-N-neotetraosa
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fosfatovy pufr

fosfatovy pufr s 0,05 % v/v Tween® 20
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electrophoresis)
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N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin

substrat TMB One; 3,3,,5,5'-tetramethylbenzidin



1. Teoreticky uvod

1.1.  Galektiny
1.1.1.  Charakteristika galektinu

Lektiny jsou proteiny nebo glykoproteiny, které maji schopnost védzat se na urcité
sacharidové struktury. Nevykazuji zddnou enzymovou aktivitu a na rozdil od protilatek nejsou
produkty imunitni odpovédi. Pomoci vazebného mista, tzv. CRD (,,carbohydrate
recognition/binding domain”), rozeznavaji sacharidové ligandy, at’ uz volné v roztoku, nebo
vazané ve formé glykoproteinti a glykolipidl na povrchu bunék nebo bunéénych organel [1].

Vétsina zivoc¢isnych lektini mize byt rozdélena do ¢tyi skupin: lektiny typu C
(zahrnujici selektiny), lektiny typu P, pentraxiny a galektiny [2]. Galektiny se mohou oznacovat
také jako lektiny typu S, jelikoZ u prvniho objeveného zastupce byla aktivita vazby sacharidi
zavisla na sulthydrylovych c¢inidlech. Tato zavislost se nutné netyka vSech galektint. Déle se
mohou oznacovat jako S-lac lektiny, protoze jsou vSechny schopné vazat laktosu a ji podobné
sacharidy [3]. Aby se protein fadil mezi galektiny, musi spliiovat dv¢ kritéria: musi specificky
vazat [3-galaktosidy a musi se vyrazn€ podobat v aminokyselinové sekvenci v misté vazajicim
sacharidy. PrisluSné aminokyselinové zbytky této sekvence byly stanoveny rentgenovou
krystalografii [4,5]. Jako prvni byly popsany galektiny-1, -2, -3 a -4 [2]; nyni jich zndme jiz 16
[6]. Ciselna oznadeni jsou stejna i pro jejich geny v databazi genomu. Obecné ozna¢eni genti
kodujicich galektiny je LGALS (lektin, vazajici galaktosid, rozpustny) takZze naptiklad LGALSI
koduje galektin-1 [4].

Galektiny jsou syntetizovany jako cytosolické proteiny. Po vétSinu svého Zivota se
nachazi v cytosolu nebo v jadru buiiky. Postradaji signalni peptid, jsou proto sekretovany do
extracelularniho prostoru neklasickou cestou, jejiz mechanismus neni plné znam [4,7].
Nachazeji se v tkanich mnoha zivocichtl, od nizSich bezobratlych, jako jsou houbovci a hlistice,
az po savce véetné Cloveéka [8]. Pro lepsi prehlednost shrnuje tabulka 1 distribuci galektinti
napfi¢ tkdnémi u lidi a hlodavci, dale ukazuje hlavni druh savci u galektini s omezenou

mezidruhovou distribuci [9].



Tabulka 1. Distribuce galektinii (pfevzato a upraveno z [9]).

Galektin Distribuce v lidskych tkanich a Organismy
tkanich hlodavct
Galektin-1 Hladkeé a kosterni svalstvo Obratlovci
Galektin-2 Gastrointestinalni trakt, placenta Ptaci a savci, zaby, jestérky
Galektin-3 Ptedevsim makrofagy a epitelové Obratlovci
bunky
Galektin-4 Stievo a zaludek, délozni epitelialni Obratlovci, kromé vétSiny
buiiky, stény krevnich cév, ptaki
hipokampalni a kortikaIni neurony
Galektin-5 Plice, ledviny, retikulocyty, kostni Krysy
dren, erytrocyty
Galektin-6  Gastrointestinalni trakt, jatra, ledviny, Nékteré kmeny mysi
slezina, srdce
Galektin-7  Gastrointestinalni trakt, stratifikovany Savci
epitel, kiize, srdce plodu
Galektin-8 Jatra, ledviny, srdecni sval, plice a Obratlovci
mozek
Galektin-9 T-lymfocyty, tenké stievo, jatra, Obratlovci

Galektin-10
Galektin-11

Galektin-12
Galektin-14
Galektin-15

d¢loha, buniky epitelu, klize a jicnovy
epitel
Eosinofilni granulocyty
Zaludeéni sliznice (piezvykavci),
epitelidlni bunky Zlu¢ovodi
Tukova tkan
Eosinofilni granulocyty

Déloha

Primati, netopyii

Ptezvykavci

Obratlovci
Prezvykavci

Ptezvykavci

10



1.1.2.  Struktura galektinii

Sav¢i galektiny mizeme rozdélit na zédklad€ poctu a struktury jejich CRD do tii skupin.
Do prvni, prototypické skupiny patii galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15 a -16 [6].
Mohou tvofit homodimery jako v pfipadé galektinu-1 s CRD doménami spojenymi
prostfednictvim hydrofobnich interakci [10]. Tvofi také monomery, jako naptiklad galektin-5
izolovany z krysich erytrocytli, nebo jako v ptipadé moiské houby (lat. Geodia cydonium)
mohou tvofit multimery [11-13]. Druhou, tandemovou skupinu tvofi galektin-4, -6, -9 a -12.
Tyto galektiny obsahuji dvé odlisné CRD propojené peptidovym linkerem [14]. Isoformy
galektinu-8 se mohou tadit do prototypické nebo tandemové skupiny v zavislosti na variantach
sestfihu aminokyselinové sekvence. Do prototypické skupiny se naptiklad fadi takové varianty
sestfihu, které sestavaji pouze z N-termindlni CRD a riznych prodlouzeni bez druhé CRD [10].
Do tieti, chimerické skupiny spada pouze galektin-3. Struktura galektinu-3 je tvofena tfemi
odliSnymi motivy: globuldrni C-terminalni doménou obsahujici CRD, N-terminalni doménou,
ktera umoziuje oligomeraci na pentamery, a sekvenci bohatou na prolin podobnou kolagenu,

kterd obé domény spojuje [14].

1. Prototypické

(Gal-1, -2, -5, -7, -10,
-11, -13, -14, -15)
monomer homodimer
(dvé identické CRD)
2. Tandemoveé ;
(Gal-4, -6, -8, -9, -12) O

(dv& odli§né CRD)

\

3. Chimerickeé —

j==—i1 |——
(Gal-3) \
monomer I
(jedna CRD a N-terminalni
koncova oblast polypeptidu) I —

Obrazek 1. Strukturni typy galektinu (pfevzato a upraveno z [15]). Galektiny jsou rozdéleny do tii typt na
zaklad€ organizace domény rozpoznavajici sacharidy (CRD): 1. Prototypické (mohou tvofit monomery i dimery
s identickymi CRD), 2. Tandemové (maji dve€ odlisné CRD), 3. Chimerické (mohou tvofit monomery i oligomery

asociaci pres své N-terminalni domény).
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Doména rozpoznavajici sacharidy je slozena ptiblizné¢ ze 135 aminokyselinovych
zbytkl a jeji strukturu tvoti B-sandwich slozeny z 11 B-vldken (B1 az B11). Tento B-sandwich
tvofi dva antiparalelni mirn¢ ohnuté B-listy. Konvexni strana domény je oznaCovand F a je
tvofena 5 aminokyselinovymi fetézci (B11, B2, B7, B8, PB9), zatimco strana konkavni,
oznaCovana S, je tvofena 6 aminokyselinovymi fetézci (B1, 10, B3, B4, BS, p6). Konkavni
strana vytvaii zlabek, do kterého se mlize vazat sacharidovy ligand, a ktery je dostate¢né dlouhy
1 pro vazbu lineéarnich tetrasacharidi [3,16].

Na vazb¢€ sacharidi se pfimo podileji konzervované aminokyseliny bud’ tvorbou
vodikovych mustkii, nebo van der Waalsovymi interakcemi s cukernym ligandem. Dilezitym
sekvenénim motivem je His—Asn—Arg; tyto tfi aminokyseliny tvofi vodikové vazby s
navazanym zbytkem galaktosy, naptiklad v galektinu-1,-3 a v N-terminalni domén¢ galektinu-
8 [10].

Zakladnim sacharidovym ligandem galektinii je laktosa, jejiz vazebna afinita ke
galektiniim se pohybuje v mikromolarnim az milimolarnim rozmezi. Naptiklad hodnota Kp pro
Gal-1 je 64 x 10° M, 85 x 10°® M pro Gal-2, u Gal-3 je uvadéné rozmezi §ir$i, napf.
26 x 10°M, 1 x 10> M, a 0,6 x 10 M. Tyto hodnoty Kp ukazuji na relativné slabou vazbu
laktosy ke galektinim. Vazebnou afinitu k laktose 1ze zvysit strukturni modifikaci. Takovou
modifikaci nese napiiklad N-acetyllaktosamin (Galp4GIcNAc, LacNAc), ktery je také
zékladnim ligandem a rozeznavaji ho vSechny galektiny. Ke Gal-3 se vaze ptiblizn¢ pétkrat

silngji nez laktosa [16].

1.1.3.  Funkce galektinii v organismech

Galektiny maji diky své relativné Siroké specifité rozsahlou skalu funkci v organismu.
Zprostredkovavaji mezibunécné interakce, transmembranovou signalizaci, apoptdzu, sestiih
pre-mRNA, bunéfnou adhezi, imunitni odpoveéd’, migraci a diferenciaci bunck [2,17].
Galektiny mohou aktivovat nebo inhibovat bunéénou adhezi v zavislosti na bunééném typu a
dalsich faktorech. ZvySuji adhezi zesitovanim glykosylovanych struktur na jedné burice s
glykany na jinych buiikdch nebo extracelularni matrix. Mohou naopak sniZovat bun&cnou
adhezi blokovanim receptort pro dalsi vazebné interakce. Zasadni vyznam ma oligomerni stav
galektinll, protoze mohou blokovat receptory nebo zesitovat molekuly v zavislosti na jejich
valenci [ 10]. Galektin-1 se vaze v kosternim svalstvu na laminin, a inhibuje tak interakci burnka-
matrix, ktera miize hrat roli v rtistu svalové hmoty [2]. Galektin-1 také hraje dilezitou roli pti
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adhezi a proliferaci nervovych kmenovych bunék a nervovych progenitorovych bunék. Adheze
je zprostiedkovana interakci CRD domény s podjednotkou integrinu 1 [10].

Dalsi z vlastnosti galektinii je jejich schopnost intracelularné i extracelularn€ regulovat
bunécnou smrt. Pti extracelularni apoptdze zesituji glykany na vnéjsi stran¢ bunék a prenaseji
signaly pies membranu, ¢imz piimo zpisobi bunécnou smrt nebo aktivuji signalizaci, ktera
apoptdzu spousti [ 18]. Galektiny ovliviiuji apoptoézu v riznych typech tkani a bunck. Naptiklad
galektin-1 zptsobuje smrt T-lymfocytli, B-lymfocyti a bunéénych linii rakoviny prostaty a
prsu. Galektin-1 a Galektin-9 jsou exprimovany v kafe brzliku epitelidlnimi buitkami, kde
ovliviuji pozitivni a negativni selekci T-lymfocytd. Brani v produkei nefunkénich a auto-
reaktivnich T-lymfocyti a také usmrcuji T-lymfocyty, které se staly aktivovanymi po imunitni
odpovédi. Galektin-3 je jedinym galektinem, ktery ptisobi antiapopticky, chrani bunky rakoviny
prsu pted smrti indukovanou chemoterapeutickymi latkami nebo oxidem dusnatym [19].
Exprese Gal-3 v Jurkat T-lymfocytech inhibuje apoptézu indukovanou Fas, staurosporinem a
chemoterapeutickymi latkami. Gal-3 obsahuje motiv Asn-Trp-Gly-Arg charakteristicky pro
antiapoptické proteiny Bcl. Predpoklada se, ze motiv usnadnuje interakci mezi Gal-3 a Bcl-2

proteinem, kterd ma za nésledek unik bunky pied bunéénou smrti [20].

1.1.4.  Role galektinii u lidi s ruznymi chorobami

Galektiny se podileji na celé tfadé corob, jako je rakovina, HIV, autoimunitni
onemocnéni, chronicky zanét a alergické reakce [17,21]. Zvysena exprese galektinli v nadorech
obvykle koreluje s klinickou agresivitou nadorti a jejich progresi do metastatického fenotypu
[17]. Na zaklad¢ klinickych dat 1ze pfitomnost napt. Gal-1 korelovat se zvySenym vyskytem
metastaz a s malou pravdépodobnosti pieZiti pacienta [22]. Galektin-1 je nejvice sekretovan u
rakoviny prsu, plic, pankreatu, jater a §titné Zlazy. Jeho koncentrace v krvi je méfitelna u nadoru
plic, Stitné Zlazy a glioml [23]. Galektin-1 exprimovany nadorovymi nebo stromalnimi
bunikami reguluje bunéénou migraci, adhezi, angiogenezi a snizuje imunitni odpovéd’, ¢imz
podporuje riist nadort a ovliviluje jejich vyvoj a tvorbu metastdz. Galektin-1 pomaha ukotvit
onkogenni H-RAS do plasmatické membrany, coz mé za nasledek trvalou aktivaci RAF-1 a
MAPKI1, které piispivaji k nadorové transformaci. Vyznamné pfispiva k imunosupresivni
aktivit¢ melanomovych bunék, jelikoz indukuje apoptéozu cytolytickych T bunék
nasmérovanych na nador, nebo moduluje rovnovéhu cytokind Th1 — Th2 [24].

Galektin-1, nachazejici se ve spodnich vrstvach epitelu, zvySuje infekénost HIV-1

urychlenim jeho vazby na cilové builky. Sexudlné ptfenosny virus HIV-1 se adsorbuje na
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cilovou bunku, typicky CD4+ T-lymfocyt, ktery se nachazi ve slizni¢nim vazivu (lat. lamina
propria mucosae) pod epitelem [25]. HIV-1 ma obal slozeny z fosfolipidové dvojvrstvy
obsahujici glykoproteiny gp41 a gpl20. Glykoprotein gpl20 obsahuje fetézce N-
acetyllaktosaminu na jadru trimanozy, kter¢ jsou ligandy galektinu-1[21,26]. U neinfikovaného
organismu se galektin-1 vaze na glykany na receptoru CD4, a brani tak v autoreaktivité¢ T-
lymfocytl. U organismu infikovaného HIV-1 tvofi galektin-1 mustky mezi ligandem gp120 a
CD4 receptorem, ¢imz urychluje infekci T-lymfocytt virem HIV-1 [27].

Nejvice prozkoumanym galektinem, co se ty¢e nadorovych onemocnéni, je galektin-3.
Vyskytuje se u pacientli s nddory riiznych organti, naptiklad jater, zaludku, §titné Zlazy, nervové
soustavy, vajecnikil a varlat [28]. Galektin-3 ma rtizné potencialni mechanismy pusobeni, které
se zdaji byt zavislé na typu rakoviny. Mize podporovat tvorbu metastdz aktivaci signalnich
drah Ras, tak je tomu v piipad¢ pankreatickém karcinomu. Zatimco u leukémie stabilizaci

antiapoptotickych proteint Bel-2 inhibuje bunéénou smrt leukemickych bunék [29].

1.2.  Galektin-4
1.2.1.  Struktura galektinu-4

Galektin-4 patii do skupiny tandemovych galektin. Obsahuje dvé odlisné homologni
CRD domény: CRD1 (N-terminalni, galektin-4N) a CRD2 (C-terminalni, galektin-4C), které
maji molekulovou hmotnost 16—-17 kDa. CRD domény jsou slozeny ze 150 (Gal-4N) a 145
(Gal-4C) aminokyselinovych zbytkl, které sdileji 40% sekvencni identitu. Domény jsou
spojeny peptidovym linkerem, ktery je sloZzen z 29 zbytkl a je bohaty na prolin a glycin [30].

Ob¢ podjednotky se vazou s velkou afinitou na sulfatované oligosacharidy. Umisténi
sulfatové skupiny na molekule ligandu je kli¢ové pro rozpoznani galektinem-4. Obé CRD
napiiklad upfednostiiuji 3'-O- a 6-O-sulfataci laktosy a N-acetyllaktosaminu (LacNAc).
S galaktosou ztraci vazebnou afinitu, pokud sulfat blokuje hydroxylovou skupinu na uhliku
C6’, jako je tomu v piipadé Gal(6-SO3")B4GlcNAc(6-SO53"). Afinita Gal-4C (Kp = 2,0 x 106
mol/l) k disacharidu Gal(3-SO37)B3GalNAcal-O-benzyl byla vyssi nez afinita Gal-4N (Kp =
2,3 x 10° mol/l), galektin-4C také vykazoval vys§i afinitu k 3-O-sulfatovanym
glykosfingolipidim neZ galektin-4N. Prostfednictvim cilené mutageneze bylo zjisténo, Ze
arginin (Arg45) N-termindalni podjednotky je zodpovédny za rozpoznavani sulfatu, zatimco u
C-terminalni podjednotky jesté nebyla identifikovana aminokyselina, ktera pfimo interaguje se

sulfatovymi skupinami ligandt [31]. Strukturni charakterizace galektinu-4C vdzané¢ho na
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laktosu-3’-sulfat ukazala, Ze vznika prechodna interakce mezi sulfatovou skupinou a
konzervovanym zbytkem Trp256, kterd by mohla vznikly komplex stabilizovat, ale zadna dalsi
pfima interakce mezi galektinem-4C a sulfatovou skupinou nebyla pozorovéna [32].

Kromé¢ sulfatovanych oligosacharidit ma galektin-4 vysokou afinitu k sacharidovym
antigentim krevnich skupin A a B, pficemz lidsky galektin-4C vykazuje vyssi vazebnou afinitu
k sacharidim typu A, B a H nez galektin-4N [33]. Pomoci mutageneze bylo odhaleno, ze za
snizenou schopnost vazat antigeny krevnich skupin A a B muze byt zodpovédny
nekonzervovany zbytek fenylalaninu Phe47. Konkrétné by za to mohla jeho objemnost - kdyz
byl mutaci nahrazen za Ala47 (¢imZz se stal podobné&jsi galektinu-4C), jeho afinita viici
tetrasacharidu A vzrostla, zatimco u mutace Phe47Gln nevzrostla [34,35]. Studie molekulové
dynamiky a méfeni afinity se shoduji v tom, ze mezi galektinem-4C a linearni Casti
tetrasacharidu A (Gala3GalB4Glc) dochazi k tésnym interakcim, protoze byla pozorovana fada
vodikovych vazeb zahrnujicich zbytky Trp256, Ser220 a Asn238. Simulace molekuldrni
dynamiky naznacuji, ze galektin-4C by m¢l mit vyssi afinitu k sacharidim typu A ve srovnani
se sacharidy typu B v dusledku dodate¢nych interakci mezi zbytkem Ser220 a N-acetylovou

skupinou N-acetylgalaktosaminu tetrasacharidu A [32].

15



Obrazek 2. Analyza molekulové dynamiky (MD) interakci mezi galektinem-4C a sacharidy krevnich skupin
A a B (pfevzato z [32]). (A) Interakce galektinu-4C s tetrasacharidem A, (B) interakce galektinu-4C
s tetrasacharidem B. Galektin-4C je vyobrazen zelené, atomy uhliku jsou vyobrazeny jako Zluté ty¢inky,
atomy dusiku jako modré tyCinky, atomy kysliku jako Cervené ty¢inky, zbytky aminokyselin jako zelené

ty€inky a vodikové mustky jako pferuSovana cerna cara.

NejvyraznéjSim rozdilem mezi vazebnymi vlastnostmi podjednotek galektinu-4 je
schopnost Gal-4N vézat cholesterol-3-sulfat, zatimco Gal-4C této vazby schopen neni. Za tuto

interakci je u Gal-4N opét zodpoveédny Arg45 [36].

1.2.2.  Funkce galektinu-4 v organismech

Galektin-4 je priméarné exprimovan v gastrointestinalnim traktu a bylo prokazano, ze zde
hraje nékolik fyziologickych roli. Uéastni se apikalniho transportu v epitelidlnich buiikach nebo
podporuje hojeni ran ve stievnim epitelu. Déle je soucasti adaptivni imunitni odpovédi a hraje
n¢kolik roli i v centralnim nervovém systému.
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Apikalni transport je proces, pii kterém jsou nove syntetizované proteiny transportovany
z Golgiho aparatu na apikalni povrch epitelialnich bun¢k, kde jsou uvoliiovany do lumen stfeva.
Umlceni exprese galektinu-4 v bunkdch HT-29 ukézalo, ze nedochéazi k transportu
glykoproteini na apikdlni membranu a misto toho se abnormélné akumuluji uvnitt téchto
bun¢k. Prikladem téchto glykoproteini jsou dipeptidylpeptidaza IV  (DPP-IV),
karcinoembryondlni antigen (CEA) a mucin-1 (MUC1) [37]. Spravné tfidéni proteind je klicové
pro efektivni apikdlni pfenos a existuje n¢kolik tfidicich mechanismt, které sméruji proteiny
na apikalni povrch. Jeden takovy tfidici mechanismus zprosttedkovavaji komplexni N-glykany,
které zajist'uji apikalni pfenos MUCI v buitkdch HT-29 zavisly na galektinu-4 [38].

Bakterie mohou vytvaret na svém povrchu fadu antigennich struktur na bazi glykanti a
n¢které z nich mohou mit vlastnosti antigenti krevnich skupin. Antigen 086, ktery je vystaven
na povrchu nékterych kment E. coli, dokéze indukovat tvorbu vyznamnych protilatek krevni
skupiny B u dfive neexponovanych jedincti. Galektin-4 ma baktericidni aktivitu proti kmeniim
E. coli, které exprimuji antigen O86. Tato aktivita neni nijak zavisla na tvorbé komplementu a
povazuje se za slozku adaptivni imunity. Galektin-4 se mize specificky vazat pomoci své C-
terminalni domény na antigen O86 na povrchu E. coli, a tim drasticky zménit integritu
membrany a motilitu bakterii, coz nasledné vede k bunééné smrti [39].

V centralnim nervovém systému (CNS) se galektin-4 podili na nékolika procesech.
Mpyelinizace axonll v centralnim nervovém systému je proces, pii kterém specializované buiky
zvané oligodendrocyty (OLG) obaluji vrstvy myelinu kolem axonli neuront. Myelin je
membrana s vysokym obsahem lipidd, kterd tvoii kolem axonu izola¢ni obal, jenZ poméaha
urychlit pfenos elektrickych signalt podél axonu. Galektin-4 podporuje shlukovani axonalnich
glykoproteini NCAM L1, které vede k ristu axonu [40]. Shlukovéani je zprostfedkované
vazbou C-termindlni podjednotky na N-acetyllaktosamin na vétvich N-glykant glykoproteinu
NCAM L1 a soucasnou vazbou N-termindlni podjednotky na sulfatid (3-O-
sulfogalactosylceramid, SM4) zakotveny v membrané. Blokovani syntézy sulfatidu pisobenim
chlore¢nanu sodného snizuje celkovy vyskyt NCAM L1 a jeho shlukt. To vede ke snizené
expresi galektinu-4 a nakonec ke zpomaleni ristu axonu [41]. Galektin-4 je exprimovan a
uvolilovan nemyelizovanymi neurony; navazanim na povrchové receptory premyelinizac¢nich

OLG by mohl galektin-4 ¢aste¢né podporovat dediferenciaci a proliferaci OLG [42].
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Obrazek 3. Role galektinu-4 v hipokampalnim neuronu znazornéna na schématech (vlevo) a
mikrofotografiich (vpravo). Gal-4 muze strukturné organizovat mikrodomény pro polarizovany transport
glykoproteini vazbou na dva riizné typy receptoru, sulfatid a N-glykany NCAM L1. Blokovani syntézy sulfatidu

chlore¢nanem sodnym zhor$uje smérovani glykoproteinu a také riist axont (upraveno a pievzato [41]).

1.2.3.  Galektin-4 u lidi s nadorovym onemocnénim a idiopatickymi strevnimi zanéty

Tkan€ kolorektalni rakoviny (CRC, zangl. colorectal cancer) exprimuji méné
galektinu-4 v porovnani se zdravymi tkanémi tlustého stfeva a praveé nizsi exprese galektinu-4
podporuje progresi nadoru a metastaz. Bylo zjiSténo, Ze galektin-4 inhibuje tumorigenezi bunck
CRC prostiednictvim signalni drahy Wnt/pB-katenin a signalni drahy IL-6/NF-«B/STAT3.
Draha Wnt/B-kateninu je kritickou signalni drahou, kterd hraje klicovou roli ve vyvoji CRC.
Bylo prokazano, ze aktivace této drahy podporuje rust a proliferaci bunék CRC. Ukazalo se, ze
galektin-4 inhibuje Wnt/B-katenin drahu vazbou na B-katenin a indukci jeho degradace, coz
zabrafiuje jeho translokaci do jadra a nasledné aktivaci cilovych gentt Wnt. Zabranénim
aktivace Wnt gent dojde ke sniZeni exprese cyklinu D1, zvySeni exprese p21 a p15 a inhibici
proliferace, migrace a motility bunék CRC [43]. Draha IL-6/NF-KB/STATS3 je dalsi dilezitou
signalni drdhou CRC, u které je Casto narusena regulace. Galektin-4 inhibuje tuto drahu
potlacenim exprese IL-6, coz soucasné inhibuje aktivaci nuklearniho faktoru-kappa B (NF-kB)
a signalniho pfevodniku a aktivatoru transkripce 3 (STAT3) v CRC. Potla¢enim signélni drahy
IL-6/NF-«B/STAT3 by byla snizena mira exprese vaskularniho endotelidlniho rtstového
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faktoru (VEGF), cyklooxygendzy-2 (COX-2) a dalSich gent podilejicich se na tumorigenezi,
¢imz by se inhibovala progrese nadoru [44].

Idiopatické stfevni zanéty (IBD, z angl. inflammatory bowel disease) je skupina
chronickych onemocnéni, kterd zpiisobuji zanét v travicim traktu. Dva hlavni typy IBD jsou
Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, které sdileji nékteré podobné ptiznaky, jako je prijem,
bolest bficha a ztrata hmotnosti. Pfesna pticina IBD neni zcela objasnéna, ale predpoklada se,
ze jde o komplexni souhru genetickych, environmentalnich a imunologickych faktorti a ze IBD
je vysledkem abnormalni imunitni reakce na télu ptirozené bakterie a jiné mikroorganismy,
které obyvaji travici trakt, coz vede k chronickému zanétu a poskozeni tkan¢ [45,46].

Crohnova nemoc i ulcerdzni kolitida souvisi s aktivaci zanétlivych pamétovych CD4+
T-lymfocytli v zaniceném gastrointestindlnim traktu. Galektin-4 mze mit dvoji efekt na prub¢h
sttevniho zanétu. Galektin-4 muize pfimo interagovat s CD4+ T-lymfocyty vazbou na
imunologickou synapsi, kterd je nespecifickym aktivatorem signaliza¢ni kaskady lipidového
raftu asociovaného s proteinkindzou C izoformy 6 (PKCO). Aktivaci drahy spojené¢ s PKCO
stimuluje galektin-4 produkci interleukinu 6 (IL-6). IL-6 je zanétlivy cytokin, ktery muze
zhorSovat stievni zadnét v pfitomnosti narusené slizni¢ni bariéry nebo pfi poranéni sliznice.
Nebylo vSak dosud zjisténo, ktery receptor stievnich CD4+ T-lymfocytl se specificky vaze s
galektinem-4. Bylo potvrzeno, Ze IL-6 zvySuje expresi B-bunéné¢ho lymfomu-2 (Bcl-2) a B-
bunééného lymfomu Bcl-x1 prostiednictvim aktivace signalni drahy STAT3, ¢imz inhibuje
apoptozu CD4+ T-lymfocyti, ktera nasledné vede k rozvoji IBD. V jiném piipadé bylo ale
prokéazano, Ze by galektin-4 mohl indukovat apoptdzu T-lymfocyth vazbou na CD3 epitop na
povrchu T-lymfocytd. Navazani galektinu-4 na tento epitop podporuje apoptézu T-lymfocyth
zpusobem zavislym na kalpainu a snizuje sekreci cytokinti véetné 1L-6, IL-8, IL-10 a IL-17,
coz naopak zanét zmiriiuje. Na zéklad¢ existujicich dat miZzeme dojit k zavéru, Ze galektin-4
muze zhorsit sttevni zanét, nebo ho mlZe 1 zmirnit. Pro zjiSténi ultimatni role galektinu-4 pfi

sttevnich zanétech jsou tedy zapotiebi dalsi studie [30].
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Obrazek 4. Odlisny molekularni mechanismus galektinu-4 p¥i idiopatickych stirevnich zanétech (pfevzato a
upraveno z [30]).

(A) Zhorseni zanétu
(B) Zmirnéni zanétu

Adheze Sificich se nddorovych bun€k na endotel krevnich cév je kli€ovym krokem
v tvorb€ metastdz. Méfenim hladiny galektinu-4 v séru pacientll s rakovinou a naslednym
porovndnim se sérem zdravych lidi mizeme pochopit vliv galektinu-4 na adhezi rakovinnych
bunék na endotel. U pacientl s rakovinou tlustého stfeva a rakovinou prsu, predev§im u téch
s metastazami, byly hladiny galektinu-4 v séru az 31-krat vySsi oproti séru zdravych pacienti.
[47] V jiné studii autofi naméftili vyssi koncentraci (648 pg/ml) u pacientek s rakovinou délohy
nez v séru zen s normalni cytologii (382 pg/ml). Tyto udaje naznacuji, Ze by galektin-4 mohl

byt potencionalni biomarker urcitych typt rakoviny [48].
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1.3.  Prirozené a syntetické inhibitory galektinu

Galektiny hraji dulezitou roli v mnoha biologickych procesech a jsou zapojeny do
patogeneze mnoha onemocnéni. Studiem galektinovych inhibitorii mizeme 1épe porozumét
specifickym rolim, které galektiny hraji v téchto procesech, a identifikovat je jako potencidlni
terapeutické cile. Nejvice informaci médme o inhibitorech galektinu-3, jelikoz byl zatim
nejrozsahleji studovan.

Oblibenym polysacharidovym inhibitorem piirodniho piivodu, zvlasté pro galektin-3, je
naptiklad modifikovany citrusovy pektin (MCP, z angl. modified citrus pectin). MCP se vyrabi
z citrusového pektinu tpravami pH a teploty, které jej $t€pi na kratsi, nerozvétvené sacharidové
fetézce bohaté na galaktosu. MCP se pevné vaze na CRD doménu galektinu-3 a tim moduluje
jeho biologickou aktivitu. Ve studii zabyvajici se u¢inky MCP na iniciaci ateroskler6zy bylo
prokéazano, Zze MCP muzZe snizit velikost aterosklerotické 1éze inhibici adheze leukocyti na
endotelialni bunky [49].

Castym strukturnim a biosyntetickym cilem pro vyvoj 1éki proti tuberkuldze je
arabinogalaktan. Jedna se o polysacharid vyskytujici se mnoha rostlinach, ale nejcastéji je
ziskavan extrakci z odStépklt modiinu zapadniho. Arabinogalaktan je u mykobakterii
virulentnim faktorem. Vazba galektinu-9 na mykobakteridlni arabinogalaktan spousti
matrixové metaloproteindzy prosttednictvim signalizace TAK1-ERK (transformujici ristovy
faktor B-aktivovana kinaza 1 - kinaza regulovand extracelularnim signalem), ktera podporuje
mykobakteridlni infekci a zvySuje poSkozeni plic [50].

Byly také vyvinuty syntetické inhibitory galektind. Patfi mezi né malé molekuly, jako
jsou TD139 a GR-MD-02, které inhibuji galektin-3, nebo OTX008 a SB1578, které inhibuji
galektin-1. TD139, thiodigalaktosidovy inhibitor vyvinuty spole¢nosti Galecto Biotech jako
potencialni 1é¢ivo pro idiopatickou plicni fibrézu, je nejpokrocilej§im nizkomolekuldrnim
inhibitorem galektinu-3 v klinickych studiich. Galektin-3 hraje vyznamnou roli ve vyvoji a
progresi plicni fibrozy [51]. Aktivace makrofagli a myofibroblastii, dvou zakladnich typt bunék
pfi organové fibroze, je zavisla na galektinu-3. ZruSeni exprese galektinu-3 u zvifecich modelt
nebo jeho farmakologickd blokada pomoci inhibitori vede k dramatickému sniZeni nebo
dokonce prevenci fibrézy. TD139 je aplikovan inhala¢n€, coz umoziuje pifimé zacileni na
fibrotickou tkan v plicich a zarovenn minimalizuje systémovou expozici [52].

Nealkoholickd steatohepatitida (NASH, zangl. non-alcoholic steatohepatitis) a
naslednéd fibroza jater je zdvaznym zdravotnim problémem bez schvélené farmakoterapie.

Galektin-3 se podili na progresi onemocnéni NASH a ackoli jeho role neni pfesné zndma, jeho
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inhibice zabranuje progresi fibrézy. Belapektin (GR-MD-02) je galaktoarabino-
rhamnogalakturonanovy polysacharid obsahujici kyselinu galakturonovou, galaktosu,
arabinosu, thamnos a mensi mnozstvi jinych cukri. Strukturalni studie ukazaly, ze belapektin
se vaze na galektin-1 a galektin-3, ale ma vétsi vazebnou afinitu ke galektinu-3. Vysledky 2.
faze klinické studie ukazaly statisticky a klinicky vyznamné ucinky u pacienti s cirh6zou
NASH bez jicnovych varixi 1éCenych belapektinem. Zaroven ma belapektin nizkou miru
toxicity, protoze sacharidy jsou metabolizovany na netoxické slouceniny na rozdil od jinych
1€kt které maji toxické metabolity [53].

Galektin-1 je nadmérné exprimovan v nddorovych bunkach a endotelidlnich buitkach
spojenych s nddorem a je Siroce zapojen do angiogeneze, motility a invaze rakovinnych bunék
a jejich uniku imunitnimu systému. OTX008 je derivat kalixarenu navrzeny tak, aby vazal
galektin-1 amfipatickou konformaci -listu. OTX008 prokazal antiproliferativni a antiinvazivni
vlastnosti u n¢kolika rakovinnych bunéénych linii vcetné linii rakoviny tlustého stfeva, prsu,
hlavy a krku a prostaty. Zaroven vykazoval vyznamné protirakovinné Gcinky in vitro i in vivo

u linii karcinomu §titné zlazy exprimujicich galektin-1 [54].

1.4.  Metody stanoveni vazby galektinu a ligandu

Metody stanoveni vazby galektinu a ligandu je mozné rozd¢lit do tii kategorii: metody,
kde je jeden z vazebnych partnerd imobilizovany (ELISA, povrchova plasmonova resonance
SPR, interferometrie na biovrstvé BLI), metody, kdy jsou galektin i1 ligand v roztoku
(fluorescencni polarizace FP, izotermalni titra¢ni kalorimetrie ITC), nebo metody zaloZené na
zkoumani struktury komplexu galektin-ligand (nukledrni magnetickd rezonance NMR,
rentgenova krystalografie) [55].

Kompetitivni ELISA (cELISA, z angl. Competitive Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) je jednou z fady variant imunochemické metody ELISA, vSechny jsou vSak zaloZeny na
podobném principu reakce antigenu s protilatkou. Povrch jamek mikrotitracni desticky je
nejprve potazen kompetitivnim ligandem (napf. asialofetuinem; ASF na obrazku 5). Ligand v
roztoku (napf. testovany sacharidovy inhibitor) soutézi simobilizovanym kompetitivnim
ligandem o vazbu na antigen v roztoku (napt. galektin-4; Gal-4 na obrazku 5). Antigen
navazany na imobilizovany ligand detekujeme spektrofotometricky pomoci protilatky, napft.
konjugované s kienovou peroxidasou (HRP, z angl. horseradish peroxidase), ktera reaguje se

substratem TMB za vzniku modrého produktu. Tato enzymova reakce je zastavena pfidanim
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kyseliny chlorovodikové za vzniku zlutého produktu. U metody ELISA je nutné po kazdém
kroku promyvat jamky mikrotitracni desticky, aby byly detekovany pouze antigeny navazané
do jamky a antigeny inhibované ligandy byly odmyty. Méfeni je analyzovano
spektrofotometricky, ¢im vice bude tedy antigen inhibovan ligandem, tim mén¢ bude vznikat
zlutého zabarveni a tim mensi bude namétend hodnota absorbance. Vyhodnotime-li naméfené
hodnoty nelinearni regresi, ziskdme zavislost absorbance na logaritmu koncentrace testovanych
ligandt a tim i hodnotu ICso, kde hodnota ICso znac¢i koncentraci ligandu, pfi které je inhibovano
praveé 50 % antigenu (Gal-4) [66].

Piimé& ELISA (dELISA, z angl. Direct Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je tou
nejjednodussi variantou imunochemickych metod ELISA. Postup je obdobny jako u
kompetetivni metody ELISA, avSak do roztoku nepfiddvame ligand (napf. testovany
sacharidovy inhibitor); vSechen antigen (napf. galektin-4; Gal-4 na obrazku 5) se tedy vaze
na imobilizovany kompetitivni ligand. Analogicky jako u kompetetivni metody detekujeme
antigen na imobilizovany ligand spektrofotometricky pomoci protilatky, napt. konjugované
s ktenovou peroxidasou (HRP, z angl. horseradish peroxidase), kterd reaguje se substratem
TMB za vzniku modrého produktu. Enzymovou reakci zastavujeme piidanim kyseliny
chlorovodikové za vzniku Zlutého produktu. Méfeni je analyzovéano spektrofotometricky: ¢im
vice antigenu je navazano na imobilizovany ligand, tim intenzivnéj$i je Zluté zabarveni, coz
odpovidd vyS§im hodnotam absorbance. Vysledné hodnoty jsou vyhodnoceny pomoci
nelinearni regrese, coz nam poskytuje zavislost absorbance na logaritmu koncentrace antigenu.
Tim ziskdme hodnotu Kp, tedy zdanlivou disocia¢ni konstantu, kterd charakterizuje afinitu

antigenu k imobilizovanému ligand [56].
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Obrazek 5. Schéma metody ELISA (pfevzato a pickresleno z [57]). (A) schéma piimé metody ELISA, (B)
schéma kompetitivni metody ELISA.

Povrchova plasmonova resonance (SPR, z angl. surface plasmon resonance) je opticka
analytick4d metoda, kterou lze monitorovat biomolekularni interakce mezi mobilnim ligandem
a molekulou imobilizovanou na biosenzoru (napf. galektinem) v realném ¢ase. Mobilni ligand
nepietrzité proudi ptes povrch biosenzoru, kde se vaze na imobilizovany galektin. Polarizované
svétlo dopadajici na elektricky vodivy povrch na rozhrani mezi dvéma médii generuje
evanescentni viny excitovanych elektrond zvané plasmony. Tyto plasmony snizuji intenzitu
odrazeného svétla pod specifickym tthlem znamym jako rezonan¢ni thel. Vazba mezi ligandem
a galektinem se méfi jako zména v rezonancnich jednotkach (RU) na povrchu biosenzoru.
Méfenim nartstu vazby v Case pro danou koncentraci ligandu se ziska asociacni rychlost,
pferuSeni toku mobilniho ligandu a zména na samotny pufr pak umoziuje interakci ligandu
zru$it. Méfenim poklesu mnozstvi navdzaného ligandu v pribéhu casu ziskame rychlost
disociace ligandu. Afinita ligandu ke galektinu se vypocita z kinetickych asociacnich a

disocia¢nich rychlosti pro n€kolik riiznych koncentraci ligandu [58—60].
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Obrazek 6. Schéma metody SPR (pfevzato a upraveno z [61]).

Pomoci opticko-analytické metody interferometrie na biovrstvé BLI (z angl. biolayer
interferometry) mizeme mé&fit biomolekularni interakce v realném case. BLI spociva
v interferenci bilého svétla odrazeného od dvou povrchil, vrstvy imobilizovaného proteinu na
povrchu senzoru a vnitini referen¢ni vrstvy. Ponofime-li senzor do roztoku analytu, vazba mezi
analytem a imobilizovanym proteinem zvysi tlouStku optické vrstvy, coZ zplisobi posun vlnové
délky. Hlavni vyhodou této metody je, Ze interakce jsou taktéZ méfeny v redlném cCase, diky

¢emuz miiZzeme monitorovat vazebnou specifitu a rychlost asociace a disociace [62].
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Obrazek 7. Schéma metody BLI (pfevzato a upraveno z [62]).

Dalsi z metod, kterou lze také vyuzit pro studium vazebné afinity galektinti k ligandim,
je fluorescenéni polarizace (FP, z angl. fluorescence polarization). Principem metody je
excitace fluorescencné znac¢eného sacharidu polarizovanym svétlem a méteni miry polarizace
zbyvajici v emitovaném svétle. Tato zbyvajici polarizace klesd ve vztahu k pohybu
fluorescen¢ni sondy (fluorescencné znaceného sacharidu), jinak fe€eno touto metodou mefime
rychlost rotace fluorescenéni sondy. Rychlost rotace samotné fluorescencni sondy je vysoka a
vede k depolarizaci emitovaného svétla, tedy mira polarizace zbyvajici v emitovaném svétle je
nizka. Navazanim fluorescencni sondy na protein, jako je galektin, snizujeme rychlost rotace a
emitované svétlo ziistava polarizované, tedy mira polarizace zbyvajici v emitovaném svétle je
vyssi [63].

Izotermélni titraéni kalorimetrie (ITC, zangl. isothermal titration calorimetry)
zaznamenava uvolnéné nebo spotiebované teplo béhem bimolekulédrni interakce ligandu
s proteinem za konstantni teploty. Tato metoda funguje na zédkladnim principu termodynamiky,
kde se pfi kontaktu dvou molekul bud’ teplo absorbuje, nebo tvofi v zavislosti na typu vazby;
reakce je tedy bud’ exotermickd, nebo endotermickd. Umoziluje stanoveni termodynamickych

parametrl (AG, AS, AH), afinitnich konstant (Kp) a stechiometrickych hodnot souvisejicich s
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vazbou (n). Pfistroj obsahuje dvé méfici cely, jedna obsahuje protein, zatimco druhd je
referenéni a obsahuje pouze rozpoustédlo. Do prvni cely obsahujici protein je postupné
vstiikovan ligand o zndmé koncentraci, coZ ma za nasledek bud’ uvolnéni nebo spotiebu tepla
a zvySeni nebo snizeni teploty v okolni kapaling. Ptistroj vSak udrzuje stejnou teplotu obou cel
a meti energii potiebnou k udrzeni tohoto stavu. Termogramy jsou tvofeny vynesenim energie
[J] potiebné k udrzeni teploty proti ¢asu [s] [64].

Zakladnim principem nuklearni magnetické rezonance (NMR, z angl. nuclear magnetic
resonance) je, ze konkrétni atomova jadra maji spin a jsou energeticky nabita. Pokud je
aplikovéno vnéj$i magnetické pole, je mozny pienos energie mezi zdkladni energii na vyssi
energetickou hladinu. Pfenos energie probihd na vinové délce, ktera odpovida radiovym
frekvencim, a kdyz se spin vrati na svou zakladni uroven, je energie emitovana na stejné
frekvenci. Signal, ktery odpovida tomuto pfenosu, je méfen mnoha zpiisoby a zpracovavan za
ucelem ziskani NMR spektra pro ptislusné jadro [65]. Pomoci NMR lze detekovat interakci
atom, které jsou blizko sebe nebo sdileji jednu vazbu, a Ize tak urcit i interakci mezi lektiny a
ligandy. Aby bylo mozné zkoumat komplexy galektin-ligand a vliv vazby na proteinovou
strukturu, je nutné rekombinantni galektiny znacené '*C a nebo N produkovat v izotopové
obohaceném médiu. Lze tak odhalit specifické interagujici atomy a také informace o sekundérni
struktufe galektinu jako jsou a-helixy, B-vlakna a dalsi strukturni motivy. Diky této metod¢€ by
mohlo byt mozné objasnit, jestli se lektiny objevuji v monomerni nebo oligomerni formé nebo
v jaké koncentraci se oligomerni forma vyskytuje [55].

Pomoci rentgenové krystalografie lze stanovit atomovou a molekuldrni strukturu
krystalu. Krystalové atomy zpisobuji difrakci paprsku rentgenového zafeni do mnoha
specifickych smérii, méfenim uhll a intenzit téchto difraktovanych paprski l1ze vytvotit 3D
obraz hustoty elektronil v krystalu. Faktorti ovliviiujicich krystalizaci proteini je mnoho, napf.
koncentrace proteinu, teplota, pH a Cistota proteinu. Mezi vyhody rentgenové krystalografie
patii jeji vysoké rozliSeni, které umoziuje detailni analyzu molekularni struktury, a jeji
schopnost poskytnout velké mnozstvi informaci o chemickych vazbach v molekule. Mezi
nevyhody patii samotna krystalizace, ktera mtze byt pro n¢které molekuly velmi obtizna. Dale
je rentgenova krystalografie omezena na studium statickych struktur a nemtize zachytit

dynamické pohyby molekul v roztoku [66].
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2. Cile prace

e exprese lidského galektinu-4 z plasmidu pfipraveného v laboratoti v Escherichia coli a

jeho purifikace afinitni chromatografii

e optimalizace imunochemického stanoveni ELISA pro méfeni vazebné afinity

galektinu-4 k sacharidovym ligandiim

stanoveni afinity galektinu-4 k vybranym sacharidovym ligandiim a diskuze ziskanych

vysledka
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3. Experimentalni ¢ast
3.1.  Pouzité pristroje a material
3.1.1.  Seznam pouzitych chemikalii
e akrylamid (VWR Chemicals, Ceska republika)
e asialofetuin; ASF (Sigma Aldrich, USA)
e Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
e bromfenolova modi (Serva, Némecko)
o Coomasie Brilliant Blue (USB Corporation, USA)
e destilovana a ultracistd voda (filtracni zafizeni WATREX)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceské republika)
e dihydrogenfosfore¢nan sodny mohohydrat (Carl Roth, Némecko)
e dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)
e dodecylsulfat sodny; SDS (Serva, Némecko)
e FE. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (Novagen, USA)
e cthanol (VWR Chemicals, Ceska republika)
e fenylmethylsulfonylfluorid; PMSF (Roche, Svycarsko)
e glycerol dvakrét destilovany 99,5% (VWR Chemicals, Ceska republika)
¢ hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
e hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid; IPTG (Sigma Aldrich, USA)
e kyselina ethylendiamintetraoctovd; EDTA (Carl Roth, Némecko)

e Mysi monoklonalni protilatka anti-Hise-peroxidasa, fedéni 1:1000 v PBS pufru,
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e (Roche Diagnostics, Svycarsko)

e nizkomolekuldrni proteinovy standard— Amersham LMW Calibration Kit for SDS
Electrophoresis (GE Healthcare, Velka Britanie)

e plasmidy pET28a-Gal4, pET28a-Gal4NL, pET28a-Gal4CL s rezistenci na
kanamycin nesouci gen lidského galektinu-4 nebo jeho samostatnych podjednotek

(k dispozici na skolicim pracovisti)
e substrat TMB One; 3,3',5 .5 '-tetramethylbenzidin (Kem-En-Tec, Dansko)
e tetramethylenethylendiamin; TEMED (Sigma-Aldrich, USA)
o tris-Cl (Sigma-Aldrich, USA)
e trypton (Oxoid, Ceska republika)

e Tween® 20 (ITW Reagents, Spanélsko)

3.1.2.  Seznam pouzitych roztoku a médii

e Polyakrylamidova gelova elektroforéza za ptitomnosti dodecylsiranu sodného

(SDS-PAGE; 12% gel)

o Separacni gel: 1,6 ml H20; 2,0 ml 30% akrylamid mix (29% akrylamid,
1% N,N’-methylenbisakrylamid); 1,3 ml Tris-Cl (1,5 M, pH 8.8); 0,05 ml
10% SDS; 0,05 ml 10% (NH4)2S20s; 0,002 ml TEMED

o Zaostfovaci gel: 3,4 ml H>0; 0,83 ml 30% akrylamid mix (29% akrylamid,
1% N,N’-methylenbisakrylamid); 0,63 ml Tris-ClI (1,0 M, pH 6,8); 0,05 ml
10% SDS; 0,05 ml 10% (NH4)2S20s; 0,005 ml TEMED

o 5xkoncentrovany vzorkovy pufr (5 ml): 0,151 g Tris-Cl; 0,3855 g DTT;
0,5 g SDS; 0,025 g bromfenolova modi; 1,25 ml glycerol

o 5xelektrodovy pufr (11): 5 g SDS; 15 g Tris-Cl; 94 g glycin
e 3 mol/l HCIL: 66 ml HCI; 186 ml ultracisté H,O

e Blokovaci roztok: 2% BSA v PBS pufru (Sigma-Aldrich, USA)
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e Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% ethanol; 8,5%

kyselina fosforecna v destilované vodé

e Barvici roztok na gely (100 ml): 0,25 g Coomasie Brilliant Blue R250; 45 ml
methanol; 45 ml H>O; 10 ml 99% kyselina octova

e Ekvilibracni pufr pro purifikaci Gal-4: 20 mM Na;HPO4; 500 mM NaCl; 20 mM
imidazol (pH 7,4)

e Elucni pufr pro purifikaci Gal-4: 20 mM NaxHPO4; 500 mM NacCl; 500 mM
imidazol (pH 7,4)

e Fosfore¢nanovy pufr - 16 ml 0,2 M NaH,POy4, 84 ml 0,2 M Na,HPO4, 100 ml
ultracisté vody (pH 7,5)

e LB médium (Luria-Bertani; 100 ml): 1 g trypton; 0,5 g kvasni¢ny extrakt; 1 g
NaCl

e [BA médium (Luria-Bertani agar; 100 ml): 1 g trypton; 0,5 g kvasni¢ny extrakt; 1
g NaCl; 2 g agarosa

e Odbarvovaci roztok na gely (1 1): 350 ml ethanol; 100 ml kyselina octova; 550 ml
H>O

e PBS (fosfatovy pufr; pH 7,5): 8,76 g 0,15 M NacCl; 6,9 g 0,05 M NaH>PO4-H>O v
1000 ml ultracisté H,O

e Promyvaci roztok PBST: 0,05% Tween® 20 v PBS

e TB médium (angl. Terrific Broth, 1000 ml): 24 g kvasni¢ny extrakt; 20 g trypton;
4 ml glycerol; 17 mM KH2POg4; 72 mM K;HPO4

3.1.3.  Seznam pouzitych pristrojii

e NGC Chromatography Systems (Bio-Rad Laboratories, USA)

e Aparatura na SDS polyakrylamidovou elektroforézu (BioRad, USA)
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Centrifugy: Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, USA), Eppendorf Centri
fuge 5804 R (Eppendorf, USA), Sorvall RC 6 Plus Centrifuge (Thermo Scientific, USA),
Universal 320 R (Hettich, Némecko)

Desticky na ELISA — F16 Maxisorp NUNC-Imunnomodules (Fisher ThermoScientific,
Dansko)

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)

pH metr pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR)
Purifikacni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)
Sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka Britanie)
Spektrofotometr UV1700 Pharma SPec UVViS (Shimadzu, Némecko)
Termomixér Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)
Ttepacka IKA KS 4000 ic control (Schoeller, Ceska republika)

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

Véhy Precisa 80A200M (Swiss Quality, Svycarsko)

Véha SECURA1241S Secura 1241S (Sartorius AG, Némecko)

Vakuova filtrace (Milford, MA 01757, USA)

Vortex Grantbio (Grant Instruments, Velké Britanie)

Heterologni exprese a purifikace galektinii

3.2.1.  Transformace E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS plasmidem

Nejprve byly pfipraveny misky, prace probihala steriln€ v lamindrnim boxu. Roztok LBA

byl roztaven zahtivanim, byla pfidana antibiotika: 100 pl kanamycinu (50 mg/ml) a 100 pl

chloramfenikolu (34 pg/ml), a agar byl nasledné rozlit do Petriho misek ve vrstvé ptiblizné 1

cm. Misky byly ponechany v laminarnim boxu ke ztuhnuti.

Kryokonzervovana kultura kompetentnich bunék E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (100 ul)

byla pomalu rozmrazovana na ledu spole¢né se zasobnim roztokem plasmidu. Roztok plasmidu
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obsahoval v pfipadé produkce galektinu-4 gen pro expresi galektinu-4 s N-terminalni
histidinovou kotvou, v pfipadé¢ podjednotek s linkerem gen pro expresi galektinu-4CL a
galektinu-4NL s N-termindlni histidinovou kotvou. Genové konstrukty pro expresi podjednotek
byly pfipraveny Ing. Kristynou Slamovou, Ph.D. z ptivodniho plasmidu obsahujiciho gen pro
Gal-4 pomoci metody PCR. N-terminélni podjednotka byla identifikovana jako aminokyseliny
(aa) 1-150 v ramci ptivodniho genu kédujici cely galektin-4, konstrukt pro expresi zahrnoval
sekvenci dalSich 10 aa zbytkl z linkeru, ktery propojuje C-terminalni doménu s N-terminalni
doménou na jejim C-konci. C-terminalni podjednotka byla identifikovana jako aminokyseliny
(aa) 179-323 vramci pivodniho genu kodujiciho cely galektin-4, konstrukt pro expresi
zahrnoval sekvenci dal$ich 10 aa zbytkl z linkeru ktery propojuje N-terminalni doménu s C-
termindlni doménou na jejim N-konci [56].

Po rozmraZeni bunééné suspenze byl sterilné odebran 1 ng DNA a pienesen do 100 pl
bunécné suspenze, obsah zkumavky byl jemné promichan poklepanim. Tato smés byla
inkubovéna 20 minut na ledu. Poté byla smés vlozena do termomixéru na 75 sekund piti 42 °C,
coz zpusobilo tepelny Sok. Nasledné byly bunky zchlazeny na ledu a regenerovany, do smési
byl pfidan 1 ml LB média a smés byla inkubovéna pti 37 °C v termomixéru pii 300 ot./min. po
dobu 1 hodiny. Po regeneraci byly buiniky zakoncentrovany: smés byla centrifugovana 10
sekund na 17 200 x g v mikrocentrifuze, bylo odebrdno 800 ul vrchni ¢asti supernatantu, ve
zbylém mediu byla resuspendovana bunécna peleta. Nakonec bylo 50 pl resuspendovanych
bun¢k naneseno na pfipravenou Petriho misku a diikladné rozetieno. Miska byla inkubovéana

pii 37 °C do druhého dne.
3.2.2.  Exprese galektinu-4 a jeho podjednotek v E. coli

Druhy den rano byly ptipraveny ¢tyii 500 ml Erlenmayerovy banky s 60 ml LB média a
¢tyfi 31 Erlenmayerovy baniky s 600 ml TB média a sterilizovany. Do kazdé banky s LB
médiem bylo ptfidano 60 pl kanamycinu (50 mg/ml) a 60 pl chloramfenikolu (34 ug/ml), dale
byla postupné do kazdé banky zaoCkovéna pravé jedna transformovand kolonie a tyto
prekultury byly nasledné inkubovéany 15-17 hodin pii 37°C a 220 ot./min.

Tteti den bylo sterilné pfidano 600 pl kanamycinu (50 mg/ml) a 600 pl chloramfenikolu
(34 pg/ml) do ban€k s TB médiem a postupné byla do kazdé banky pielita jedna prekultura.
Hlavni kultura byla opét inkubovana pii 37 °C a 110 ot./min., dokud optickd densita kultury
nenabyla pfi 600 nm hodnoty mezi 0,6 a 0,8. Poté byla indukovana exprese galektinti pfidanim
660 pl IPTG (0,5 mol/l) do kazdé banky. Kultury E. coli byly inkubovany pii 37 °C a 140

ot./min. po dobu 24 hodin.
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Bunécné kultury byly centrifugovany pii 4500 x g a 8 °C po dobu 20 minut. Bunécny
pelet byl zvazen a zmrazen na -20 °C. Zmrazeni napomohlo 1yzi bunék. Prace s buitkami
pokracovala dalsi den, kdy byla bunécénd peleta resuspendovéana ve 20 ml vychlazeného
ekvilibra¢niho pufru. Do falkony bylo pfidano 200 pl PMSF kinhibici proteas.
Resuspendovany pelet byl sonikovan Sesti cykly po 1 minuté s 2minutovou pauzou s 52%
amplitudou. Mezi kazdym cyklem byla bunéénd smés promichana. Po sonikaci byl bunécny
lyzat centrifugovan pii 15 000 x g a 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl doplnén na 50 ml

a filtrovan pies 0,8 um filtr, nez byl v dal§im kroku nanesen na kolonu.

3.2.3.  Purifikace galektinu-4 a jeho podjednotek afinitni chromatografii

Purifikace galektinu-4 a jeho podjednotek nesoucich histidinovou kotvu probihala
pomoci metalochelata¢ni chromatografie na koloné¢ HisTrap obsahujici navazané nikelnaté
ionty na bazi Sepharosy.

Po pfipojeni kolony byla kolona promyta nejprve 150 ml filtrované ultracisté vody a
néasledné 150 ml ekvilibraéniho pufru (5 ml-min™!). Po promyti kolony byl nanesen piefiltrovany
lyzat obsahujici galektin-4 (1 ml-min™') a kolona byla promyta 150 ml ekvilibra¢niho pufru (3
ml-min’'), ¢imZ byly vymyty vSechny nespecificky vazané proteiny.

Eluce probihala formou gradientu a to 120 minut od 0 do 100 % elu¢niho pufru pfi
rychlosti 1 ml'min™! u celého galektinu-4. U Gal-4NL a Gal-4CL byl nastaven stejny gradient
jako u Gal-4 pouze do 45 % elu¢niho pufru. Od 45 % byl nastaven novy gradient a to od 45 do
100% elu¢niho pufru za 25 minut rychlosti 1 ml'min’'. Frakce byly sbirany do mikrozkumavek
(2 ml). Pribéh eluce byl analyzovan pomoci UV detektoru pii 280 nm. Frakce, které
absorbovaly pti 280 nm, byly poté analyzovany pomoci SDS elektroforézy (stejny postup jako
v 3.2.4.). Frakce, ve kterych byl pozadovany galektin zfetelné vidét na SDS, byly spojeny, ¢imZz
byla zajisténa maximalni Cistota ziskanych galektint. Takto spojené frakce byly dialyzovany
17 hodin v 7 litrech dialyza¢niho pufru EPBS a poté 6 hodin v 7 litrech dialyza¢niho PBS pufru.
Po dialyze byly roztoky proteini piefiltrovany ptes 0,22 pm filtr.

Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci Bradfordova c¢inidla. Principem této
metody je interakce barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 s aminokyselinami proteinu
(nejvice Arg, His, Lys a Tyr), pfi¢emz se meni barva roztoku z hnédé na modrou [67]. Méfeni
probihalo nésledovné: ke 100 pl vhodné nafedéného roztoku proteinu byl pfidan 1 ml

Bradfordova Cinidla. Tato smés byla promichana a inkubovana po dobu 15 minut pii pokojové
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teploté. Nasledn¢€ byla zmétena absorbance pii 595 nm. Kalibrace Bradfordova ¢inidla byla
provedena pomoci hovéziho sérového albuminu (BSA, z angl. bovine serum albumin), kalibraci
provadél jiny pracovnik laboratofe. Koncentrace proteinii byla vypoctena pomoci vzorce
kalibra¢ni piimky zavislosti absorbance vzorku pii 595 nm na koncentraci BSA. Roztoky

proteinii byly skladovany byly pti 4°C.

3.2.4.  Overeni cistoty galektinu-4 a jeho podjednotek

Cistota galektinu-4 a jeho podjednotek byla stanovena pomoci SDS elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). SDS-PAGE slouzi k separaci proteini na zdkladné jejich molekulové
hmotnosti. Zaporné nabité proteiny migruji ke kladné elektrod¢ (anodé€). Proteiny s mensi
molekulovou hmotnosti migruji rychleji (putuji vétsi vzdalenost na gelu) nez proteiny s vetsi
molekulovou hmotnosti. Po nasledné vizualizaci separovanych proteini je mozné urcit
molekulovou hmotnost vzorkli srovnanim se smési standardti o zndmé molekulové hmotnosti.
Zesitovani gelu zajistuje N,N -methylenbisakrylamid (BIS, bisakrylamid), jehoz koncentrace
se voli podle velikosti proteinti, nizkd koncentrace je vhodna pro separaci proteinli o velké
molekulové hmotnosti, zatimco vysoka koncentrace je vhodna pro separaci proteinli o malé
molekulové hmotnosti [68].

Separacni gel (12%) byl nalit mezi sklicka ociSténad ethanolem upevnéna v aparatufre,
poté byl pfevrstven az po okraj sklicek destilovanou vodou a ponechan ztuhnout v termostatu
pii 35 °C. Po zatuhnuti separa¢niho gelu byla destilované voda slita a na ztuhly separacni gel
byl nalit 5% zaosttovaci gel a do néj vlozen hiebinek. Zaostfovaci gel byl ponechan ztuhnout
pii laboratorni teploté. Diky niz§imu pH zaostfovaciho gelu je glycin kladné nabity, a tlaci tak
na molekuly proteinu v draze gelu. VSechny molekuly proteinu tak maji stejnou vychozi pozici
na startu [68].

Prvnim krokem je denaturace vzorku proteinu, véetné odstranéni disulfidovych mustk,
které zajistuje dithiotreitol (DTT), a jejich obaleni molekulami dodecylsiranu sodného (SDS),
které jim udéli zaporny néboj [68]. Vzorky byly pfipraveny smichdnim proteinu se vzorkovym
pufrem v poméru 1 : 4, byly vloZzeny do termomixéru, kde byly inkubovany 5 minut pii 99 °C
a 350 otackach za minutu. Vzorky byly centrifugovany pii 5500 x g po dobu 30 sekund a teplote
25°C. Vzorky a nizkomolekulovy proteinovy standard (angl. low molecular weight, LMW)
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byly naneseny do drah gelu, do aparatury byl nalit elektrodovy pufr a aparatura byla piipojena
ke zdroji napéti. Separace probihala pfi napéti 130 V.

3.3.  Stanoveni afinity sacharidovych ligandii pomoci kompetitivni metody ELISA

Mikrotitracni desticka s 96 jamkami byla pfipravena den pfed experimentem. Na desticku
bylo naneseno multikanalovou pipetou 50 pl (20 pmol/l) roztoku glykoproteinu asialofetuinu
(ASF) do kazdé jamky, desticka byla ptikryta plastovym krytem a ponechana inkubovat pii
laboratorni teploté do dal$iho dne. Druhy den byla desticka tfikrat promyta 250 pl roztoku PBS
Tween, ¢imz byl odstranén nenavazany ASF. Zbytek tekutiny v jamkéach byl vyklepan do
buni¢iny. Do kazdé jamky bylo napipetovano 250 ul blokovaciho roztoku a desticka byla
ponechéna inkubovat po dobu jedné hodiny. Blokovaci roztok znemoznil nespecifické navazani
dalSich proteind v jamce mikrotitracni desti¢ky. Po jedné hodiné byla desti¢ka znovu ttikrat
promyta 250 pl roztokem PBS Tween. Nasledné byly naneseny pfedem pfipravené vzorky.
V ptipadé kompetitivni metody ELISA bylo nejprve pipetovano 25 pl roztokd inhibitorti o
rtizné koncentraci a poté 25 ul galektinu-4 (5 umol-1'"). V piipadé piimé metody ELISA byl
napipetovan pouze Gal-4, Gal-4NL nebo Gal-4CL a to 50 pl v rostouci koncentraci. Desticka
s nanesenymi vzorky byla ptikryta a inkubovéana po dobu dvou hodin pfi laboratorni teploté. Po
dvou hodinach byla desticka znovu tfikrat promyta 250 ul roztokem PBS Tweenu. Na desticku
bylo naneseno do kazdé jamky 50 ul mysi protilatky, ¢imz byl oznaCen navazany galektin-4
nebo jeho podjednotky vazbou protilatky na histidinovou kotvu. Desti¢ka byla ponechdna
inkubovat po dobu jedné hodiny. Desticka byla naposledy tfikrat promyta 250 pl roztoku PBS
Tween a odnesena do temné mistnosti pro naneseni 50 ul fotosensitivniho substratu TMB One
do kazdé¢ jamky. Substrat reagoval s peroxidasou a vytvofilo se modré zbarveni. Reakce byla
meétena absorbance barevného produktu reakce na pfistroji Magellan Sunrise pii 450 nm.
Maximalni naméfend absorbance nepfesdhla hodnotu 1,000. Naméfené hodnoty byly
vyhodnoceny nelinearni regresi pomoci programu GraphPad Prism, kde byla vynaSena
zavislost absorbance na logaritmu koncentrace testovanych ligandi, a tim byla ziskana hodnota
ICso jako koncentrace ligandu, pfi niz je dosazeno 50% maximalni inhibice vazby galektinu na

imobilizovany ligand.
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4. Vysledky

4.1.  Produkce a purifikace galektinu-4 a jeho podjednotek v E. coli

Pro produkci galektinovych konstrukti obsahujicich N-termindlni histidinovou kotvu
(Gal-4, Gal-4NL, Gal-4CL) byly vyuzity bakterialni bunky E. coli Rosetta 2 (DE3), které byly
transformovany pfisluSnym plasmidem. Ob¢ podjednotky Gal-4 (N-termindlni 1 C-terminalni)
obsahovaly navic 10-aminokyselinovy linker na svych pfislusnych koncich (tento linker
oznacuje pismeno L v pouzité zkratce), ktery v nativnim proteinu propojuje obé podjednotky.
Pfitomnost linkeru se ukézala byt nezbytnou pro zachovéani lektinové aktivity obou
galektinovych podjednotek [56].

Kultivace transformovanych bunék probéhla nejprve ptes noc v LB médiu, poté byla
tato no¢ni prekultura naockovana do TB média. Nasledn¢ byla hlavni kultura kultivovéana po
dobu 2 hodin pro dosazeni dostatecné optické density a byla provedena byla indukce exprese
proteinu pomoci IPTG. Po rozbiti bun¢k sonikaci nasledovala purifikace galektinli afinitni
chromatografii na nosic¢i s imobilizovanymi nikelnatymi ionty (viz kapitola 3.2.3.). Bylo nutné
provést eluci pomoci gradientu, aby bylo dosazeno maximalni Cistoty proteinil. Zaroven jsme
tim dosdhli minimalniho nutného mnozstvi imidazolu v roztocich proteind, coz nam usnadnilo
naslednou dialyzu, ktera méla za cil imidazol odstranit. Eluce probihala formou gradientu a to
120 minut od 0 do 100 % elu¢niho pufru pfi rychlosti 1 ml'min™' u celého galektinu-4. U Gal-
4NL a Gal-4CL byl nastaven stejny gradient jako u Gal-4 (120 minut od 0 do 100% elu¢niho
pufru pfi rychlosti 1 ml'min!), ktery probihal pouze do hodnoty 45 % elu¢niho pufru. V této
Casti gradientu se nejlépe vymyly nechténé proteiny. Pro eluci €istého proteinu byl nasledné
nastaven novy gradient, a to od 45 do 100% elu¢niho pufru (25 minut) rychlosti 1 ml-min™.
Tahle zména byla nutnd, aby doslo k eluci co nejkoncentrovangSich Gal-4CL a Gal-4NL,
abych se vyhla jejich zakoncentrovani centrifugaci a dosahla vysokych koncentraci pro
stanoveni zdanlivé disociacni konstanty Kp metodou ELISA. Jednotlivé galektiny se
uvoliovaly v podobném podilu elu¢niho pufru: Gal-4 v rozmezi piiblizné 40-80 %, Gal-4NL
55-75 % a Gal-4CL 50-80 % gradientu. Dale byla provedena dialyza k odstranéni imidazolu
pouzitého pfii eluci galektinu z kolony a sterilni filtrace ziskanych galektint. Sterilni roztoky
galektinll byly poté skladovany pfi teploté 4 °C, pficemz cely Gal-4 vydrzel stabilni a aktivni
az 3 tydny, zatimco podjednotky Gal-4NL a Gal-4CL vydrzely stabilni a aktivni pouze 1 tyden.
Vytézky produkce jednotlivych podjednotek galektinu-4, vyjadiené jako mg proteinu

ziskaného z jednoho gramu buné¢k E. coli, byly ptiblizné poloviéni oproti vytézkim ziskanym



pro cely konstrukt Gal-4. Tento fakt naznacuje, ze molarni vytézky téchto proteint byly velmi

podobné [56].

Vysledkem produkce a purifikace byly tii proteiny: Gal-4, Gal-4NL a Gal-4CL.

Vytézky produkce a purifikace galektinil jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: VytéZzky produkce a purifikace galektinu [56].

MnozZstvi bunék MnoZstvi proteinu
Galektin
na 11 média [g-1"] na 1 g bunék [mg-g']
Gal-4 1,8 4,2
Gal-4NL 2,2 2,1
Gal-4CL 3.1 2,4

4.2.

Oveéreni cistoty galektinu-4 a jeho podjednotek

Cistota produkovanych galektinti Gal-4 a jeho podjednotek Gal-4NL a Gal-4CL byla

ovéfena prostiednictvim SDS elektroforézy (viz kapitola 3.2.4.). Na gel byly naneseny vzorky

finélnich proteint po dialyze. Molekulova hmotnost byla porovnana s hmotnostnim standardem

obsahujicim nizkomolekuldrni proteiny (LMW, z angl. low molecular weight) (viz obrazek 8).

Z gelu je patrné, ze vyprodukované galektiny dosahuji pomérné vysoké Cistoty (odhadem cca
95%), ktera odpovida tabelovanym velikostem (Gal-4 35,9 kDa; Gal-4NL 17,9 kDa, Gal-4CL
17,1 kDa).
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Obrazek 8. 12% SDS-PAGE gel zozbrazujici Cistotu produkovanych rekombinantnich galektini [56].
Zleva: 1. LWM; 2. Gal-4 (35,9 kDa); 3. Gal-4CL (17,1 kDa); 4. Gal-4NL (17,9 kDa).

4.3.  Vazebna afinita galektinu-4 a jeho podjednotek k asialofetuinu

Jako prvni byla zkoumana pfima vazba Gal-4, Gal-4CL a Gal-4NL na glykoprotein
asialofetuin (ASF). Nejprve byl asialofetuin imobilizovan prostfednictvim hydrofobni interakce
v jamkach mikrotitraéni desticky. Vazba galektinii na asialofetuin byla kvantifikovana
kolorimetrickou imunodetekci s pouzitim kienové peroxidazy konjugované s protilatkou
pomoci histidinové kotvy. Kienova peroxidaza katalyzovala pteménu fotosenzitivniho subtratu
TMB One na modry produkt. Enzymova reakce byla zastavena piidanim 3 mol-1"! HCI za
vzniku Zlutého produktu, ktery byl spektrofotometricky méten pii 450 nm. Zdanlivé disociacni
konstanty (Kp) byly vypocteny z nelinearni regrese vazebnych kiivek v programu GraphPad
Prism (obréazek 9).

Zdanlivé disociacni konstanty celého Gal-4 a jeho podjednotek Gal-4CL a Gal-4NL
vykazovaly zna¢né rozdily. Podjednotky Gal-4CL a Gal-4NL vykazovaly hodnoty Kp pfiblizné
o jeden tad vyssi, tedy mnohem niZsi afinitu k imobilizovanému asialofetuinu (ASF) (viz
tabulka 3) nez galektin-4 [56]. Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérem minimalné ze tii

méfeni.
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Tabulka 3. Zdanlivé disociac¢ni konstanty (Kp) celého Gal-4 a jeho podjednotek Gal-4NL a Gal-4CL
k ASF [56].

Galektin Zdanliva disocia¢ni konstanta Kp [pM]
Gal-4 33+1,1

Gal-4NL 38+3

Gal-4CL 19+2

» Gal-4CL
-# Gal-4NL
-~ Gal4

Ass0

0 100 200 300

Koncentrace galektinu [pM]

Obrazek 9. Graf zavislosti absorbance p¥i 450 nm na koncentraci pridaného galektinu v pmol-I"! [56].

4.4.  Vazebna afinita ligandii ke galektinu-4

Byla zkoumdéna vazebna afinita vybranych sacharidovych ligandi k pfipravenym
galektinovym konstruktiim Gal-4, Gal-4CL a Gal-4NL pomoci kompetitivni metody ELISA (z
angl. enzyme-linked immunosorbent assay). Bylo vybrano celkem sedm ligandi, u kterych byla

meéfena afinita ke galektinu-4, jejichz struktury jsou vyobrazeny na obrazku ¢islo 10.
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Obrazek 10. Struktura ligandi, u kterych byla méfena afinita ke galektinu-4. (1) laktosa (GalpGlc; B-D-Gal-
(1-4)-D-Glc), (2) 2-fukosyllaktosa (Fuca2Galp4Gle; a-L-Fuc-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc), (3) lakto-N-
tetraosa (GalB3GIlcNAcP3GalB4Gle; B-D-Gal-(1—3)-B-D-GlcNAc-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc), (4) lakto-N-
neotetraosa (GalB4GIlcNAcB3Galp4Glce; f-D-Gal-(1—4)-B-D-GlcNAc-(1—3)-pB-D-Gal-(1—4)-D-Glc), (5) antigen
krevni skupiny A (GalNAca3[Fuca2]Galp4Glc; a-D-GalNAc-(1—3)-[a-L-Fuc-(1—2)]-B-D-Gal-(1—4)-D-Glc),
(6) antigen krevni skupiny B (Gala3[Fuco2]GalpB4Glc; B-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc-(1—2)]-B-D-Gal-(1—4)-D-Glc),
(7) TF antigen (Galp3GalNAc; B-D-Gal-(1—3)-D-GalNAc). Fialové je vyznacena Gal (B-D-galaktopyranosyl),
modfe GalNAc (N-acetyl-B-D-glukosamin), ¢erné Glc (D-glukopyranosa), Cervené fukosa (6-deoxy-o-L-

galaktopyranosyl).

Ligandy 1-6 byly ziskany komer¢né, zatimco TF antigen (7) byl pfipraven Mgr.
Jakubem Cervenym enzymovou syntézou. V jednom kroku pomoci rekombinantniho enzymu
B-galaktosidazy BgaC z Bacillus circulans byla galaktosa ptenesena z donoru (pNP-Gal) na
akceptor (GalNAc) [56].

Vazebna afinita ptedstavuje schopnost ligandu inhibovat vazbu galektinu
k asialofetuinu (ASF), ktery je imobilizovan na dn¢ jamky mikrotitra¢ni desti¢ky. Stanovenim
vazebné afinity ziskame hodnotu ICso, tedy koncentraci ligandu, pii které je dosazeno 50%
inhibice vazby galektinu na imobilizovany standardni ligand asialofetuin (ASF). Galektin, ktery

neni inhibovan a navaze se na ASF, je stanovovan pomoci komer¢ni protilatky konjugované
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s peroxidazou (HRP, z angl. horseradish peroxidase), ktera se substratem TMB One vytvofi
modry produkt, reakce je potom ukonéena pomoci 3 mol-1"" HCI. Vysledné Zluté zabarveni
bylo detekovano pomoci spektofotometru Sunrise Tecan méfenim absorbance pii 450 nm.
Meéteni probehlo ve tiech nezavislych stanovenich ze tfi riznych produkci galektinu-4. Ziskana
data byla vypoctena metodou nelinearni regrese v programu GraphPad Prism. Nejvyssi vazebna
krevni skupiny A mél vyssi afinitu ke galektinu-4 nez antigen krevni skupiny B (Tabulka 4,
obr. 12).

Tabulka 4. Stanovené hodnoty ICso vybranych ligandi ke galektinu-4 [56].

Ligand [:1(1:1\5/[0]
(1) laktosa 2,5+0,2
?2) 2'-fukosyllaktosa 1,5+0,2
A3) lakto-N-tetraosa 0,43 +0,07
“4) lakto-N-neotetraosa 0,6 +0,1
&) antigen krevni skupiny A 0,05 + 0,02
(6) antigen krevni skupiny B 0,08 0,03
(7 TF antigen 1,18 £ 0,05
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Obrazek 12. Graf zavislosti absorbance pfi 450 nm na dekadickému logaritmu koncentrace inhibitoru. (1)
laktosa, (2) 2'-fukosyllaktosa, (3) lakto-N-tetraosa, (4) lakto-N-neotetraosa, (5) antigen krevni skupiny A, (6)
antigen krevni skupiny B, (7) TF antigen.
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5. Diskuze

Tato prace je soucasti vétSiho projektu, jehoz vysledky byly v roce 2023 publikovany
v ¢asopise Molecules [56]. Na této publikaci jsem spoluautorkou — viz ptiloha 1.

Galektin-4 se fadi mezi galektiny, skupinu proteini zndmych pro svou afinitu k -
galaktosidiim. Galektiny hraji dulezitou roli ve velkém mnoZzstvi biologickych procesii a jsou
zapojeny do patogeneze mnoha onemocnéni. Galektin-4 je primarné exprimovan v
gastrointestindlnim traktu a bylo prokézano, ze v této tkani hraje n¢kolik fyziologickych roli.
Utastni se apikalniho transportu v epitelialnich buiikach nebo podporuje hojeni epitelialnich
ran stieva, je také soucdsti adaptivni imunitni odpovédi a ma svou ulohu i v centrdlnim
nervovém systému. Studiem inhibitori galektinu-4 miZeme tak 1épe porozumét specifickym
rolim, které galektin-4 hraje v téchto procesech, a identifikovat tak cile pro potencialni terapii.

Cilem této prace bylo heterologné exprimovat lidsky galektin-4 v bakterii Escherichia
coli a nasledné jej purifikovat pomoci afinitni chromatografie. Ddle jsem se zaméfili na
optimalizaci imunochemického stanoveni ELISA, které slouzi k méfeni vazebné afinity
galektinu-4 k riznym sacharidovym ligandiim. Podatilo se exprimovat i jednotlivé podjednotky
tandemového galektinu-4: N-terminalni podjednotku a C-termindlni podjednotku. Genové
konstrukty podjednotek byly navrzeny a pfipraveny Ing. Kristynou Slamovou, Ph.D. a
obsahovaly 10 aa linker na pfislusnych koncich, bez kterého podjednotky nebyly aktivni,
nevazaly se na imobilizovany ASF pfi piimé metodé¢ ELISA. Z této informace muzeme
usuzovat, Ze je linker st€zejni pro spravné sbaleni podjednotek a hraje vyznamnou roli pfi jejich
stabilizaci. Stanovili jsme jejich zdanlivé disocia¢ni konstantu Kp pomoci ptimé imunologické
metody ELISA, kdy se ukazalo, Ze Kp podjednotek je fadoveé vyssi nezZ Kp celého galektinu-4:
Kp(Gal-4NL) = 38 + 3 uM, Kp(Gal-4CL) = 19 + 2 uM, Kp(Gal-4) = 3,3 £ 1,1 uM. Disocia¢ni
konstanta Gal-4 s ASF (viz tabulka 3.) vykazovala hodnoty Kp srovnatelné s hodnotami
prototypického Gal-1 (4,4 uM) a chimerniho Gal-3 (3,2 uM) stanovenymi stejnou metodou.
Naproti tomu Kp tandemovych galektinii Gal-8 (0,37 uM) a Gal-9 (0,30 uM) byly ve stejné
studii nizsi nez Kp naseho tandemového Gal-4 (3,3 = 1,1 uM) [69]. To vypovida o zhorSené
lektinové aktivité samostatnych podjednotek v porovnani s celym galektinem, coz neni
piekvapivé vzhledem ktomu, ze podjednotky se v biologickych systémech samostatné
nevyskytuji.

V této praci jsme vyuzili snadno implementovatelnou a reprodukovatelnou kompetitivni

metodu ELISA ke stanoveni vazebné afinity neboli inhibi¢ni schopnosti ligandii. Bylo vybrano
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sedm sacharid: laktosa, 2'-fukosyllaktosa, lakto-N-tetraosa, lakto-N-neotetraosa, antigen
krevni skupiny A, antigen krevni skupiny B a TF antigen.

Galektin-4 patfi mezi tandemové galektiny spole¢né s galektinem-6, -8, -9 a -12. Ve
studii Miillerova, Bojarova et al. 2023 Biomacromolecules byla pouzita stejnd metoda jako
v nasi préci, kompetitivni metoda ELISA ke stanoveni ICso, coz ndm dovoluje vérohodné
srovnani vysledki. Podle této studie maji tandemové galektiny-8 a -9 vyssi afinitu k laktose nez
se ndm podafilo naméfit u galektinu-4. Nejvyssi afinitu k laktose jevil Gal-9 (1,35 + 0,44 mM)
poté¢ Gal-8 (1,68 = 0,42 mM) a nejnizsi Gal-4 (2,5 = 0,2 mM). V této studii byla zméiena i

afinita prototypického Gal-1 a chimerniho Gal-3 k laktose. Jako nejefektivnéjSi inhibitor
laktozy se ukazal byt Gal-3 (0,116 + 0,026 mM), s mirné¢ vyssi afinitou nez Gal-1 (0,310 +

MV

vwr

skupin, kdy antigen krevni skupiny A byl lep§im inhibitorem galektinu-4 nez antigen krevni
skupiny B, pfestoze jako termindalni cukernou jednotku obsahuje N-acetylgalaktosamin misto
obvyklé galaktosy. Ziskané vysledky méteni bylo mozné setadit takto od nejvyssi afinity ke
> lakto-N-neotetraosa > 2'-fukosyllaktosa > TF antigen > laktosa. Ve studiich Khuchtumur
Bum-Erdene et al. byla namisto kompetitivni metody ELISA vyuzita metoda fluorescencni
anizotropie. Podobny trend byl naméten pro Gal-4C, jako lepsi inhibitor ov§em vysla lakto-/N-
neotetraosa: antigen krevni skupiny A (0,075 mM) > lakto-N-neotetraosa (0,270 mM) > lakto-
N-tetraosa (0,510 mM) > 2'-fukosyllaktosa (0,580 mM) > laktosa (1,9 mM). A z udajt pro Gal-
4N: antigen krevni skupiny A (0,164 mM), 2'-fukosyllaktosa (0,380 mM), laktosa (1,9 mM).
Pro Gal-4N byl namé&fen stejny trend, ale pro mén¢ ligandii: antigen krevni skupiny A (0,164
mM) > 2'-fukosyllaktosa (0,380 mM) > laktosa (1,9 mM). [32,35]. Ze je lep§im inhibitorem
lakto-N-tetraosa nez lakto-N-neotetraosa vyhodnotili také napt. ve studii Vokhmyanina et al.,
kdy pouzili k naméteni afinit pritokovou cytometrii [33].

Ve studii K. Slamova et al. Molecules (2023), navazujici na tuto praci, byla dométena
vazebna afinita stejné série ligandi i k jednotlivym podjednotkam, které se podatilo exprimovat
v ramci této bakalarské prace. Pro jednotlivé podjednotky byl naméten velmi podobny trend
jako pro cely galektin-4. NejlepSimi inhibitory byly jednoznaéné antigeny krevnich skupin, kdy
lepSim inhibitorem byl antigen krevni skupiny A. I u podjednotek méla lakto-N-tetraosa lepsi

inhibi¢ni schopnost nez lakto-N-neotetraosa. Nejvetsi rozdil v trendu by mohl byt, ze u Gal-
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4NL byla nejmens$i naméiend vazebna afinita u TF antigenu, zatimco u celého galektinu-4 a
Gal-4CL byla nejmensi afinita stanovena u laktosy. Afinita Gal-4NL k TF antigenu byla o 21
% nizsi nez k laktose, kdezto u Gal-4CL byla afinita o 33 % vyssi k TF antigenu nez k laktose.
Nejvetsi rozdil mezi afinitou k TF antigenu a k laktose byl naméien u Gal-4, kdy afinita k TF
antigenu byla o 53 % vyssi nez k laktose.

Studie K. Sldmova et al. Molecules (2023), navic obsahuje namétena data vazebnych
afinit galektinu-4 i jeho podjednotek k multivalentnimu syntetickému ligandu. Studovany neo-
glykoprotein s navazanymi laktosyly mé¢l vazebnou afinitu o dva fady vyssi nez monovalentni
antigen krevni skupiny A jak u galektinu-4 tak jeho podjednotek: ICso neo-glykoproteinu
namétené pro Gal-4 (0,19 + 0,02 uM), Gal-4NL (0,9 + 0,1 uM) a Gal-4CL (1,7 = 0,4 uM), ICso
antigenu krevni skupiny A pro Gal-4 (50 + 20 uM), Gal-4NL (22 = 1 uM), Gal-4CL (27 = 5
uM). Zde bylo zna¢né zvySeni avidity pfipsano praveé mulivalentnimu efektu. Na zdkladé€ velmi
vysoké afinity neo-glykoproteinu ke galektinu-4 a jeho podjednotkdm oproti ostatnim
sacharidim métfenym v této praci se lze domnivat, ze multivalentni ligandy jsou velmi slibné

jako nastroje pro biomedicinsky vyzkum galektinu-4.
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6. Zavér

Tato prace si kladla za cil provést rekombinantni expresi lidského galektinu-4 v bakterii
Escherichia coli. Po uspésné expresi byl protein purifikovan pomoci afinitni chromatografie.
DalSim krokem byla optimalizace imunochemického stanoveni metodou ELISA s cilem
dosahnout optimalnich podminek pro stanoveni afinity galektinu-4 k rtiznym sacharidovym
ligandiim. Nasledn¢ byla provedena dand méieni vazebné afinity galektinu-4 k vybranym
sacharidovym ligandim. Tato faze vyzkumu umoznila ziskat kvantitativni informace o sile
vazby mezi galektinem-4 a specifickymi sacharidovymi ligandy. V zavére¢né Casti prace byly
ziskané vysledky detailné diskutovany. Celkovym cilem této prace bylo ziskat konkrétni

informace o interakcich galektinu-4 s vybranymi sacharidovymi strukturami, coz bylo splnéno.
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cells of the gastrointestinal tract. Tt comsists of an N- and a C-terminal crbohydrate-binding domain

(CED), each with distinct binding affinities, nterconnected with a peptide linker Compared to

other moee abundant galecting, the know ledige of the pathophysiology of Gal-d is sparse. [ts albened

expression in bumor tesoe is associabed with, for example, colon, colerectal, and liver cancers, and
it increases in umor progression, and metastasis. There i also very limited information on the
preferences of Gal-d for its carbohydrate ligands, particularky with espect to Gald subunits. Similacky,
there i virhually noinformation on the interaction of Gal-d with multivalent ligands This work shows
the e xpression and purification of Gal-4 and its subunits and presents a structune—affinity nelationship

study with a library of oligogaccharide ligands.  Furthermon:, the inflience of multivalency i

demionstrated in the interaction with a model lactosyl-decorated synthetic ghrosoonjugate. The

present data may be wsed in biomedical msearch for the design of efficient ligands of Gal-d with
diagmcetic or therapeutic potential.
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L Introduction

Galeetings (Gal-) form a small group of B-galactoside-binding lectins comprising fifteen
members in humans, Their functions indude the modulation of vital cellular processes,
such as cell proliferation, apoptosis, adhesion, or migration by cross-linking glycans on cell
membranes and /or extracellular matrix components [1]. Compared to Gal-1 and Gal-3,
which have been widely shown to play significant roles especially in cancer progression,
inflarnmation, fibrosis, heart disease, and stroke, as well as some metabolic disorders [2,3],
there are few studies on the pathophysiclogy and the binding preferences of galectin-4
(Gal-4) [2]. Gal-4 is a tandem-repeat galectin consisting of two different carbohydrate-
recognition domains (CRDs) at the N- and C-terminus (Gal-4N, and Gal-4C, respec-
tively ), esch with distinct binding specificities, which are covalently linked with a specific
peptide [5]. The erystal structures of native Gal-4 and its individual CRDs show that both
CRDs contain a comcave binding sitewith five subsites (A-E) and preferentially bind lactoss
in the D/E subsites. These extended subsites can further accommodate various glycan
epitopes, depending on subtle inkeractions with specific amino acids [&-3].
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