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1. Uvod

Proteiny interagujice so sacharidmi maji v prirode bohaté zastipenie. Typickymi
prikladmi st niektoré enzymy ¢i protilatky. V poslednych rokoch sa do popredia biologického
vyskumu dostava aj d’alSia skupina proteinov viaztcich sacharidy — lektiny.

Lektiny (syn. hemaglutininy, rastl. lektiny - fytohemaglutininy) su proteiny alebo
glykoptoteiny (obsahuju 4-10% sacharidovej zlozky) neimunitného pdvodu, schopné
Specificky rozoznavat’ a reverzibilne viazat’ monosacharidy a oligosacharidy, bez zmeny ich
kovalentnej Struktary. Vézba na ligand - ¢o je prvy krok v reakcii medzi lektinmi a sacharidmi
- je podobna pre lektiny a enzymy reagujice s danym sacharidom. Avsak nésledné kroky st
rozdielne, pretoze oproti enzymom, v komplexe lektin-sacharid nedochédza k Stiepeniu
kovalentnych vizieb a k disociacii komplexu.™ 23

Kazda molekula lektinu obsahuje dve, pripadne viac vdzbovych miest pre sacharid.
Lektiny su teda di- alebo polyvalentné a vd’aka tomu st schopné tvorit’ skrizené vizby medzi
viacerymi makromolekulami obsahujacimi sacharidy. Maja schopnost’ aglutinovat’ erytrocyty
a precipitovat’ polysacharidy ¢i glykoproteiny. Hemaglutinacnd aktivita je hlavnou ¢rtou
lektinov a je bezne vyuzivana pri ich detekcii a charakterizacii. Aglutinécia aj precipitdcia sa
daju inhibovat’ pomocou sacharidov, pre ktoré si dané lektiny Specifické. Kvoli schopnosti
rastlinnych hemaglutininov rozoznavat erytrocyty rozlicnych krvnych typov, Boyd a
Shapleigh navrhli pomenovanie lektiny. Latinsky legere znamena rozoznat’, vybrat’ si. *

Vyskyt lektinov v prirode zaznamenali vedci uz koncom 19. storocia. Pévodne boli
pomenované ako hemaglutininy, alebo fytohemaglutininy, pretoze prvykrat boli objavené
v rastlinnych extraktoch. Aj ked’ je ich zastipenie v rastlinach rozsirené, vel'mi malo z nich sa
v tej dobe izolovalo a nevenovala sa im vyraznejSia pozornost. To sa vSak zmenilo po
zisteni, Ze lektiny s mimoriadne uZito¢né pri skiimani sacharidovych Struktar na bunkovych
povrchoch, najmid uzmenenych malignych buniek a takisto pri izolacii a charakterizacii
glykoproteinov. Ich podrobnejsie Studium zacalo az v 60. rokoch 20. storocia. V néslednej
dobe bolo mnoho lektinov izolovanych a u stovak z nich bola odhalena aj $truktura.

Lektiny boli najdené vo vécSine organizmov, u virusov, baktérii, rastlin a zivocichov.
Pri ich izol4cii a Cisteni sa s vyhodou vyuZiva afinitnd chromatografia, je mozné ich vyrobit’

aj pomocou DNA rekombinantnych technolégii. **



Rastlinné lektiny reprezentuju znacne heterogénnu skupinu proteinov, ktoré sa liSia
velkostou, Strukturou i molekularnymi vlastnostami. Aj ked boli rastlinné lektiny detailne
studované, ich loha vo fyzioldgii rastlin doteraz nie je dokonale objasnend. °

Je vSeobecne uznané, Ze prvy popis rastlinného lektinu pochadza z roku 1888 od
Hermanna Stillmarka, ktory v tom case poOsobil na Univerzite v estonskom Tartu. Tento
hemaglutinin, znac¢ne toxicky, izoloval zo semien druhu Ricinus communis a pomenoval ho
ricin. Neskor Hellin demonstroval pritomnost’ d’alSicho toxického hemaglutininu, abrinu,
Vv semenach rastliny Abrus precatorius. Ricin a abrin sa ¢oskoro stali komeréne dostupnymi,
¢o umoznilo Paulovi Ehrlichovi pouzit’ ich vo svojich imunologickych stadiach ako modelové
antigény. Pomocou nich sa mu podarilo odhalit’ zakladné principy imunologie. Pri pokusoch
na mysSiach zistil, ze sa stali imunne voci letdlnym davkam ricinu alebo abrinu, a to
opakovanym podavanim malych (subletalnych) davok subkutannou cestou. Taktiez potvrdil,
ze anti-ricin neochrénil pokusné zvieratd pred toxickym efektom abrinu tak ako ani anti-abrin
pred ricinom. To jasne dokazovalo S$pecifitu imunitnej odpovede. Dospel k zisteniu, ze
imunita k toxinom sa krvou prenasa z matky na plod a po narodeni tiez materskym mlickom.
Ehrlich Studoval inhibicny efekt anti-ricinového séra na aglutinacnu aktivitu ricinu,
demonstroval kvantitativny vztah medzi mnoZstvom antiséra a antigénu, ktory dokaze
neutralizovat. Na zaklade toho poprvykrat kvantitativne determinoval protilatku in vitro.
Tieto Studie teda demonstrovali Specifitu protilatkovej odpovede, fenomén imunologickej
pamite a prenos humoralnej imunity z matky na plod.

Do povedomia SirSej verejnosti sa rastlinné lektiny dostali vd’aka ricinu, ktory bol
v roku 1978 pouzity pri ,,dazdnikovej vrazde™ bulharského spisovatela Georgiho Markova.
Pouzit’ ricin ako potencidlnu zbran sa pokuSali USA pocas prvej 1 druhej svetovej vojny.
Ricinova bomba bola vyvinuta aj testovana britskym vojskom, ale nikdy nebola pouzita ako
zbraii hromadného nigenia. Ricin bol uz viackrat zneuzity extrémistickymi skupinami. *

Rastlinné lektiny patria medzi najdolezitejSie fyziologicky aktivne zlozky potravy.
Mo6Zu vyznamne ovplyvnit’ traviaci trakt, bakteridlnu mikrofloru a aj celkovy metabolizmus.
Lektiny su silné ordlne a parenterdlne imunogény a niektoré z ich ucinkov na organizmus
stivisia s ovplyvnenim imunitného systému. Primarny efekt lektinov ako biologicky aktivnych
molekul vyplyva z ich schopnosti Specificky sa viazat’ k sacharidom. Kedze tieto reakcie st

predvidatelné, potencialne pouZitie lektinov je vel'mi slubné. 2



2. Ciel prace

Rastliny predstavuju vyznamny zdroj biologicky aktivnych latok, ¢i uz st to produkty
primarneho alebo sekundarneho metabolizmu. V poslednych rokoch je velka Cast’ novych
aktivnych substancii izolovana prave z prirodnych zdrojov, alebo je pripravend na zaklade
Struktary prirodnych latok. V rastlinnej ri$i je vSak eSte vécSina druhov fytochemicky
nepreskimand, hl'adanie novych zdrojov rastlinnych metabolitov a ich $tudium je teda
vel’kym prinosom.

Tato diplomova praca je zamerana na rastlinné lektiny, lektiny z inych zdrojov su
spomenuté¢ okrajovo. Cielom prace je podat’ komplexny pohlad na rastlinné lektiny, ich
Struktiru, Specifitu, vyskyt v rastlinach, toxické vlastnosti, biologicku aktivitu a potencialne
vyuzitie vo vyskume ale aj v Klinickej praxi.

Lektiny su jedine¢nou skupinou proteinov a glykoproteinov. Aj ked je ich tloha
v rastlinach doteraz nejasna, su to latky so zna¢nou biologickou aktivitou. Najnovsi vyskum
signalizuje, ze rastlinné lektiny s uc¢inné v liecbe celej rady chordb. V poslednych rokoch sa
zdujem orientuje najmé na ich potencidlnu protinadorovu aktivitu, pdsobenie proti virusu
HIV, ¢i mozné vyuzitie v lie€be metabolickych poruch. V dostupnych zdrojoch je vsak velké
mnozstvo experimentalnych dat, ¢asto si vysledky stadii odlisné a kontroverzné. Nesporné
ale je, ze rastlinné lektiny predstavuju obrovsky potencidl a d’al$i vyskum urcite v budticnosti

roz$iri $kalu ich aplikécii.



3. Chemicka a biochemicka charakteristika lektinov

3.1. Molekularna Struktura lektinov

Sedemdesiate roky boli svedkom intenzivneho vyskumu molekularnych vlastnosti
jednotlivych lektinov. Bol to nevyhnutny predpoklad lepSieho pochopenia ich aktivity na
molekularnej urovni. Studie zahriiovali stanovenie hlavnych fyzikalno-chemickych
parametrov lektinov, aminokyselinovych sekvencii a objasnenie priestorovej Struktury. Pokial’
neboli vyuzivané rekombinantné technoldgie, urCenie primarnej Struktary bolo casovo
naro¢né, a preto boli koncom 70. rokov kompletné sekvencie odhalené iba u polovice vtedy
znamych lektinov. Konkanavalin A ma niekol’ko prvenstiev. Medzi nimi aj to, ze to bol prvy
lektin, u ktorého bola znama primarna, ale aj priestorova Struktura (v roku 1989 bola
objasnena $truktira komplexu, Con A viazaného k metyl-a-D-manopyranozidu).

Poznanie primarnych Struktr mnohych lektinov umoznilo identifikovat’ homologické
sekvencie lektinov z taxonomicky pribuznych zdrojov.

V 90. rokoch vyznamne vzrastol pocet lektinov so zndmou primarnou a terciarnou
struktirou. Co sa tyka Zivo&isnych lektinov, prva znama $truktara pochadza az z roku 1993.
Prekvapujtce je, Ze bola zaznamenana znacnd podobnost’ v terciarnych Struktirach lektinov
pochadzajucich z odliSnych zdrojov, a to aj napriek vyrazne rozdielnym primarnym
Struktaram. Jedna takato tercidrna Struktara, ktord bola prvykrat pozorovand u lektinov
z ¢elade Fabaceae, je znama ako ,lectin fold“ alebo tiez “jelly roll“. Tvoria ju dva
antiparalené -skladané listy. Tato Struktira sa okrem lektinov z ¢el'ade Fabaceae vyskytuje aj
v galektinoch a d’alSich Zivocisnych lektinoch, akymi su pentraxiny, ale aj v sialiddze baktérie

Vibrio cholerae.

Rozdelenie lektinov na zéklade Struktiry
Doteraz uz boli preskimané aminokyselinové sekvencie a dodatocne aj priestorova
Struktara niekol’kych stovék lektinov. Tradicné delenie lektinov podl'a povodu (t.j. rastlinné,
zivoCiSne, mikrobidlne) bolo nahradené klasifikdciou zaloZenou na Strukture. Existuji 3
zékladné skupiny:
e A jednoduché lektiny

e B. mozaické lektiny



e C. makromolekularne zoskupenia.
V kazdej z nich mbézu byt lektiny zoskupené do tzv. rodin, ktoré sa vyznacuju
rovnakymi sekvenciami a strukturnymi vlastnostami. Zriedkavo sa rovnaké rodiny lektinov
vyskytuju vo fylogeneticky nepribuznych organizmoch, napr. V rastlindich a Zivocichoch.

V tomto pripade sa oznacuju ako tzv. superrodina lektinov. !

Jednoduché lektiny
Pozostavaju z nickol’kych subjednotiek, nie vzdy identickych, 0 molekulovej hmotnosti

do 40 kDa. Patria sem prakticky vsetky zname rastlinné lektiny a galektiny (t.j. zivo¢iSne

lektiny viaZice galaktozu). !

Fabaceae (bobovité/bobovité)

Vzhl'adom k lektinom je to najvacSia a zaroven aj najviac preskimana ¢el'ad’. Bolo v nej
popisanych asi 100 lektinov, takmer vSetky izolované zo semien rastlin.

Konkanavalin A, prototyp tejto skupiny, izoloval prvykrat James Sumner v roku 1919
aneskor dokéazal, Ze je $pecificky pre Man a Glc. Dalsie podrobne prestudované su PHA,
SBA, PNA aECorL. Rézne lektiny boli izolované aj zo semien rastliny Griffonia
simplicifolia.

Tieto lektiny typicky pozostavaju z 2 alebo 4 identickych (alebo takmer identickych)
podjednotiek o molekulovej hmotnosti 25-30 kDa. Kazda obsahuje jedno vdzbové miesto pre
sacharid, pricom $pecifita je u vSetkych podjednotiek rovnaka. Nevyhnutnou stcast'ou kazdej
podjednotky je pevne viazany Ca*" a dalsi kovovy 16n - vacsinou Mn?*, ktoré su dolezité pri
naviazani sacharidu. Niektoré z lektinov maju hydrofébnu oblast, ktorda viaze nepolarne
zlugeniny (napr. adenin, indoloctov kyselinu, porfyriny).’

Podjednotky su stavané z jednotlivych polypeptidovych retazcov obsahujucich asi 250
aminokyselin. Casto byvaju skratené na karboxylovom konci, vysledkom &oho je zmes
izoforiem s rozli¢nou dizkou retazca. V uréitych lektinoch (PSL, LCL), ozna¢ovanych ako
»dvojretazcové®, su polypeptidy fragmentované na C-koncové 'ahké (o) a N-koncové t'azké
(B) retazce. L7

Az na zopar vynimiek (Con A, PNA, LCL) su lektiny z ¢el'ade Fabaceae glykozylované
a nesu jeden, dva a prilezitostne 1 tri dusikom napojené oligosacharidy, ktoré¢ su naviazané
Vv roznych Castiach proteinu (napr. na Asnl7 a 114 v ECorL, 74 v SBA a 44 a 219 v WBA- ).

Oligosacharidy st bud oligomanézového typu, identické s tymi, ktoré boli najdené

10



Vv zivoc¢isnych glykoproteinoch, alebo mdzu obsahovat’ xylozu a fukézu spolu s mandzou a N-

acetylglukozaminom a tvoria skupinu rastlinne $pecifickych glykanov. ®®

Priméarna $truktara

Lektiny v Celadi Fabaceae vykazuji znacnu sekvencni homolégiu. Zhruba 20%
aminokyselin je nemennych a 20% podobnych. U Con A moZno pozorovat’ neobvykly typ
homologie s ostatnymi Fabaceae lektinmi, oznacovany ako kruhova homolodgia (circular
homology). Je to vysledok nezvy¢ajného preskupenia peptidového retazca v poslednom
kroku syntézy lektinu. Con A je syntetizovany ako glykozylovany prolektin. Posttranslacnou

modifikaciou je deglykozylovany, &im sa stava aktivnym, schopnym viazat’ sacharidy. *

Terciarna Struktira

Priblizne u 30 lektinov tejto cel'ade je zndma priestorova Struktira. Podjednotky maji
doménovu Struktaru. Doména je tvorena prevazne z troch B-skladanych listov:
e zadny - antiparalelny, 6-pramefiovy, takmer plochy
e predny - konkavny, 7-pramenovy
e mensi 5-pramenovy, ktorého tlohou je spajat’ dva vécsie B-skladané listy
Vagsina zbytkov ktoré nie su zahrnuté v  Strukttrach je v slu¢kach (loops) a B-ohyboch
(B-bends), ktoré spajaju jednotlivé pramene v B-skladanych listoch. Tento typ terciarnej
Struktary najdeme v anglicky pisanej literatre pod oznacenim ,,3 jelly roll“, ,, Swiss roll*
alebo tiez ,,lectin fold« 10
Vizbové miesta pre sacharid a pre kovové iony su vicsinou lokalizované na 7-
pramenovom ret'azci. Konkévnost’ vizbového miesta umoziuje 'ahka pristupnost’ nielen pre
monosacharidy, ale tieZ pre oligosacharidy a polysacharidy. Ca®*a Mn?* (ten moze byt
nahradeny aj zinkom, niklom ¢i kobaltom) sa nachédzaju blizko vézbového miesta pre
sacharid. Pomahajii spravne orientovat’ aminokyseliny, ktoré¢ sa z(castiiuji kontaktu so
sacharidom, ale neviazu sa s nimi priamo. Obidva kovové iony st spojené so Styrmi
aminokyselinovymi bo¢nymi retazcami. Dva z nich, patriace kzvyskom kyseliny
asparagovej, su zdielané oboma kovmi. Styri molekuly vody sa primo &i nepriamo z(iéastiuju
na viazani kovu. Vyrazné zmeny boli pozorované v Krystalografickych §truktirach Con A po

demetalizacii lektinu, ¢o viedlo k strate schopnosti viazat' sacharid. *’
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Kvartérna Struktura

Napriek tomu, ze tercidrna Struktura Fabaceae lektinov je takmer identicka, dimerizuju
a oligomerizuji niekol’kymi odlignymi spésobmi.*! %13

Najbeznejsim typom dimerizacie podjednotiek je antiparalelné, tzv. ,.side-by-side*
zoradenie dvoch plochych B-skladanych listov. Tato Struktura predstavuje tzv. “kanonicky”
dimér. Je typicky pre Con A a takisto pre lektiny pritomné v hrachu (PSL), SosSovici (LCL) a
hrachore (LOL). Odlisny dimér bol prvykrat pozorovany u ECorL, kde dva monoméry
vytvaraju tzv. “handshake” zoskupenie.

Vicsina lektinov z ¢elade Fabaceae je tetramérnych a mozno ich povazovat’ za ,,diméry
dimérov*. Rozoznavaju sa celkom tri rozli¢né spdsoby tetramerického usporiadania. Con
A predstavuje zvlastny pripad, existuje ako dimér alebo ako tetramér v zavislosti na
hodnotach pH. PNA ma nezvy€ajnu kvartérnu Struktiru, zaujimave je, Ze tetramér je

asymetricky. 1%’

Poaceae (lipnicovité/lipnicovité)

Tato celad’ zahfiia napr. lektiny z pSenice (WGA), ryze ¢i jaCmena. Vsetky su
Struktirne pribuzné homodiméry alebo heterodiméry. Pozostavaju prevazne z dvoch
identickych podjednotick, ale zna¢ne sa liSia od lektinov z ¢elade bobovitych. Ich
podjednotky (18 kDa) st mensie nez u Fabaceae (25-30 kDa). St bohaté na cystein (20% vo
WGA), ktory u bobovitych takmer vzdy chyba, taktiez neobsahuji kovové iony. WGA, ako
jediny ¢len tejto lektinovej rodiny, ktory bol detailne charakterizovany, je zmes troch
izolektinov, ktoré sa mierne liSia v kompozicii aminokyselin, tie su produktmi odliSnych, ale
blizko pribuznych génov. Izolektiny su diméry dvoch rovnakych 17 kDa podjednotiek
a neobsahujii atomy kovu. Kazdd z podjednotiek je tvorend Styrmi homologickymi
subdoménami (A az D) zo 43 aminokyselin. Kazd4 subdoména obsahuje Styri disulfidické
véazby v rovnakej polohe. Podjednotka ma teda 16 takychto vézieb, preto ma molekula vysokt
stabilitu. V dimére st subdomény pospajané sposobom ,head to tail“, ¢im sa vytvoria
subdoménové pary (A-D aB-C), v ktorych obe =zlozky pochadzaju z rozdielnych
podjednotiek. Nezvycajnym znakom proteinu je aj to, Ze neobsahuje bezne sa vyskytujlce
sekundarne $truktury, akymi si o—helix a p-skladany list.

Domény maju vo velkej miere homologické sekvencie, ktoré sit podobné Specifickému
proteinu (tzv. hevein) zlozenému zo 43 aminokyselin, pritomnému v latexe kaucukovnika
brazilskeho (Hevea brasiliensis) z ¢el'ade Euphorbiaceae. Hevein viaze oligosacharidy chitinu

podobne ako WGA a dalsie lektiny z cel'ade Poaceae. Toto usporiadanie 43 aminokyselin je
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zname aj ako ,hevein domain“ alebo ,,chitin-binding domain®“. Bolo ndjdené vo vicsSine
lektinov s danou $pecifitou, ktoré pochadzajua z taxonomicky nepribuznych rastlinnych ¢eladi,
akymi s Solanaceae, Urticaceae a Phytolaccaceae. Heveinova doména bola identifikovana aj

u zivo&isnych lektinov, napriklad v jede pavuka druhu Selenocosmia huwena. ** ¢

Amaryllidaceae (amarylkovité/amarylkovité)

Lektiny pritomné v tychto jednokli¢nolistovych rastlindch reprezentuji pomerne novu
skupinu proteinov, ktora je Specificka pre manoézu. Prvym ziskanym lektinom bol GNA,
izolovany zo snezienky (Galanthus nivalis) v roku 1987. Vsetky lektiny su tvorené
podjednotkami o pribliznej hmotnosti 12 kDa a ich aminokyselinové sekvencie vykazuji az
90% homologiu. ’

Prevazne mnozstvo lektinov je homomérnych, tvorenych z dvoch alebo S$tyroch
identickych podjednotiek. St vSak zname aj lektiny jednokli¢nolistovych rastlin tvoriace
heterodiméry alebo heterotetraméry, maju teda rozdielne typy podjednotiek. Lektin
nachadzajici sa v cesnaku je heterodimér so sekvenc¢nou identitou medzi podjednotkami v
77% a podobnost'ou v 82%, zatial'¢o V heterotetramerickom lektine z druhu Arum maculatum
je 41% identita a 50% podobnost’ medzi dvoma druhmi podjednotiek.

Lektin z tulipanu je unikatny v tom, Ze je to tetramér identickych podjednotiek (28
kDa), kazda obsahuje manozu-viazicu doménu v tandemovom zoskupeni s nepribuznymi N-
acetylgalaktozamin-viazicimi doménami. *’

Medzi GNA adalsimi lektinmi jednokli¢nolistovych rastlin je vysoky stupen
sekvencnej homoldgie. To sa potvrdilo na zéklade krystalickych Struktir niektorych lektinov,
konkrétne u lektinu pritomného v cesnaku, V narcise, lektinu z hybridnych druhov rodu

Hippeastrum a z druhu Scilla campanulata. *

Moraceae (morusSovnikovité/morusovité)

Jacalin, so Specifitou pre galaktézu, pochadza z druhu Artocarpus integrifolia. Je to
tetramericky glykoprotein (66 kDa), kazda podjednotka pozostava z tazkého (133 AMK)
a lahkého (20 AMK) retazca. Primarna Struktara jacalinu nevykazuje podobnost’ s inymi
lektinmi, S vynimkou MPA ziskané¢ho z druhu Maclura pomifera, ktory patri do rovnakej
Celade. Jacalin je zmesou piatich réznych polypeptidov. Naopak MPA existuje v dvoch
izoformach, ktoré nie su glykozylované. !

Krystalografické struktiry jacalinu preukazali, ze jeho podjednotky su tvorené tromi

antiparalelnymi B-skladanymi listami, ktoré vytvaraju zoskupenie pripominajuce trojboky
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hranol. Toto usporiadanie sa oznacuje ako ,,3-prism fold“. Je pozorohudné, ze sa vyskytuje aj
v niekolkych proteinoch, no v Ziadnom inom lektine. *

Artocarpus integrifolia obsahuje okrem galaktoza-Specifickych lektinov i dva lektiny
Struktarne pribuzné jacalinu, ktoré su vSak Specifické pre mandzu. Su to artokarpin a lektin
oznacovany ako KM+, izolovany z juhoamerického druhu. Ten je povazovany za identicky
s artokarpinom z indického druhu Artocarpus integrifolia, no boli pozorované mensie
odli$nosti v primarnej Struktare (10 zo 149 aminokyselin). Manoza-Specifické lektiny
pribuzné jacalinu boli najdené aj v rastlindch patriacich do nepribuznych celadi. Napriklad
lektin calsepa (Specificky aj pre maltozu) pochadza z druhu Calystegia sepium
(Convolvulaceae), lektin oznaovany ako HTL zhltiz druhu Helianthus tuberosus
(Asteraceae), ako aj lektin nachadzajuci sa v ryzi (Oryza sativa, Poaceae), ¢i lektin
bananovnika (Musa acuminata, Musaceae). Spolo¢nym znakom vsetkych je, Ze s to
jednoretazcové proteiny pozostavajiice zo 150 aminokyselin a maju kratky spojovaci peptid

bohaty na glycin, v mieste, kde je jacalin §tiepeny na tazky a Pahky retazec. 1% 120

Amaranthaceae (laskavcovité/laskavcovité)
ACA, GalB3GalNAc-specificky lektin z druhu Amaranthus caudatus (66 kDa) nie je

glykozylovany a nevyzaduje k aktivite kovové i6ny. Je to homodimér, podjednotky obsahuju
dve rovnaké globularne domény, ktoré sa s d’al§imi podjednotkami spajaju spésobom “head to

tail«. ’

Euphorbiaceae (pryScovité/mlie¢nikovité) a Viscaceae (jmelovité/imelovité)

Niektoré rastliny z nepribuznych celadi (napr. Euphorbiaceae a Viscaceae) zahrnuja
blizko pribuzné lektiny, z ktorych niektoré su znacne toxické. NajvyznamnejSie a najviac
Studované st RCA aricin, oba izolované z fazuli druhu Ricinus communis (Euphorbiaceae).
Ricin je heterodimér, tvoreny dvoma polypeptidmi spojenymi disulfidicky. Jeden je
oznaCovany ako A retazec, je cytotoxicky, zatial ¢o B retazec je zodpovedny za vizbu
sacharidu. B retazec pozostava z dvoch domén, kazdu tvori spajajuca doména a tri
homologické subdomény. " 2122

Netoxicky RCA je dimér dvoch podjednotiek, kazd4d podobna ako v ricine. Podjednotky
st spojené pomocou disulfidickej vdzby medzi dvoma polypeptidmi A, Cys157 zapojeny do
tejto vizby v ricine chyba. !

Lektiny pribuzné ricinu, oznacované ako RIPS typ 2 (ribosome inactivatig proteins) boli

objavené v mnohych rastlinnych druhoch z odlis§nych taxonomickych skupin, v semenach ale
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aj vo vegetativnych pletivach. Niektoré z nich obsahuju aj lektin pribuzny RCA. Toxiny
podobné ricinu, ako s abrin, modeksin a viskumin maji vSetky toxicky A polypeptid
pripojeny disulfidickou védzbou k B retazcu, ktory viaze sacharid. Oba polypeptidy vykazuju
vysoky stupenl podobnosti s odpovedajicimi polypeptidmi v ricine. Priestorova Struktira

abrinu je vel'mi podobna ricinu, tak ako aj viskuminu. 7.23,24,25

Obrizok 1. Priestorova $truktira ricinu %

Solanaceae (lilkovité/Pul’kovité)

V tejto Celadi st zname tri lektiny, a to v semenach druhu Datura stramonium,
v plodoch Lycopersicon esculentum av hl'uzach Solanum tuberosum. Vsetky st bohaté na

cystein a glycin a obsahuju 40-50% sacharidovej zlozky, tvorenej arabindzou a galaktozou.

Lamiaceae (hluchavkovité/hluchavkovité)

Patri sem MLL, lektin z druhu Moluccella laevis. Ma osobité vlastnosti, ¢o sa tyka
Specifity a Struktary. Vykazuje vynimocne vysokt afinitu k N-acetylgalaktozaminu,
spajajuceho sa a-vizbou, je Specificky pre krvné skupiny A, N a Tn, ktoré dany cukor
determinuje. MLL je extrémne stabilny a zachovava si hemaglutina¢nu a viazbovu aktivitu aj

za silnych denatura¢nych podmienok, napr. pri pdsobeni mocoviny (8M) po dobu 48 hodin. !
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Urticaceae (kop¥Fivovité/prhPavovité)

UDA, lektin z druhu Urtica dioica je monomérny protein (8,5 kDa). Boli identifikované
gény kodujuce sedem izolektinov a ich primarne sekvencie maju 79-99% homogenitu.
Detailne preskimany je izolektin VI, jeho dve domény obsahujii 42 a 43 aminokyselin a su

spojené tetrapeptidom, lisia sa afinitou k ligandom. " %’

Multidoménové (mozaické) lektiny
Tuato skupinu tvoria rozliéné lektiny, jednak viralne a zivoc¢isne. Su to zlozité molekuly

so Sirokou Skalou molekulovych hmotnosti, pozostavaji z viacerych domén, z ktorych len

jedna viaze sacharid.

Makromolekularne zoskupenia
Lektiny tohoto typu s bezné u baktérii, zvycajne vo forme fimbrii. S pritomné na

povrchu baktérii, maja v priemere 3-7 nm a dizku 100-200 nm, pozostavaju z podjednotiek. *

3.2. Specifita a afinita lektinov

Specifita ku krvnym skupinam
V roku 1919 James Sumner (ako prvy izoloval aj enzym ureazu, za ¢o dostal Nobelovu

cenu) izoloval z fazuli druhu Canavalia ensiformis protein, ktory pomenoval konkanavalin A
(Con A) . Bol to prvy hemaglutinin izolovany v Cistej forme.

Uz Stillmark pozoroval, Ze u erytrocytov z roznych druhov zvierat, je v aglutindcii
indukovanej ricinom ista selektivita. Neskor to vo svojich pokusoch potvrdil aj Karl
Landsteiner - objavitel’ krvnych skupin. Usudil, ze $pecifita rastlinnych hemaglutininov vo
svojej podstate pripomina protilatkovu reakciu.

V 40. rokoch minulého storo¢ia dvaja vedci — Boyd z Univerzity v Bostone a Renkonen
z Univerzity v Helsinkach — nezavisle na sebe odhalili $pecifitu hemaglutininov k jednotlivym
krvnym skupinam. Zistili, ze extrakty z Phaseolus limensis a Vicia cracca aglutinuji
erytrocyty krvnej skupiny A, ale nie B ani 0. Extrakty z Lotus tetragonolobus su zas
Specifické pre krvnu skupinu 0. Mikkeld, Renkonenov Student, Studoval v 50. rokoch extrakty
semien u 743 rastlinnych druhov a 165 rodov, vsetky z celade Fabaceae. Detekoval

hemaglutinacnt aktivitu u viac nez tretiny z nich. Asi jedna desatina z nich javila Specifitu ku
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krvnym skupinam. Niekol'ko z nich bolo Specifickych bud’ pre krvnt skupinu O alebo A,
alebo pre A a B stcasne, extrakt z Dolichos biflorus reagoval ovela vyraznejSie s Al
erytrocytmi nez s A2, jedine extrakt z Griffonia simplicifolia vykazoval takmer vyhradne
Specifitu pre krvna skupinu B. Odvtedy bolo objavenych mnoho hemaglutininov so $pecifitou
pre skupiny A a 0 (ale nie B), ako aj pre d’alsie krvné skupiny - N (Vicia graminea), T (PNA)
a Tn (Vicia villosa, Molucella laevis).

Hemaglutininy Specifické pre krvné skupiny zohrali rozhodujucu ulohu v skumani
Specifity antigénov asociovanych s krvnym systémom ABO. V 50. rokoch Morgan a Watkins
zistili, Ze aglutinacia skupiny A lektinmi z Phaseolus lunatus je inhibovana o-N-
acetylgalaktozaminom a u krvnej skupiny 0 aglutinovanej lektinom z Lotus tetragonolobus je
inhibovand a-L-fukézou. Usudili, Ze a-N-acetylgalaktozamin a a-L-fukéza sa cukry
determinujtiice A a 0 krvnu skupinu. Tieto zavery boli porvrdené d’alsimi vyskumnikmi.

Kvoli schopnosti rastlinnych hemaglutininov rozoznédvat’ erytrocyty rozlicnych krvnych
typov, Boyd a Shapleigh navrhli pomenovanie lektiny. Latinsky legere znamena rozoznat,

vybrat’ si. *

Metodoldégia zist'ovania Specifity k sacharidom
Stadium $pecifity lektinov k sacharidom je zvy&ajne zalozené na haptenovej inhibiénej

technike. Rozli¢né monosacharidy, oligosacharidy alebo glykopeptidy su testované z hl'adiska
schopnosti inhibovat hemaglutinaciu alebo inhibovat’ precipitdciu polysacharidu (alebo
glykoproteinu) v pritomnosti lektinu. Sacharid alebo lektin st imobilizované v otvoroch
mikrotitracnej dosti¢ky. Sleduje sa inhibi¢ny efekt roznych sacharidov na interakciu medzi
imobilizovanym lektinom (pripadne sacharidom) a jeho reakénym partnerom v roztoku.
S pouzitim Specialne upravenych glykocipov, s roznymi mono- a oligosacharidmi, je mozné
ur¢it’ Specifitu lektinu. Tato technika je jednoducha, rychla avyZaduje submiligramové
mnoZstvo materialu. ’

Z biologického hladiska je vyznamné, Ze interakcie medzi lektinom a ligandom sa

mdzu ligit' in vitro a vo fyziologickych podmienkach. %2

Specifita k sacharidom
Zo SirSieho hl'adiska m6Zzeme lektiny rozdelit’ na tie, ktoré viazu monosacharidy tak ako

aj oligosacharidy a lektiny rozoznavajuce iba oligosacharidy. Z hl'adiska biologickej aktivity

17



lektinov je dolezity fakt, Ze z vel’kého mnozstva monosacharidov vyskytujucich sa v prirode,

st dané sacharidy typickymi stavebnymi su¢astami povrchu eukaryotickych buniek. *

Lektiny $pecifické pre monosacharidy

Na zaklade Specifity sa lektiny klasifikujt do piatich skupin, podl'a toho, ku ktorému
monosacharidu vykazuji najvacsiu afinitu:
e Mandbza (Man)
e Galaktoza/ N-acetylgalaktozamin (Gal/GalNAC)
e N-acetylglukozamin (GICNAC)
e Fukdza (Fuc)
e N-acetylneuraminova kyselina (NeuNAc)
(tieto cukry majt D konfiguraciu, vynimajic fukézu, ktora je L)

Je to tzv. ,,primarna Specifita® lektinov. Lektiny s afinitou k inym monosacharidom su
vzacne. Malé mnozstvo patri do skupiny tzv. ,,promiskuitnych® lektinov. St nezvyc¢ajné
V tom, ze interaguju z roznymi typmi monosacharidov, viazu ich vSak na rovnaké viazbové
miesto. Niektoré maji ,,dvojitd“ Specifitu, to znamend, Ze sa moézu Sucasne kombinovat’
s rozliénymi sacharidmi. " 29

Rozlozenie lektinov patriacich do rozdielnych skupin nie je v prirode rovnomerné.
NajpocetnejSie a zaroven zastupené vo vSetkych triedach organizmov su lektiny $pecifické pre
Gal (a casto aj GalNAC).

Isté lektiny preukazuji anomericku Specifitu. RozliSuju teda, ¢i je substituent na uhliku

C1 v konfiguracii a alebo p a samozrejme jeden z anomérov preferuji. ’

Afinita k monosacharidom

Afinita lektinov k monosacharidom je zvycajne slaba, s asocianymi konstantami
vV milimolarnom rozpiti, je vSak Casto vysoko selektivna. To znamen4, Ze lektiny Specifické
pre Gal nereaguju s Glc (jej 4 epimér) alebo s Man (2 epimér galaktdzy), tak ako lektiny
Specifické pre Man neviazu Gal. Podobne, avsak s vynimkou WGA, zastupcovia skupiny so
Specifitou pre GlIcNAc sa nekombinuju s GalNAc.

V niektorych pripadoch lektiny neprejavuji k monosacharidom az tak znacnu
selektivitu. Vela lektinov toleruje variacie na uhliku C2 pyranézového kruhu. Vacsina
lektinov viazucich Gal interaguje tiez s GaINAc, v niektorych pripadoch prednostne (napr.

SBA - afinita k druhému monosacharidu je 25-50 krat vyssia nez ku galaktdze). Iné viazu oba
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monosacharidy s takmer rovnakou afinitou, ako napr. ECorL. Z tohto dévodu su klasifikované
ako jedna Specificka skupina, Gal/GalNAc, aj ked isté z nich (napr. PNA) vobec neviazu
GalNAc. Obcas sa lektiny kombinuju s monosacharidmi ktoré nie st Struktirne pribuzné, ale
maju podobné topografické vlastnosti. Napr. WGA viaze GICNAc aj NeuNAc, avSak
v porovnani s inymi GIcNAc a takisto GalNAc-$pecifickymi lektinmi, je to v slabSej miere.
Preskiimanie priestorovej Struktiry tychto monosacharidov odhalilo podobnost’ v poziciach
C2 (acetamidova skupina) a C3 (hydroxylova skupina) na pyranézovom cykle dvoch
hexozaminov s C4 a C5 N-acetylneuraminovej kyseliny. Su to miesta kritické pre kontakt
S vdzbovymi miestami lektinu. !

Vlastnosti aglykonu zna¢ne podmienuji interakciu glykozidu s lektinom. Najma
aromatické glykozidy sa viazu k mnohym lektinom ovela silnejSie nez alifatické, ¢o svedci
0 pritomnosti hydrofébnej oblasti v blizkosti miesta viaziiceho monosacharid.

Lektiny v spolo¢nej skupine sa mozu taktiez lisit’ v afinite k ostatnym derivatom. Napr.
Con A a favin viazu oba Glc, ale zatial’ ¢o afinita 3-O-metyl alebo fenyl éterov glukdzy ku
Con A je 20-30 krat nizsia nez u Glc, u favinu je 3-4 krat vyssia. Celkom nezvycajne, Con A
interaguje tiez s peptidmi, ktoré obsahuju zoskupenie aminokyselin Tyr-Pro-Tyr, s afinitou
podobnou ako k metyl-a-manozidu. Takéto peptidy sa moézu viazat' k lektinu vodikovymi
viazbami pomocou hydroxylovych skupin tyrozinu a hydrofébnymi interakciami pomocou

. . 1
uhlikov na aromatickom postrannom ret’azci.

Manoéza

Tato skupina sa povodne oznacovala ako Man/Glc-Specificka, pretoze ranné Studie
konkanavalinu A naznacovali, ze lektiny Specifické pre Man viazu aj Glc. Neskor vSak bolo
objavenych vela Man-$pecifickych lektinov zo skupiny jednokli¢nolistovych rastlin, ktoré
z Glc nereaguju. '

Galaktoéza/N-acetylgalaktozamin

Ako uz bolo spominané, vel'a lektinov ktoré viazu Gal, reaguje aj z GaINAc. V ramci
tejto skupiny je afinita k tymto cukrom variabilna. Lektin z druhu Arachis hypogea (PNA)
vobec neviaze GalNAC, na druhej strane lektin z druhu Molucella laevis ma afinitu k danému
sacharidu 500-krat vyssiu nez ku Gal a DBL viaze takmer vyluéne GalNAc. *°

N-acetylglukozamin

WGA ako aj vicsina Poaceae lektinov viaze GICNAC a jeho oligoméry spojené P4
vézbou, S afinitou ktora rastie predlzovanim retazca k Styrom zvyskom. Taktiez je jednym

z lektinov, ktoré viazu kyselinu sialovii vo volnej forme.
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Fukoza
Medzi lektiny Specifické pre Fuc patri lektin z rastliny Lotus tetragonolobus. Spésobuje
aglutinaciu erytrocytov krvnej skupiny 0. **

Kyselina sialové

Mnohé lektiny patriace do tejto skupiny neviazu vol'na kyselinu sialova, iba v pripade,
ak je napojena na d’al$i monosacharid, obvykle Gal, alebo na disacharidy ako laktoza alebo N-
acetyllaktozamin. Jednym z lektinov, ktory rozoznava volnu kyselinu sialova alebo jej

acetylderivaty, je lektin z listov druhu Morus alba. Ostatné sa prevazne Zivocisne. " >

Vizbové miesta pre monosacharidy

Vizbové miesta lektinov st vo forme plytkych priehlbin na povrchu proteinu. Typicky
sa sacharidovy ligand viaze k proteinu na jednom alebo dvoch kontaktnych miestach. Tym sa
lisia od bakterialnych periplazmatickych receptorov Specifickych napr. pre Glc ¢i Gal, kde je
ligand ,,uzavrety* vovnutri proteinu.

Lektiny sa viazu so sacharidmi hlavne pomocou vodikovych vézieb a hydrofébnych
interakcii, elektrostatické interakcie a koordinacné vdzby su tieZ pritomné. Vodikové vizby
vznikaji medzi hydroxylovymi skupinami cukru a NH-skupinami, hydroxylmi a kyslikovymi
atbmami proteinu. Ak obidva susedné hydroxyly monosacharidu interaguju s réznymi
atdmami tej istej aminokyseliny (napr. dva kysliky karboxylu glutdmovej kyseliny), vznikaji
dvojité vodikové vizby.

Lektiny z celade Fabaceae, bez ohladu na Specifitu, viazu ligandy pomocou
postrannych retazcov, ktoré¢ obsahuji tri kliCové aminokyseliny: kyselinu asparagovu,
asparagin a aromaticki aminokyselinu alebo leucin. Nahrada kyseliny asparagovej alebo
asparaginu za inu aminokyselinu, spdsobena mutagenézou, vedie u niektorych lektinov
(ECorL, PSL, GSL-II) k strate schopnosti viazat’ sacharid. Tieto dve aminokyseliny taktiez
zohravaju ulohu pri koordindcii 16nu kalcia. Ten je pritomny vo vSetkych zastupcoch ¢el'ade a
je nevyhnutny pre vizbu sacharidu. Specifickou charakteristikou vizbového miesta je
zriedkava cis-peptidicka vdzba medzi spominanou asparagovou kyselinou a predchadzajucou
aminokyselinou, ¢o je obvykle alanin. Vdzba zohrava ddlezitu tlohu pri spravnej orientacii
asparagovej kyseliny.

Aminokyseliny tvoriace vidzbové miesto lektinov celade Fabaceae pochadzaju zo
Styroch fragmentov polypeptidového retazca. Tie vytvaraju slucky (loops) a oznacuju sa A,
B, C aD. Asparagova kyselina a glycin, ktoré st zachované u vSetkych lektinov celede

Fabaceae, st stCastou fragmentov A a B, asparagin a hydrofébny zvySok st pritomné v Casti
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C. Existuje vztah medzi dizkou slu¢ky D a $pecifitou k monosacharidu. Napr. u vietkych
lektinov so $pecifitou pre Man, ma ¢ast’ D identicka dizku (pozostava z 18 aminokyselin),
ktora sa lisi od lektinov Specifickych pre Gal/GalNAc a tiez od lektinov, ktoré su Specifické

len pre oligosacharidy. *

Lektiny $pecifické pre oligosacharidy

Lektiny patriace do totoznej skupiny sa moézu odliSovat v afinite k prislusnému
monosacharidu alebo jeho derivatom. Niektoré interaguja s di-, tri- a tetrasacharidmi
s asociatnou konsStantou az niekolko tisickrat vySSou nez je tomu u monosacharidov.
V danych oligosacharidoch sa monosacharid, ku ktorému je lektin Specificky, obvykle
nachddza na neredukujucom konci, aj ked’ niektoré (napr. Con A a WGA) rozpoznavaju
komplementarny cukor vo vnutornej pozicii retazca.

Ako uz bolo spomenuté, ur€ité lektiny interaguju vyluéne s oligosacharidmi, no medzi
rastlinami st zriedkavé. V tejto skupine prevladaju lektiny Specifické pre oligosachridy, ktoré
maju v terminalnej neredukujticej Casti retazca kyselinu sialova. Lektiny rozoznavajice
oligosacharidy zakoncené inym typom monosacharidu su malo pocetné, zatial'¢o lektiny
rozoznavajuce glykozaminoglykany st vzacne.

Lektiny so Specifitou pre oligosacharidy obsahujuce kyselinu sialova st pritomné

u zivocichov a virusov ale zriedkavé u inych organizmov. Iba niekol’ko z nich bolo najdenych
aj V rastlinach, napr. v kore druhu Sambucus nigra.

Oligosacharidy s galaktézou s ligandom napr. pre lektiny obsiahnuté v hubach
Agaricus bisporus a Arthrobotrys oligospora. Huba Marasmius oreades zasa obsahuje lektin,
ktory je jediny znamy so Specifitou pre Gala3Gal.

Specifitu pre oligosacharidy obsahujice N-acetylglukozamin, podobné oligosacharidom

V chitine, maju vyhradne lektiny pritomné v ¢eladi Solanaceae (Solanum tuberosum,
Lycopersicon esculentum a Datura stramonium). Ich afinita je u tetramérov vySSia nez

u dimérov a je taktiez vi&sia ako u monosacharidov. ’
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Tabulka 1. PrehPad $pecifity lektinov k sacharidom '

Sacharid Zdroj lektinu (zastupcovia)

e Allium sativum

e Artocarpus integrifolia (KM+,
artokarpin)®

e Calystegia sepium”

Canavalia ensiformis®

Crocus sativus

Dioclea grandiflora®

Dolichos lablab

Galanthus nivalis

Helianthus tuberosus

Lathyrus ochrus?

Lens culinaris®

Listera ovata

Musa acuminata®

Narcissus pseudonarcissus

Pisum sativum?

Scilla campanulata

Vicia faba®

Manoza

Abrus precatorius

Adenia digitata

Arachis hypogea

Artocarpus integrifolia (jacalin)
Coprinus cinereus

Dolichos biflorus

Erythrina corallodendron
Glycine max

Griffonia simplicifolia (GSL-1)
Iris hollandica

Molucella laevis

Momordica charantia
Phaseolus limensis

Phaseolus vulgaris®

Ricinus communis

Robinia pseudoacacia

Viscum album

Galaktoza/N-acetylgalaktozamin

Datura stramonium?®

Griffonia simplicifolia (GSL-1I)
Lycopersicon esculentum®
Oryza sativa

Phytolacca americana

Solanum tuberosum®

Triticum aestivum®

Ulex europaeus (UEA-II)
Urtica dioica

N-acetylglukozamin
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e Lotus teragonolobus
e Ulex europaeus (UEA-I)
e Griffonia simplicifolia (GSL-1V)®

Fukoza

e Morus alba
Sialova kyselina e Sambucus nigra

e Triticum aestivum®
e Maackia amurensis

a

viaze aj Glc
b

viaze aj Mal

¢ viaZe aj kyselinu sialovli

dViaze aj N-acetylglukozamin

® vykazuje $pecifitu len k oligosacharidom

tzv. Promiskuitné lektiny

Do tejto skupiny moézeme zaradit WGA. Ten ma schopnost’ viazat sa jednak
s N-acetylglukozaminom ale takisto aj s N-acetylneuraminovou kyselinou. Dal§im prikladom
st dva blizko pribuzné Gal/GalNAc-specifické lektiny z hl'uz druhu Iris hollandica, ktoré
rozoznavaju aj manézu. Okrem toho, podl'a nedavnych studii, lektin Specificky pre galaktézu-

jacalin, taktieZ viaze manézu. *

Lektiny s dvojitou Specifitou

Lektiny majice dve vizbové miesta na jednej podjednotke st zriedkavé. Kazdé miesto
je $pecifické pre iny cukor, lektin preto moze viazat’ suasne odligné ligandy. ’

Takéto lektiny sa nasli v druhoch Xanthosoma sagittifolium a Arthrobotrys oligospora.
Zaujimavé su aj lektiny rodu Tulipa. Pri testovani so zajaimi erytrocytmi bolo mozné
inhibovat’ aglutiniciu jedine zmesou o-manozidu a N-acetylgalaktozaminu. Pri pouziti
Pudskych erytrocytov vSak bola aglutinicia inhibovana N-acetylglukozaminom, laktézou,

fukozou alebo galaktozou. ' 3

Vvznam konformacie oligosacharidov

Afinita k oligosacharidom je podmienena hlavne tvarom oligosacharidov — st to
flexibilné molekuly s moznost'ou rotacie okolo glykozidickych vézieb spajajucich jednotlivé
monosacharidy. To bolo demonstrované na zaklade molekularneho modelovania, ako aj
pomocou NMR s§tadii oligosacharidov v roztoku. Vdaka flexibilite retazca mozu teda
oligosacharidy, ktoré sa liSia chemickou Struktirou, ale maju podobné topografické érty,

viazat' rovnaky lektin. Na druhej strane, rozlicné lektiny s podobnou S$pecifitou mozu
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rozpoznavat rozdielne miesta na tom istom oligosacharide. To znamend, ze jeden

oligosacharid je nositefom réznych informacii, ktoré st dekodované roznymi lektinmi. 7

Lektin uprednostiiuje konformér, ktory je priestorovo najvhodnej$i na obsadenie

védzbového miesta. Tento vSak nemusi byt v roztoku najviac preferovany. 36,31

Lekzymy (Leczymes)

Existuju aj lektiny vykazujice enzymatickl aktivitu, ktora vSak nesuvisi s ich Specifitou
k sacharidom. St oznaCované ako lekzymy. Ricin a pribuzné lektiny patria tiez medzi

lekzymy s RNA N- glykozidazovou aktivitou. "
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4. Vyskyt a funkcia lektinov v rastlinach

4.1. Vyskyt lektinov v rastlinach a inych organizmoch. Ich detekcia
a izolacia

Lektiny sa vyskytuji v podstate vo vSetkych triedach a ¢eladiach preskiimanych
organizmov, hoci nie v kazdom rode ¢i druhu. Ich distribucia je v ramci jednotlivych pletiv
a buniek variabilna abyva ovplyvnena réznorodymi faktormi, ako je napriklad vyvojové

stadium, vek alebo podmienky za patologického stavu. ’

Vyssie rastliny

Lektiny boli detekované vo viac nez 1000 druhoch rastlin a niekol’ko stovak z nich sa
podarilo izolovat. Prevazna vicSina bola ziskand z0 semien, obzvIlast lektiny
dvojkli¢nolistovych rastlin celade Fabaceae, kde sa v semenach akumuluji poc€as dozrievania
amizni po kliceni. Mézu tvorit az 10% celkového mnozstva semennych proteinov, no
izolované kvantity st zvyc€ajne nizSie, medzi 0,1 az 1%. Lokalizacia vovnutri semien sa medzi
rastlinnymi ¢el'ad’ami lisi. 39,40

V semenach Celade Fabaceae je vacSina lektinov lokalizovana v zarodo¢nych listoch v
proteinovych telieskach. Su to subcelularne organely pribuzné lyzozémom, obsahuju lektiny
v komplexe s endogénnymi proteinmi nazyvanymi ,.lectin binders®. V ¢el'adi Euphorbiaceae
je endosperm hlavnym miestom vyskytu lektinov, ktoré su takisto uzavreté do proteinovych
teliesok. V podzemkoch rastliny Calystegia sepium je lektin v cytoplazme, zatial’ co v ¢ed’adi
Poaceae je v semennom embryu. 3% 4

Popri semenéch boli lektiny ndjdené vo vSetkych druhoch vegetativnych pletiv. Obsah
lektinov v tychto pletivach je variabilny a vykazuje sezonne zmeny. Je obvykle nizsi ako
Vv semenach, no moéze dosahovat’ az 30% celkovych pletivovych proteinov, napriklad cibulové
lektiny cesnaku, ¢i naopak len nie¢o okolo 0,01% ako je tomu v listoch poru.

Vicsina rastlinnych pletiv obsahuje jediny lektin, avSak prilezitostne dva i viac lektinov
lisiacich sa v sacharidovej $pecifite. Dva rozli¢né lektiny sa nachadzaji napriklad v semenach
druhov Ulex europaeus, Artocarpus integrifolia a Vicia cracca, kym v semenach druhu
Griffonia simplicifolia najdeme tri rézne lektiny. Lektiny s rozdielnou Specifitou sa tiez

nachadzaju v kére Sambucus nigra a tiez v druhu Sophora japonica. V ramci jednej rastliny
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nie st lektiny obmedzené iba na jedno pletivo. St zname pripady, ked’ s lektiny najdené vo
vegetativnych Castiach rastliny identické s tymi v semenach (napr. tri lektiny v semenach
druhu Griffonia simplicifolia st pritomné aj v listoch), no nie je to vzdy tak. Napriklad
v rastline Dolichos biflorus, najrozsiahlejSie Studovanej rastline ohladom distribucie lektinov
Vv réznych pletivach, listy obsahuju lektin (DB58) homologicky tomu v semenach (DBL), ale

v, . . . . 41
s ur¢itymi odliSnostami v Specifite.

PrileZitostne sa jeden lektin, obzvlast v ¢el'adi Fabaceae, vyskytuje ako zmes izoforiem
ozna¢ovanych izolektiny. Typicky maji rovnaka molekularnu $truktiru, no mézu mat’ mierne
rozdielnu Specifitu alebo niektoré fyzikalne vlastnosti, ako napr. elektricky naboj. Izolektiny
zo semien druhu Maackia amurensis maju ind bunkova Specifitu, jeden z nich (MAH)
vykazuje hemaglutinacnu a druhy (MAL) leukoaglutina¢nti aktivitu.

Niektoré izolektiny pochadzaju zo zretelne odlisnych génov, ako je to aj v pripade
WGA. Iné su vysledkom rdznych posttranslaénych modifikacii produktu jedného génu, alebo
roznych zoskupeni blizko pribuznych podjednotiek.

GSL-I je vlastne rodina piatich izolektinov, kazdy je tetramericky, tvoreny jednym
alebo dvoma typmi podjednotiek, A a B, ktoré sa si ve’'mi podobné molekularnou velkostou
a kompoziciou aminokyselin, no majui odli$nt Specifitu.

PHA izolektiny takisto reprezentuji rodinu piatich tetramerickych proteinov. St tvorené
dvoma typmi podjednotiek, E a L. LiSia sa v sacharidovej a bunkovej Specifite a taktiez
v biologickej aktivite: E; (E-PHA) ma siln hemaglutina¢nti aktivitu, Ly (L-PHA) ma
leukoaglutina¢nti a vyrazni mitogénnu aktivitu. Prechodné formy (E;Ls, E;L, alebo EsL;) si
zachovavaju aktivitu oboch typov, aj ked’ v nizSej miere.

Podobné zmesi izoforiem najdeme aj v semenach druhu Vicia villosa, v kore druhu
Maackia amurensis, Robinia pseudoacacia a Sophora japonica. V semenach rastliny Datura
stramonium su pritomné tri izolektiny, dva z nich st homodiméry - tvorené bud’ A alebo B
podjednotkami, treti je heterodimér - zlozeny z oboch podjednotiek. Dva typy lektinu (toxin
a aglutinin) boli najdené medzi ostatnymi napr. v semenach druhov Ricinus communis

a Abrus precatorius. Su §pecialnym typom izolektinov. " 4% 42

NizSie rastliny
Hemaglutina¢né aktivita bola detekovand u mnohych druhov morskych rias, hlavne

cervenych. AvSak iba zopar lektinov bolo Cistenych a charakterizovanych, ako napriklad
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lektin zo =zelenej riasy Codium fragile subsp. tomentosoides, S$pecificky pre N-

acetylgalaktozamin, & galaktoza-Specificky lektin z Gervenej riasy Ptilota filiciana. ’

Huby
Medzi prvymi hubami, z ktorych sa izolovali lektiny, boli Agaricus campestris

a Agaricus bisporus. V stucasnej dobe je uz znamych mnoho d’alSich. Lektiny sa taktiez nasli
vo fytopatogénnych hubach, akymi st Botrytis cinerea, Pleurotus ostreatus, Rhizoctonia
solani, v zastupcoch celade Sclerotiniaceac a v hube s antinematdodnou aktivitou,
Arthrobotrys oligospora. V nedavnej dobe bol z druhu Marasmius oreades izolovany lektin
S unikatnymi vézbovymi vlastnostami a Specifitou pre krvna skupinu B . V druhu Coprinus
cinereus sa zasa naSiel galektin - prvykrat bol zastupca tejto skupiny lektinov objaveny mimo
Zivo&isnu rigu, 3% 4344 4

Lektiny boli izolované aj z niektorych druhov kvasnic, napr. galaktoza-Specificky lektin

zo Saccharomyces cerevisiae a dva z Kluyveromyces bulgaricus, z toho jeden $pecificky pre

galaktozu a d’al§i pre N-acetylglukozamin. ’

Zivoéichy

Do roku 1980 boli hlavnym zdrojom zivocisnych lektinov najmé bezstavovce. Lektiny
s vysSich Zivocichov sa ziskali az neskor a pocet novoobjavenych neustdle narasta. Zatial' o
rastlinné lektiny maju podobné vlastnosti v ramci jednotlivych celadi, zivociSne casto
vykazuju podobnost’ aj napriek tomu, Ze maji taxonomicky odliSny povod. S preto
klasifikované na zaklade sacharidy-rozoznavajucich domén (carbohydrate recognition
domains, CRDs). Existuje 12 strukturalnych skupin zivo¢isnych lektinov, hlavnymi su lektiny
typu C, galektiny a siglektiny. Niektoré lektiny sa vSak neradia ani do jednej zo zndmych

skupin. 7 %

Stavovce

Najviac rozSirenou skupinou Zivo¢iSnych lektinov st galektiny (pdvodne nazyvané
lektiny typu S), Specifické pre galaktézu. U cicavcov ich bolo popisanych 12, d’alSie sa nasli
u vtakov, niz8ich stavovcov, ¢ervov a Spongiovitych hub. Nachadzaju sa takmer vo vSetkych
typoch buniek, vo vnutri buniek aj mimo nich. Jednotlivé typy buniek vSak prednostne

obsahuju urc€ity galektin. Napriklad galektin-5 je typicky hlavne pre erytrocyty.
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Lektiny typu C ziskali pomenovanie vd’aka nevyhnutnosti vapenatych ionov pre vizbu

sacharidu. St bohato zastupené. Mnohé znich st spojené s plazmatickou membranou
a intracelularnymi membrénami. Patria sem tri hlavné skupiny:

e endocytické lektiny - napriklad HBP (hepatic binding protein), lokalizovany na
parenchymalnych hepatocytoch, alebo pecenovy asialoglykoproteinovy receptor
(ASOGR).

e kolektiny - su z tejto skupiny jediné rozpustné a membranovo neviazané. Patri sem
napr. mandzu-viazaci lektin (MBL) pritomny v sére a v pecCeni a surfaktantové
proteiny A a D v alveolach.

e selektiny - (E-, L- a P-) si membranové lektiny vyskytujlice sa v cievnom endotele
a v leukocytoch.

L-selektin sa nachadza na monocytoch a neutrofiloch, T, B a NK bunkach.
E-selektin je obmedzeny na endotelidlne bunky, jeho expresia je indukovana

cytokinmi (interleukin-1, tumor nekrotizujtci faktor) v procese zapalu.

V suvislosti s lektinmi typu C boli objavené mnohé proteiny obsahujuce domény
podobné CRD doménam C-lektinov, takzvané CTLDs (C-type lectin-like domains) pritomné
aj na povrchovych receptoroch NK buniek. Tieto proteiny vSak nemaji schopnost’ viazat
sacharidy.

Dalsia skupina, lektiny typu P, ma iba dvoch zastupcov, no vyskytuju sa vo vicsine

bunkovych typov. St $pecifické pre mandza-6-fosfat.

Siglektiny predstavuji skupinu 11 lektinov, nachadzaji sa v nervovm systéme. Su to
membranové glykoproteiny Specifické pre kyselinu sialovi. Obsahuju rozny pocet domén
podobnych imunoglobulinu.

Pentraxiny su oligomerické plazmatické proteiny. Ich podjednotky st diskovite
usporiadané a maju cyklicka pentamericku symetriu. Patri sem C-reaktivny protein a sérovy

amyloid P. "%/

Bezstavovce
Lektiny sa prakticky vyskytuju vo vsetkych triedach a podtriedach bezstavovcov. Napr.
v kraboch, slimakoch, helmintoch, hmyze. Pravdepodobne najznamejsie su lektiny zo

zahradného slimaka Helix pomatia a zo séra kraba Limulus polyphemus.
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Mikroorganizmy

Lektiny boli izolované aj =z niektorych druhov prvokov, napriklad z povrchu
patogénnych organizmov Entamoeba hystolytica, z merozoitov pévodcu malarie Plasmodium
falciparum, z druhu Trypanosoma cruzi sposobujuceho Chagasovu chorobu a tieZ
Z niektorych druhov rodu Trichomonas.

U baktérii sa lektiny vyskytuji vo forme submikroskopickych vlaskovitych vybezkov
znamych ako fimbrie (napr. u E.coli, Salmonellae spp.), u niektorych su intracelularne
(Pseudomonas aeruginosa).

Z virusov su najviac preskiimané lektiny influenza a polyoma virusov patriacich medzi

orthomixoviry a papovaviry, z retrovirov je to HIV. ’

Detekcia pritomnosti lektinov
Klasicka a stale najjednoduchsia metdda na zistenie pritomnosti lektinov v biologickom

materidle je priprava extraktu z daného materidlu a skaSanie schopnosti aglutinovat
erytrocyty. VylepSeny spdsob skriningu spoc¢iva v schopnosti lektinov precipitovat
polysacharidy alebo glykoproteiny. Ak je reakcia pozitivna, je nevyhnutné preukazat, ze
aglutinacia alebo precipitacia je Specificky inhibovana mono- alebo oligosacharidmi.

K hemaglutindcii sa najcastejSie pouzivaju 'udské alebo krélicie erytrocyty, niekedy sa
ich senzitivita k aglutinacii zvySuje pomocou trypsinu ¢i sialidazy. Hemaglutinacia taktiez
sltzi k monitorovaniu a kvantifikacii lektinovej aktivity v procese purifikacie.

Aby doslo k aglutinacii, lektin sa musi naviazat na bunky a vytvorit medzi nimi
skrizené vizby. Nie je tu vSak jednoznaény vztah medzi mnoZstvom naviazaného lektinu
a mierou aglutinacie. St zndme pripady, kedy je na bunky viazané zna¢né mnozstvo lektinu,
bez vzniku aglutinacie. Pokial sa aglutinacia objavi a je inhibovana mono- alebo
oligosacharidmi, je to naznak Ze sacharidové Struktury, pre ktoré je lektin Specificky, su
pritomné na povrchu bunky.

Lektinmi vyvolana aglutinacia sa takisto pouziva pri §tidiu zmien bunkového povrchu

v priebehu fyziologickych a patologickych procesov. "

Izolacia a Cistenie lektinov
V minulosti boli lektiny ziskavané vyhradne z prirodnych zdrojov, dnes vSak moézu byt

vyrabané aj pomocou rekombinantnych technologii.
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Prvym krokom izolacie lektinu je extrakcia pletiva alebo rastlinného orgéanu. K tomu
sa pouziva neutralny pufor. Ten mdze obsahovat’ inhibitory protedz, ktorych tlohou je
zamedzit' degradécii lektinov pocas purifikacie. Pri tivodnej frakcionacii hrubého
extraktu (napr. precipitaciou so siranom amoénnym) sa ziska frakcia zbavena
polysacharidovych  primesi. Konecna purifikdcia sa prevadza afinitnou
chromatografiou pomocou vhodného adsorbenta. Syntetické nosi¢e pre afinitna
chromatografiu vyvinul Jan Kocourek na Karlovej Univerzite v Prahe. Pomocou nich
sa mu podarilo izolovat’ a charakterizovat’ asi péatdesiat lektinov, vac¢Sina z nich bola
izolovana prvykrat.

Lektiny je mozné ziskat aj technolégiou rekombinantnej DNA. Je zalozena na izolacii
cDNA alebo genomickej DNA lektinu, jej inzercie do vhodného vektora a expresie
Vv hostitel'skej bunke. Izoldcia cDNA vyzaduje poznat’ asponi ¢ast’ primarnej sekvencie
daného lektinu alebo Struktirne podobného. Touto technologiou boli v E. coli
exprimované napr. lektiny zdruhov Pisum sativum, Erythrina corallodendron,
Arachis hypogea a Griffonia simplicifolia. Na expresiu rastlinnych lektinov sa pouzili
okrem E. coli aj iné organizmy, napr. Saccharomyces cerevisiae pre WGA, bunky

hmyzu pre PNA a opiéie bunky pre SBA. 3% 8
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Tabul’ka 2. Vyskyt lektinov v dvejkli¢nolistovych rastlinach (Dicotyledonopsida)

7, 49, 66-69

Cerad Latinsky ndzov Cesky nazov |Slovensky nazov |Nazov lektinu/skratka L\?I;glsltzliancéa Specifita
Asteraceae Helianthus tuberosus sluneénice topinambur topinambur hliznaty HTL H Man
Convolvulaceae Calystegia sepium opletnik plotni povoja plotna calsepa @] Man, Mal
Cucurbitaceae Momordica charantia hotka okurka momordika horka momordin A S Gal/GalNAc
Ricinus communis skodec obecny ricin oby¢ajny RCA, ricin S Gal/GalNAc
Euphorbiaceae
Hura crepitans hura rachotiva S, X Gal/GalNAc
Abrus precatorius sotorek rizencovy ruzencovec oby¢ajny abrin, APA S Gal/GalNAc
Arachis hypogea podzemnice olejna podzemnica olejna PNA S Gal/GalNAc
Bauhinia purpurea bauhinia sp. BPA S Gal/GalNAc
Bowringia mildbraedi BMA S Man/Glc
Canavalia ensiformis dlouhatec mecovity kanavalia sp. Con A S Man/Glc
Dioclea grandiflora DGL S Man/Glc
Fabaceae Dolichos biflorus dlouhatec dvoukvéty lablab dvojkvety DBL, DB58 S L Gal/GalNAc
Dolichos lablab dlouhatec obecny lablab oby¢ajny FRIL S Man
Erythrina corallodendron zardénice obecna koralnik obyc¢ajny ECorL S Gal/GalNAc
Erythrina cristagalli Zardéﬁif‘;ié‘r‘l’houﬁ Koralnik hrebenity ECL s Gal/GalNAc
Glycine max soja lustinata soja fazulova SBA S Gal/GalNAc
Griffonia simplicifolia GSt Sl S GallGalliAc, GleNAc,
Lathyrus ochrus hrachor zlutoplody hrachor zltoplody LOL S Man/Glc
Lens culinaris cocka jedla SoSovica jedla LCL S Man/Glc
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Lotus tetragonolobus 'adenec sp. LTA S Fuc
Maackia amurensis MAL, MAH S NeuNAc-0OS
Onobrychis vicifolia vicenec ligrus vigenec vikolisty S Man/Glc
Phaseolus lunatus fazul’a mesiacovita LBA S Gal/GalNAc
Phaseolus vulgaris fazol obecny fazul’a obycajna PHA S Gal/GalNAc-0S
Pisum sativum hrach sety hrach siaty PSL S Man/Glc
Psophocarpus tetragonolobus psofokarp paladencovy WBA-I, WBA-II S Gal/GalNAc
Robinia pseudoacacia trnovnik akat agat biely robin K Gal/GalNAc
Sophora japonica jerlin japonsky sofora japonska SJL S, K Gal/GalNAc, Man/Glc
Ulex europaeus hlodas evropsky utesovec eurdpsky UEA-I, UEA-II S Fuc, (GIcNACc),
Vicia faba bob obecny vika sp. Favin S Man/Glc
—— Artocarpus integrifolia | chlebovnik celolisty | chlebovnik celistvolisty ja‘;ar'tiﬂéa'r(p'\i"n*’ s Galf Gam‘g‘;é':ga”/ Gle,
Maclura pomifera maklura oranzova maklura oranzova MPA S Gal/GalNAc
Musaceae Musa acuminata bananovnik bananovnik koncistolisty P Man/Glc
Adenia digitata adenia prsnata modeksin R Gal/GalNac
Passiflorace
Adenia volkensii adenia Volkensova volkensin R
Phytolaccaceae Phytolacca americana licidlo americké licidlo americké PWM R (GIcNAC) .4
Sambucaceae Sambucus nigra bez ¢erny baza ¢ierna SNA K NeuNAc-0S
Datura stramonium durman obecny durman obyc¢ajny DSA S (GIcNAC) .4
Solanaceae Lycopersicon esculentum rajce jedlé rajciak jedly LEA/TL P (GIcNAC) .4
Solanum tuberosum lilek brambor I'ulok zemiakovy STL H (GIcNAC) 4
Urticaceae Urtica dioica kopfiva dvoudoma pthl'ava dvojdoma UDA @] (GIcNAC) .4
Viscaceae Viscum album jmeli bilé imelo biele ML-I (viskumin),ML-Il, ML-I1I ZP Gal/GalNAc
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TabuPka 3. Vyskyt lektinov v jednokli¢nolistovych rastlinach (Monocotyledonopsida) [7, 49, 66-69]

P . ;o X ;o Lo . , Lokalizacia % o
Celad Latinsky ndzov Cesky nazov Slovensky ndzov |[Ndzov lektinu/skratka v rastline Specifita
Galanthus nivalis snézenka podsnéznik snezienka jarna GNA C Man
Amaryllidaceae - -
Narcissus pseudonarcissus narcis zluty narcis zlty NPL Cc Man
Iridaceae Iris hollandica kosatec holandsky kosatec holandsky C Gal/GalNAc, Man
Allium sativum Cesnek kuchynisky cesnak kuchynsky ASA Cc Man
Liliaceae
Scilla campanulata scila zvonkovita scila sp. SCA C Man
Orchidaceae Listera ovata bradacek vejcity bradacik vajcovitolisty LOA L Man
Oryza sativa ryze seta ryza siata S GIcNAc
Poaceae
Triticum aestivum pSenice seta pSenica siata WGA z GIcNAc, NeuNAc
C cibula
H hl'uza
K kora
L list
O podzemok
P plod
R koren
S semeno
X latex
Z zarodok
ZP  zelené pletivo
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4.2. Funkcia lektinov v rastlinach

Lektiny maju v prirode znacne Siroku Skalu funkcii, pricom vsetky su zalozené na ich
schopnosti rozoznavat’ a viazat’ sacharidové Struktary glykokonjugatov, jednak v roztoku ale
i na povrchu buniek. Pretoze sacharidy mozu byt Specifické pre rozne druhy organizmov, ich
tkaniva alebo bunky, jednotlivé typy lektinov dokazu rozliSovat’ vlastné a cudzie sacharidy.

To je podstatou imunity a obrany rastlin a Zivo&ichov pred nepriatelmi.*°

Uloha sacharidov v bunkovom rozpoznavani
Lektiny a sacharidy, pritomné na povrchu buniek, sa podielaji na bunkovom

rozpoznavani. Sacharidy maju obrovsky potencial kodovat’ biologické informacie. Tento
potencial prameni z faktu, Ze monosacharidy st multifunkéné zluceniny, zvycajne s tromi
alebo Styrmi vol'nymi hydroxylmi, z ktorych kazdy méze kovalentne viazat’ d’al$i sacharid a
alebo B védzbou a vzniknuté oligosacharidy alebo polysacharidy sa mézu dalej vetvit.
V porovnani s aminokyselinami ¢i nukleotidmi, sacharidy dokazu na jednotku hmotnosti
kodovat ovela vidcSie mnozstvo informdacii. Dve molekuly glukézy moézu vytorit 11
odlisnych disacharidov, kym z dvoch aminokyselin alebo nukleotidov vznika iba dipeptid
alebo dinukleotid. So zvySujlicim sa po¢tom stavebnych jednotiek je tento kontrast vyrazne;jsi.
Kym 4 rézne monosacharidy mézu utvorit’ 3,55x10” unikatnych tetrasacharidov, 3tyri odligné
aminokyseliny iba 24 tetrapeptidov. Zo vsetkych moznych sacharidovych struktir bola
doteraz najdend v prirode iba mald Cast, avSak tento pocet sa neustile zvySuje a v sucasnosti

sa pohybuije v tisicoch. >

Uloha lektinov v rastlinach

Napriek tomu, Ze rastlinné lektiny s zname dlhSiu dobu ako lektiny z inych
organizmov, ich uloha je diskutabilna. Pravdepodobne maju lektiny z réznych celadi aj iné
fyziologické funkcie. %2

Uz od pociatku Studii rastlinnych lektinov sa vedci snazili objasnit’ ich tlohu vo
fyziologii rastlin. Existovali dohady o tom, ze lektiny maji funkciu protilatok a ochraiuju
rastliny pred skodlivymi podnymi baktériami, reguluju kli¢enie semien, alebo sa zucastiiuju
transportu a uskladnenia sacharidov. Aj ked’ sa tieto hypotézy nepotvrdili, existuju dve, ktoré

, , ;. )y . 4,
Su uznavanc aj v sucasnosti
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e Lektiny zohrdvaju doélezita tlohu pri symbidze medzi baktériami fixujicimi dusik
(hlavne rodu Rhizobium) a rastlinami z ¢el'ade Fabaceae. Tento proces je nesmierne
délezity v dusikovom cykle a v pol'nohospodarstve. >

e Druha tedria je vSeobecnejSia a navrhuje, ze lektiny sliZzia rastlinam ako obrana proti
roznym druhom fytopatogénnych hub a hmyzu, ako aj predatornym bezstavovcom

a stavovcom. >+ >°

Lektiny ako mediatory symbiozy raslin a baktérii fixujucich dusik

Schopnost’ rastlin ¢elade Fabaceae $pecificky tvorit' symbioticky vztah s podnymi
nitrogénnymi baktériami (rod Rhizobium) bola dlho putavym fenoménom. Ked baktérie
narazia na koreiiové vlasky v pdde, naviazu sa na ne a nasleduje fdza pozmenovania
rastlinnych koreniov. Dochadza k deformécii a skrucaniu koreniovyvh vlaskov, inicidcii
bunkového delenia a nodulacii. Vznikaju tak korenové uzly schopné fixovat vzdusny dusik.
Mechanizmus sice nie je celkom jasny, ale predpoklada sa, ze prvym krokom je vysoko
Specificky kontakt baktérii s povrchom korenovych vlaskov. To znamena, Ze druh baktérii
ktory noduluje napr. s6ju nemoze nodulovat’ zdhradny hrach. Myslienka, Ze v tomto procese

je vyznamna tloha lektinov, je vyse 30 rokov stard. ’

Interakcia baktérii a korenovych vlaskov vznika na zaklade kontaktu medzi sacharidmi
bakteridlneho povrchu a lektinmi v korefioch bobovitych rastlin. To je podstatou tzv.
,lektinovej rozpoznavacej hypotézy“. Zo zaciatku bola tato hypotéza kontroverzna, najma
kvoli nedostatku dokazov. Okrem toho, korelacia medzi Specifitou rastlinného lektinu
a schopnost’ou rozpoznavat’ nodula¢né baktérie nie je az tak striktna. Napriklad heterologické
baktérie rodu Rhizobium adheruju ku koreiom hrachu rovnako ako symbiont Rhizobium
leguminosarum. Aplikovanie metéd molekularnej genetiky dospelo k vysledkom, ktoré sice
lektinovll rozpoznévaciu hypotézu podporuji, ale nevyvracaju jej kontroverzitu. Transgénne
d’ateliny, ktoré obsahovali gén preneseny z hrachu mohli byt nodulované baktériami
Specifickymi pre hrach. Podobné vysledky boli ziskané aj s transgénnymi alfalfa rastlinami
nesucimi rovnaky gén. Transfekcia hrachovym génom, v ktorom bola zmutovani cast
kodujtca klicova aminokyselinu (asparagin 125), viedla aj k strate citlivosti vo¢i infekcii

hrachovymi symbiontmi. "+ 54 56 57 58

V paralenych nézavislych Stadiach sa zistilo, Ze Specifita symbiotického vztahu medzi

nitrogénnymi baktériami a bobovitymi rastlinami suvisi s lipo-chitooligosacharidovymi
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(LCO) signalnymi molekulami, tiez nazyvanymi nodula¢né faktory, ktoré su produkované

baktériami a indukuji bunkové delenie v korenoch rastliny. Tieto faktory pozostavaju
zZ chitinovej oligosacharidovej kostry, ktora je N-acetylovana nenasytenymi mastnymi
kyselinami na neredukujucom konci. Faktory sa medzi sebou lisia v dizke hlavného ret'azca a
V substitucii zbytkov nan viazanych. Modifikdcia urcuje Specifitu nitrogénnych baktérii
k hostitel'skej rastline, prikladom je Dolichos biflorus, ktorého korenovy lektin
s enzymatickou aktivitou (LNP, lektin-nukleotid fosfohydrolaza) viaze nodula¢ny faktor
Specificky pre materska rastlinu. Preinkubacia koretiov druhu Dolichos biflorus s antisérom
proti rekombinantnému LNP inhibovala deformaciu a noduléaciu korenovych vlaskov. Okrem
toho bol lektin rozne distribuovany po povrchu koreiia v zénach kde doslo k nodulacii. Blizko
pribuzné homoloégy tohoto lektinu st pritomné aj v inych rastlinach ¢elade Fabaceae, kde

zohravaju podobnt ulohu pri symbidze s baktériami, ale nie v inych ¢el'adiach. 59,60, 61, 62

Obrana rastlin pomocou lektinov

Ur¢ité rastlinné lektiny st toxické pre hmyz a vysSie organizmy a niektoré inhibuju rast
hub. Zugastiiuju sa teda obrany proti predatorom a réznym typom fytopatogénov. ’

Vicsina informadcii o toxickom efekte lektinov pochddza z expetimentalnych podavani
PHA zvieratam, alebo z ndhodnych otrdv ludi nedovarenymi fazulami. Po poziti PHA
experimentalnymi zvieratami sa lektin viaze na bunky kartacového lemu ¢Ereva, kde rychlo
nasleduje endocytéza. Po vstupe do buniek lektin zvysi ich metabolickt aktivitu, ¢o vedie
k hyperplazii a hypertrofii tenkého creva. Naviac, ingescia PHA alebo surovych fazuli
sposobila u pokusnych zvierat akitnu nauzeu nasledovant zvracanim a hnackou. Celkovy
dyskomfort bol tak silny, Ze zvieratd sa ndsledne zdrahali konzumovat’ potravu obsahujucu

PHA a v niektorych pripadoch radSej hladovali. 27

Lektiny pritomné v kore rastlin Robinia pseudoacacia a Sambucus nigra, ako aj mnohé
d’alSie, vyvolavaju podobné toxické efekty. Oba lektiny s v kore rastlin hojne zastiipené, ¢o
vysvetluje, preo tieto rastliny nie st nikdy napadané hlodavcami &i vysokou zverou. ’

Aj u ricinu a pribuznych toxinov bola popisand ochranna funkcia lektinov voci

bylinozravcom a fytopatogénnym bezstavovcom. 23

Potencial lektinov v ochrane rastlin proti hmyzu je znamy uz dlhSiu dobu. Prva

publikacia o insekticidnom ucinku lektinov pochadza z roku 1976. Bol popisany tthyn lariev
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chrobaka druhu Callosobruchus maculatus, a to uc¢inkom lektinu z fazuli rastliny Phaseolus
vulgaris. *

Nasledny skrining v mnozstve rastlinnych druhov potvrdil, Ze napr. WGA, GNA,
jacalin a MPA maju insekticidne vlastnosti. Tie neboli pozorované napr. u lektinov z hrachu
a zemiakov. Prenos génu pre GNA do rastlin tabaku a ryze, udelil rastlinam ochranu pred
voskami a dal$imi Skodcami. Moznosti vyuzitia vhodnych lektinov Vv transgénnych

Gzitkovych rastlinach je venovana pozornost, no zatial’ je to v experimentalnom §tadiu. *

U niektorych lektinov bola zistena fungicidna aktivita. WGA, PNA a SBA inhibovali

sporulaciu a rast u hub Trichoderma viride, Penicilium notatum a Aspergillus niger. Lektin
z druhu Solanum tuberosum mal rovnaké G¢inky na Botrytis cinerea. TaktieZz rekombinantny
UDA (Urtica dioica agglutinin), podobne ako WGA inhibovali rast fungalnych

fytopatogénov. " o4
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5. Botanicka a fytochemicka charakterisitika rastlinnych
celadi obsahujucich lektiny

Ako uz bolo spomenuté, lektiny sa vyskytuji vo vsetkych triedach a ¢eladiach
preskimanych organizmov, aj ked’ nie v kazdom rode a druhu. Lektiny boli detekované vo
viac nez 1000 druhoch rastlin a niekol’ko stovak z nich sa podarilo izolovat. Cel'ad’ Fabaceae
je vzhl'adom k lektinom najvicSia a zaroven aj najviac preskimana. Bolo v nej popisanych
asi 100 lektinov. Z dvojkli¢nolistovych rastlin st vyznamné aj celade: Asteraceae,
Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Moraceae, Passifloraceae, Sambucaceae, Solanaceae,
Urticaceae, Viscaceae. V menSom mnozstve su lektiny zastupené v Celadiach:
Convolvulaceae, Phytolaccaceae, Musaceae a dalsich. Z jednokli¢nolistovych rastlin sa
lektiny vyskytuji najmi v rastlinach z celadi: Amaryllidaceae, Iridaceae, Liliaceae,

Orchidaceae a Poaceae.

5.1. Dvojkliénolistové rastliny (Dicotyledonopsida)

Asteraceae (hvézdnicovité/astrovité)
Patria sem predovsetkym vytrvalé alebo jednoro¢né byliny a polokry, s réznym typom

Zlaznatych ¢i inych trichdomov. Mnohé druhy maji v lyku systém ¢lankovanych mlie¢nic,
obsahujucich latex, alebo systém Zivicovych kanalikov. Oba sekre¢né systémy sa obvykle
Vv jednom druhu nevyskytuju. Listy st striedavé, mélokedy protistojné, jednoduché alebo
zloZené, obas premenené na Supiny. Kvety obojaké ¢i jednopohlavné, koruna vicsinou 5-
pocetnd, kvety tvoria husté kvetenstvo — tibor so zakrovom z listeniov. Kvetenstvo tvoria bud’
samotné jazykovité kvety, alebo aj trubkovité kvety, ktoré vytvaraja ter¢ uboru. Plodom je
nazka.

Z chemotaxonomického hladiska st vyznamné: zasobny polysacharid inulin,
polyacetylény a seskviterpenické laktony, pentacyklické triterpény v latexe, silice, kavové
kyseliny, alkaloidy. V niektorych druhoch s pritomné lektiny. Vyznamnym znakom je

absencia iridoidov. %
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Cucurbitaceae (dynovité/tekvicovité)
Existuje asi 105 rodov s 900 druhmi, rozSirenymi najma v trépoch a subtrdpoch,

vzacnejSie aj do mierneho pasma. V Eurdpe st povodné iba 2 rody. Mnoho druhov patri
k vel'mi starym kultarnym rastlinam.

St to jednoro¢né az vytrvalé, jednodomé alebo dvojdomé byliny. Korene byvaji tenké
alebo hl'uzovité, niekedy az repovito zhrubnuté, vetvené. Byle si popinavé alebo plazivé,
mozu byt mikko ¢i pichlavo chlpaté. Listy maju striedavé, bez palistov, celistvé alebo
¢lenené. Niektoré druhy maju uponky, ktoré mozu byt aj vetvené. Kvety su jednopohlavné,
pravidelné. St bud’ jednotlivé alebo tvoria vrcholicnaté ¢i hroznovité kvetenstva. Plodom je
duzinatd, maisita, hubovita alebo vysychava bobula. 66

Sekundarny  metabolizmus produkuje triterpénové hor¢iny (kukurbitaciny),
pentacyklické triterpénové saponiny. V niekorych druhoch st pritomné lektiny, fytosteroly

I nebielkovinové aminokyseliny (kukurbitin). 6>

Euphorbiaceae (pryscovité/mlieénikovité)
Jedna sa o ¢el'ad obsahujucu asi 8000 druhov v radmci 400 rodov, ktoré sa vyskytuju

Vv trépoch a subtrépoch celého sveta.

St to jednoro¢né alebo vytrvalé byliny s jednoduchymi az vetvenymi, priamymi alebo
plazivymi bylami. V pletivich obsahuju neclankované mliecnice. Listy maju striedavé,
zriedka protistojné, jednoduché, celistvé alebo dlanito ¢lenené. Kvety su jednopohlavné,
jednodomé ¢i dvojdomé, pravidelné. Plodom je puzdrose¢na tobolka, sjednym semenom
V kazdom puzdre. o7

Celad’ je bohatd na rozne typy sekundarnych metabolitov: polyizoprén (kaucuk),
kyanogénne zluceniny, alkaloidy, lektiny, cyklopenténové mastné kyseliny, lokalne drazdivé

e . T 65
Zivice, diterpénové estery.

Fabaceae (bobovité/boébovité)
Patria medzi najpocetnejSie Celade a su rozSirené takmer po celom svete. Zahrnuji

priblizne 490 rodov a asi 12 000 druhov. U nas rastie cez 40 rodov s viac nez 160 druhmi.
St to byliny alebo dreviny, ktoré sa nikdy nevyskytuji vo vodnom prostredi. VSetky
rastliny tejto celade maji na koreiioch hluzky s nitrogénnymi baktériami rodu Rhizobium,

ktoré dokdzu premenit’ vzdusny dusik na dusikaté zla€eniny potrebné pre rast rastliny.
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Listy su striedavé, zlozené, s palistami. Kvety sumerné, obojpohlavné. VacSinou
vytvaraju hroznovité kvetenstva. Korunu tvori pavéza, kridla a ¢lnok. Pavéza je pritomna
vzdy, u niektorych rodov mézu chybat’ kridla a ¢lnok. Plodom je lusk, pukajuci v 1 alebo 2
Svoch, pripadne nepukavy, s jednym alebo viacerymi semenami. 68
V druhoch tejto Celade je znacny vyskyt roéznych typov alkaloidov (pyrolizidinové,

chinolizidinové, benzylizochinolinové), flavonoidov, izoflavonoidov, polysacharidov,

antrachinonov, mastnych olejov, $pecifickych aminokyselin a v neposlednom rade lektinov.

Moraceae (morusovnikovité/morusovité)
Tato celad” zahriiuje asi 53 rodov s 1400 druhmi, vyskytujicimi sa prevazne

Vv tropickych oblastiach.

St to opadavé dreviny s pocetnymi cystolitmi a mlieCnicami. Listy maju striedavé,
jednoduché alebo zlozené, s palistami. Kvety su drobné, jednopohlavné, pravidelné, zvicsa 4-
pocetné, jednodomé i dvojdomé, vytvaraji hroznovité kvetenstvd. Plodom je naZka
V bohatom suplodi, orieSok alebo kostkovica.

Plody predstavuju bohaty zdroj sacharidov, Skrobu, enzymov (papain). V niektorych

druhoch sa vyskytuju antokyanové glykozidy a lektiny. ® ®

Passifloraceae (muéenkovité/mucenkovité)

St to dreviny alebo popinavé byliny, vyskytujice sa najmd v tropickych
a subtropickych oblastiach juZznej pologule. Plodom je bobul’a alebo tobolka.

Celad zahfiia indolové alkaloidy, flavonoidy, kumariny, fytosteroly, kyanogénne

glykozidy, silice, lektiny.

Sambucaceae (bezovité/bazovité)
Cel'ad’ je pomerne mélo zastipena, existuje len jeden rod, Sambucus. Su to kry, zriedka

stromy alebo vytrvalé byliny s podzemkami. Maji neparnoperovitozlozené listy, ktoré mozu
mat’ aj palisty. Kvety su malé, obojpohlavné, obvykle 5-pocetné, s kolovitou az zvonkovitou
korunou. Kvety tvoria vrcholi¢naté kvetenstva. Plodom je kostkovica s 3-5 kdstkami.
Fytochemicky su druhy tejto ¢elade charakteristické hromadenim fenolovych latok vo
forme glykozidov, Zivicami, saponinmi, iridoidmi a sekoiridoidmi. Mdzu obsahovat’ aj

kyanogénne glykozidy, antokyanové farbiva, flavonoidy, triesloviny, lektiny. 65,69, 70
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Solanaceae (lilkovité/fulkovité)
Existuje asi 96 rodov zahriiujucich cez 2500 druhov, z toho viac nez polovica pochadza

z rodu Solanum. Vyskytuja sa prevazne v tropickom a subtropickom pasme Strednej a Juznej
Ameriky. U nas rastie 11 rodov a viac nez 30 druhov.

St to jednoro¢né az dvojroc¢né alebo viacro¢né byliny, polokry, kry, v trépoch i mensie
stromy, nevyskytuju sa vo vodnom prostredi. Listy maju striedavé, bez palistov, jednoduché
alebo zlozené. Kvety su jednotlivé, u niektorych druhov tvoria vrcholi¢naté kvetenstva.
Byvajii napadné, obojpohlavné, len zriedka simerné, obvykle s 5-pocetnou trubkovitou,
zvonkovitou & lievikovitou korunou. Plodom je tobolka alebo bobul’a. ™*

Celad’ je bohata na pyridinové, steroidné a tropanové alkaloidy (hyosciamin, atropin,

skopolamin), steroidné saponiny, steroidy, pentacyklické triterpény, polyfenoly a iné. 6

Urticaceae (kopfrivovité/prhlavovité)

Celad’ zahriiuje okolo 50 rodov s asi 1000 druhmi. Rasti po celom svete, najviac
roz$irené st v tropoch. U nas sa vyskytuju iba dva rody, a to Urtica a Parietaria, zahriujuce 6
druhov, avSak beZzne sa mozeme stretnit’ iba s tromi, vyskyt ostatnych je ojedinely.

Su to jednoro¢né az vytrvalé byliny so striedavymi ¢i protistojnymi listami. V pletivach
sa nachadzaju cystolity roznych tvarov. Neobsahuji mliec¢nice. Kvety su drobné, nevyrazné,
so 4 okvetnymi listkami, jednopohlavné alebo obojpohlavné, jednodomé ¢i dvojdomé, zriedka
modzu byt obojaké. Plodom je nazka obalend zvd¢Senym alebo slabo zduzinatelym okvetim. 66
V druhoch tejto celade sa vyskytuju: sacharidy, Skrob, flavonoidy, fytosteroly, Zivice,

horéiny a lektiny. Rastliny rodu Urtica maju trichdmy s obsahom histaminu, acetylcholinu

a kyseliny mravce;. 6

Viscaceae (jmelovité/imelovité)
Tradi¢ne je tato cel'ad’ zahrnuta pod ochmetovité/imelovcovité (Loranthaceae), neddvno

publikované prace ju vSak vydel'uji ako samostatni. Patri sem 7 rodov so 400 druhmi,
vyskytuju sa prevazne v tropoch a subtrépoch celého sveta.

St to poloparazitické zelené rastliny, rasti na vetvach a kmenoch nahosemennych
I dvojkli¢nolistovych drevin. Maji neopadavé, kozovité a vacsinou celokrajné listy. Kvety st
drobné, nanajvys 2 mm vel'ké, jednopohlavné, okvetné listky su nevyrazne zafarbené. Plody

pripominaji bobul’e, maju lepkavé oplodie.
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Metabolitmi si pentacyklické triterpény, steroidy, aminy, fenolové zlu¢eniny (kyseliny,
lignany a flavonoidy). Vyznamny je vyskyt proteinov viskotoxinov a lektinov (viskumin) ale

aj neproteinovych aminokyselin (kinurenin). % %

5.2. Jednoklicnolistové rastliny (Monocotyledonopsida)

Amaryllidaceae (amarylkovité/amarylkovité)
Existuje asi 65 rodov (asi 850 druhov) rozsirenych v miernych, subtropickych, menej

v tropickych oblastiach. Frekventnym aredlom rozsirenia je Juzna Afrika (najmd Kapska
oblast’), d’alej Juznd a Stredna Amerika a oblast’ Stredozemia.

Su to vytrvalé rastliny s podzemnymi cibul'ami, oddenkami, alebo cibul'ovymi hl'uzami.
Viacsina druhov ma bezlistu stonku, listy st prizemné, uzke, Ciarkovité. Kvety byvaju
obojpohlavné, so spodnym semennikom, su jednotlivé alebo v kvetenstvach. Plodom je
tobolka alebo bobula.

Rastliny obsahuji najmé v cibuliach Specifické alkaloidy (lykorin, gentamin, nivalin,

nivalidin, tazetin, galantamin). Neobsahuju steroidné saponiny. 6,70, 72

Liliaceae (liliovité/laliovité)

Su to vytrvalé byliny s cibul'ami alebo stonkovymi hl'uzami. Listy striedavé, prisadlé,
Ciarkovité alebo vajcovité, viacSinou so subeznou Zilnatinou. Kvety st réznej velkosti, bud’
jednotlivé alebo v kvetenstvach. Plodom je tobolka alebo bobula.

Charakteristickymi metabolitmi st steroidné saponiny, alkaloidy, glykozidy, triesloviny,

organické kyseliny, farbiva a lektiny. ® "

Poaceae (lipnicovité/lipnicovité)
Jedna sa o najobsiahlejSiu ¢el'ad’, obsahujucu stovky rodov a niekol'ko tisic druhov,

ktoré su kozmopolitne rozsirené.

St to vytrvalé alebo jednoroc¢né, Casto trstnaté rastliny s tenkymi korefimi a plazivym
alebo kratko vetvenym podzemkom. Ich duté stonky (stebld) su zvdcSa oblé, listnaté,
s napadnymi kolienkami (n6dy) a rozne dlhymi ¢lankami (internddia).

Listy st dvojradovo striedavé, s dlhou valcovitou posvou, ktora je na bazi zhrubnuta a

tvori tak listové kolienko. Cepel je tizko alebo kopinato ¢iarkovita, plochd alebo Zliabkovita.
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Kvety vytvaraju kvetenstvo (lata), zlozené z jedného alebo viackvetych klaskov, ktoré mozu
byt stopkaté alebo prisadlé. Kvety v klaskoch su dvojradové. Plodom je obilka, s kratkou az
dlhou, niekedy perovitou osinou.

Medzi obsahové latky patri Skrob, kyanogénne zluceniny, saponiny, kumarinové

derivaty, kyselina kremicita, flavonoidy, silice, lektiny. 72,65
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6. Biologicka aktivita a toxicita lektinov

Sacharidova Specifita je zdkladom mnohych biolgickych ucinkov lektinov, obzvlast
tych malo znamych ako st napr.:
e bunkova aglutinacia (vac¢sina rastlinnych lektinov)
¢ inhibicia nuklearneho transportu in vitro (WGA)
e imunosupresia in vivo (Con A)
e inhibicia rastu a zni¢enie nadorovych buniek (ricin, viskumin)
e cfekt podobny posobeniu inzulinu na tukové bunky (WGA)
e sprostredkovanie 1yzy antigénne nepribuznych buniek pomocou cytotoxickych T
lymfocytov (Con A, GSL-I)
e mitogénna stimulacia lymfocytov (PHA, Con A, PWM, artokarpin)
e ochrana l'udskych T-buniek pred infekciou HIV (NPL, BMA, GNA)

Rastlinné lektiny vSak neprejavuju tieto aktivity na rastlinnych bunkach, ale iba na
zivoc¢isnych. Je dokonca mozné, Ze tieto UCinky rastlinnych lektinov napodobiiujii doteraz
neznadme biologické Ucinky zivocisnych lektinov. Tuto hypotézu ilustruje mitogénna aktivita
urcitych rastlinnych lektinov, ktorym nemoéze byt tato funkcia pripisana v rastlinnom

organizme. ’

6.1. Uéinok lektinov na gastrointestindiny trakt a d’alSie organy

Lektiny maju v rastlinnej risi Siroké zastipenie, nasledkom ¢oho sa v znac¢naj miere
vyskytuju vo vicSine rastlinnej potravy. Niektoré z nich prejavuju vyraznua biologickl aktivitu
a vplyv na traviaci trakt. Lektiny st pritomné v mnohych jedlych rastlinach. Uz dlho je
zname, ze sa vyskytuji v rastlinach ¢elade Fabaceae, ako s napr.: Glycine max, Phaseolus
vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus mungo, Lens culinaris, Arachis hypogea atd’. Casom
bola ich pritomnost’ zistend v mnoZstve d’alSich rastlin, ktoré su beznou sti¢astou potravy, a to
Vv obilnindch, zelenine, ovoci, koreni, hubéch ¢i pochutinéach.

Vo vSeobecnosti st lektiny viac rezistentné voci denaturacii teplom nezZ ostatné rastlinné
proteiny. Lektiny z &el'ade Fabaceae mozu byt inaktivované prediZzenym varenim.Vela inych
lektinov vsak teplom denaturovnych nie je. Podobne ani zelenina a ovocie sa obvykle tepelne

neupravuju, traviaci trakt je teda zvyc€ajne vystaveny biologicky aktivnym lektinom. KedZe
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rozne tepelné upravy jedal su relativne neskorSim vynalezom modernej civilizacie,
predpokladd sa, ze lektiny pritomné v potrave, zohrali vyznamni tlohu v evolicii
alimentarneho traktu u cloveka i uzvierat. Avsak ani tepelnd tuprava jedla nezarucuje
kompletnt inaktivaciu lektinov. Napriklad lektiny boli detekované aj v prazenych araSidoch.
Ani pomalé varenie fazuli, pod bodom varu, neeliminuje lektinova aktivitu, co bolo zistené

u fazuli druhu Phaseolus vulgaris varenych po dobu 11 hod pri 82 °C alebo 5 hod pri 91 °C. >
7,73

Biologicka aktivita rastlinnych lektinov na traviaci trakt stvisi aj s ich insekticidnymi
vlastnostami. Zistilo sa, Ze lektiny st d’aleko viac toxické pre hmyz ako pre vyssie zivocichy.
Je teda mozné, Ze urcité druhy uzitkovych rastlin st prirodzene rezistentné ku $kodcom,
pretoze obsahuji lektin interagujuci s glykozylovymi skupinami na povrchu buniek
traviaceho traktu u hmyzu. To vedie K inhibicii asimilacie potravy. Preto su niektoré¢ lektiny
prirodzenymi insekticidmi. S rozvojom genetického inzinierstva je dnes mozné transferovat’
gény, ktoré podmieniuju tvorbu lektinov do urcitych rastlin a zabezpecit' tak ochranu
senzitivnych uzitkovych rastlin voci Skodcom a to bez pouzitia neekologickych insekticidov

a pesticidov. 2

Uginok lektinov na traviaci trakt
Lektiny reagujt s povrchom epitelu traviaceho traktu. Ak st konzumované vo velkych

mnozstvach, mo6zu mat’ antinutritivny efekt - brania absorpcii Zivin, akymi st sacharidy,
lipidy a aminokyseliny, ako aj kovové iony. Pri¢inou je zmena ¢revnej permeability, pripadne
vyvolavajl alergie ¢i iné subklinické priznaky. V Stadiach vSak bolo zistené, Ze peroralne
podavanie malych davok lektinov mo6ze mat® dokonca pozitivny vplyv na travenie,
vstrebavanie zivin, imunitny systém a bakterialnu floru. Je to v désledku modulacie sekrécie
¢revnych hormoénov, niektoré lektiny vplyvaji na endokrinny systém, €o je prospesné aj pre

celkovy metebolizmus. 274

e Interakcie lektinov s ¢revom
Proteiny v potrave st rychlo enzymaticky degradované pocas pasaze v tenkom creve.
Zvysok nestravenej hmoty je potom rozkladany baktériami v hrubom éreve. Oproti tomu,
lektiny odoldvajii degradacii v tenkom creve a su taktieZ rezistentné k vdcSine Crevnych

baktérii. Preto védcSina lektinov ostdva po Crevnej pasazi vo forme, ktord je imunologicky
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a funk¢ne neporusend. Tak ako maju hormdny a rastové faktory zvySenu stabilitu, pretoze su
viazané na receptor, aj lektiny st takto chrdnené pred proteolytickym odburdvanim.
Vynimkou je GNA, ktory sa sice po oralnom podani neviaze na povrch ¢revnej steny, no jeho
rezistencia je zrejme dana molekularnou strukturou. Stabilita rastlinnych lektinov v zaludku je
evidentna. Con A, PHA alebo WGA boli intragastricky podané potkanom. 50 az 90% lektinov
bolo ziskanych spdt, po 1 hodine v zalidku, pomocou fosfatového pufru s vhodnym
$pecifickym sacharidom. Dal3ie lektiny, ako SBA a lektin z druhu Lycopersicon esculentum,
boli ziskané v menSom mnoZzstve.

Najcastejsie je z hl'adiska vézby lektinov Studované tenké ¢revo, no modzu sa viazat’
v akejkol'vek casti gastrointestindlneho traktu - od tUstnej dutiny az po distalny kolon.
Povrchova glykozylacia sa v jednotlivych funkénych Castiach ¢reva lisi. Ak napriklad urcita
glykosylové skupina nie je pritomnd v tenkom creve, ale hlavne na povrchu epitelu hrubého
¢reva, lektin sa bude Specificky viazat’ na stenu kolon. Vhodne vybranym lektinom je mozné

selektivne zasiahnut’ do metabolizmu v réznych Castiach ¢reva.

e Sacharidové Struktiry pritomné na povrchu ¢reva

Povrch ¢revného epitelu obsahuje znaéné mnozstvo sacharidovych Struktur, pretoze
vac¢§ina membranovych proteinov, vratane receptorov pre hormény a rastové faktory,
transportnych proteinov a enzymov, je pred zaclenenim do membrany kartaGového lemu
glykozylovana. Takisto membranové lipidy a gangliozidy st glykozylované a vSetok
sekretovany mucin je v podstate zloZzeny z glykoproteinov bohatych na sacharidy. Z toho
plynie, ze skala potencialnych interakcii lektin-Crevo je Siroka. Aby vsak k interakcii doslo, je
potrebnd pritomnost’ tej spravnej sacharidovej Struktiry na povrchu ¢revnej mukédzy. Napriek
masivnej glykozylacii alimentarneho traktu, nie vSetky lektiny reaguju s povrchom epitelu,
a tie ktoré reaguju maju rozliéni schopnost’ rozoznavat' a viazat sa Kk S$pecifickym typom
receptorov. Naviac Struktura glykozylového postranného retazca zavisi na mnohych
faktoroch, a to aj v ramci jedného Zivocisneho druhu. Su to napr.: vek, krvna skupina,
genetické faktory, typ mukoznych buniek a stav ich diferenciacie/maturacie.

Intestindlny epitel sa vyznacuje schopnostou rychlej bunkovej obnovy, ¢o umoziuje
pohotovo reagovat’ na zmeny v prijimanej strave. Mapovnanie vizbovych miest pre lektiny

a urCenie vizbovej kapacity poskytuje uzitoéné informacie o funkénom stave cCriev.
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e Zmeny Vv bunkovom metabolizme vyvolané lektinmi

Ked’ze receptory na povrchu bunkovych membran su glykozylované, lektiny mozu
napodobnit’ efekt endogénnych rastovych faktorov, hormoénov a cytokinov vo vsetkych
typoch buniek. Receptorové proteiny si obvykle zlozené z podjednotiek. Signalne molekuly
sa viazu na povrch podjednotky exponovanej na vonkajSej strane membrany a su
glykozylované. Dalie podjednotky preklenuju membranu a zodpovedaji za prenos signalu
a aktivaciu systému druhého posla. Sacharidové Struktury sa mézu nachédzat’ na aktivnom
centre receptrou alebo blizko neho. Aj ked’ vdzbové miesto lektinu (glykozylovy postranny
retazec) nie je funkénym védzbovym miestom receptoru, vyslednd konformacna zmena
receptorovych podjednotiek v membrane a nasledujica transdukcia signalu je podobna bez
ohl'adu na to, ¢i bola vyvoland fyziologickym ligandom alebo lektinom. V tomto pripade
modze lektin napodobnit’ efekt prirodzeného ligandu a indukovat tak podobné fyziologické
reakcie. DalSou moZnostou je, Ze naviazany lektin nespdsobi konformaéni zmenu, ale
blokovanim aktivneho miesta receptoru oslabuje alebo kompletne brani fyziologickému
efektu prirodzeného ligandu. Do tejto kategorie patria tzv. antimitogénne lektiny. Nakoniec,
vizba lektinu na externti receptorovi podjednotku moze aditivne alebo synergicky zosilit’

efekt prirodzeného ligandu.

e Interakcie s membranou kartacového lemu

Aby sa prejavila biologicka aktivita lektinu, sacharidova Struktura pre ktora je dany
lektin Specificky musi byt’ pritomna na povrchu c¢reva. K interakcii dochddza mechanizmom
kla¢-zamok. Lektin mdze priamo vstipit do bunky endocytdzou, alebo prenasat informacie
prostrednictvom druhych poslov.

Rozpoznavanie receptoru lektinom je okamzité. Sila vézby zavisi na asociacnej
konsStante medzi lektinom a glykozylovou skupinou a na mnoZstve neobsadenych
receptorovych miest. V pritomnosti velkého poctu sacharidovych Struktir sa bude lektin
rozsiahlo viazat’ a tvorit’ medzi nimi skrizené vézby.

Lektiny ktoré sa mohutne viazu k membrane kartaCového lemu su potecidlnymi
¢revnymy rastovymi faktormi, priCom miera ucinku stvisi najmé so silou a intenzitou ich
vdzby. Napriklad PHA je jednym z najsilnejSie sa viazacich lektinov a teda aj silnym

s < , , 73,74
potencialnym ¢revnym rastovym faktorom. 5
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e Viizba lektinov v Zalidku a ¢revach a ich endocytéza

Stadie na modelovych systémoch ukézali, Ze reakcia medzi vécsinou lektinov a ich
ligandami je prerusena pri pH 3 a menej, no lektiny sa zrejme viazu k zaludoénému epitelu in
Vivo aj napriek takémuto kyslému luminalnemu pH. Tymto mozno ¢iasto¢ne vysvetlit', preco
pritomnost’ lektinov v potrave spomal’uje vyprazdiovanie Zaludka u potkanov.

Viazanie lektinov aich endocyt6za enterocytmi moze nastat’ v celom Creve, aj ked
endocytoza v tenkom cCreve je zjavna iba v pritomnosti vel'kého mnozstva komenzalnych
baktérii. Endocytoza lektinov je teda mohutnejSia v kolon, kde je aj vacSie mnozstvo baktérii.

Preto sa lektiny vyuZzivaju pri targetingu lieciv do epitelu kolon.

e Vplyv lektinov na ¢revni mikrofloru

1. Lektiny mozu priamo reagovat’ s baktériami traviaceho traktu a aglutinovat’ ich.
Pozmenuju tym bakterialnu ¢revnu mikrofléru. Lektiny maji aj schopnost’ urychlit’ obnovu
epitelidlnych buniek, taktiez mozu pozmenit’ glykozylaciu receptorov. Tymto sposobom
interferuju s adhéziou baktérii na povrch kartd€ového lemu tenkého creva.

2. Lektiny indukuju narast poctu koliformnych baktérii v tenkom creve.

3. GNA apripadne dalSie netoxické lektiny su vysoko efektivne v inhibicii nérastu
poctu E.coli v tenkom ¢reve potkanov. Podmienkou je, aby sacharidova $pecifita lektinu bola
komplementarna s bakterialnym adhezinom. Netoxické lektiny by tak v uré¢itom zmysle mohli
nahradit’ antibiotikd, moézu byt poddvané priamo v potrave a predstavuju tak prirodzena

ochranu pred bakteridlnymi infekciami. &

Systémové ucinky lektinov

Lektiny ovplyviiuju celkovy metabolizmus dvomi odlisnymi, ale simultdnnymi cestami.
Nepriamo vplyvaju na endokrinny systém, pretoze sa viazu na neuroendokrinné bunky éreva
a stimuluji sekréciu crevnych peptidickych hormoénov, ktoré sa potom dostavaju do
systémového obehu. Pripadne mozu lektiny prejst’ z crevnej steny do systémovej cirkulacie
a priamo posobit’ na periférne tkaniva tym, ze napodobiiuji u¢inok endokrinnych horménov.

NajcastejSie zasahovanymi organmi su pankreas, kostrové svaly, pecen, oblicky a tymus.
e Vplyv na pankreas

Vicsina potravovych lektinov spdsobuje trofické zmeny exokrinného pankreasu,

paralelne strofiou tenkého Creva. NajznamejSim prikladom je PHA, ktory je rastovym
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faktorom pre c¢revo aj pankreas. Troficky efekt na pankreas je sprostredkovany
cholecystokininom — ¢revnym peptidickym hormoénom, ktory je uvolnovany péosobenim PHA
Z duodendlnych enteroendokrinnych buniek. Mechanizmus rastu pankreasu stvisi
s metabolizmom polyaminov v tomto tkanive. Sekrécia traviacich enzymov pankreasu je pri
chronickej pankreatitide vazne redukovand, podédvanie malych davok netoxickych lektinov by
mohlo byt vyuzité v klinickej praxi. Po podani PHA potkanom, sa ucinkom lektinu
zdvojnasobila bunkova proliferacia v zalidku a tenkom creve, no mal nizky efekt na
midkolon. PNA preukéazal vyraznejsi efekt na proximalny kolon, kde zvysil proliferaciu
0166%. PHA a PNA znac¢ne stimulovali produkciu zaludo¢nych hormoénov - gastrinu,

cholecystokininu a enteroglukagonu. ™ ™

e Ovplyvnenie hormonalnych hladin

Prevazna cast’ efektu lektinov na systémovy metabolizmus je vyvoland zmenami
V hladine inzulinu. PHA zasahuje endokrinny pankreas a interferuje so sekréciou inzulinu,
zatial’ ¢o napr. SBA ovplyviiuje iba exokrinny pankreas a teda na hladinu inzulinu nevplyva.
PHA sposobuje pokles hladiny krvného inzulinu, no kompenzuje to aktivaciou dalSich
homeostatickych  procesov, akymi st zmeny hormondlnych hladin glukagénu
a glukokortikoidov. Je teda jasné, Ze PHA nemoduluje iba hladiny inzulinu, ale je schopny
indukovat’ komplexné zmeny v hormondlnej bilancii organizmu.

Je vSeobecne zndme Ze proteiny z Celade Fabaceae su prospesné zdraviu, pretoze
znizuju koncentraciu plazmatickych a telesnych lipidov. Aj ked’ nie je uplne jasné ¢i su za to

zodpovedné prave lektiny, je isté Ze PHA a iné€ lektiny su silné lipolytické agens.

e Kostrové svalstvo

PHA napodobiiuje biologické efekty inzulinu. ViaZze sa na inzulinové receptory
svalovych buniek, ale nestimuluje syntézu proteinov ako inzulin. Pri perordlnom podavani
vysokych davok PHA (nad 0,5 g na kg telesnej hmotnosti) u potkanov, v priebehu 10 dni,
doslo k strate asi 30% kostrového svalstva. Svalova atrofia je nasledkom absencie
stimula¢ného efektu inzulinu na syntézu svalovych proteinov, pretoze receptory pre inzulin st
blokované PHA. Napriek tomu strata svalovej hmoty nie je zas tak mohutna, pretoZze up-
regulacia mRNA inzulinového receptoru a inzulin-senzitivneho gluk6ézového transportéru
prostrednictvom PHA zvySuje efektivnost’ interakcii medzi inzulinom a receptorom. Napriek
tymto kompenzaénym mechanizmom, vel'ké mnozstvo zivin a polyaminov je uvolnené

z atrofovanych svalov a pouzité k podpore trofickych zmien ¢reva.
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e Tymus aslezina
Pri vysokych dévkach antinutrientnych lektinov, podliehaju atrofickym zmenadm aj
tymus a slezina. Niektoré z nich su irreverzibilné s vaznymi nasledkami pre imunitny systém,

najma pre imunitné odpovede sprostredkované T bunkami.

e Srdce, pecen, oblicky
Podobne ako kostrové svaly, moézu lektiny poSkodit aj srdce, pretoze redukujua
proteosyntézu a tym aj jeho hmotnost’. Po desiatich ditoch peroralneho podévania PHA doslo
k miernemu poklesu hmotnosti pec¢ene kvoli strate lipidov a glykogénu. Obli¢ky sa mierne
zvacsili. Aj ked’ boli tieto efekty pozorované u zvierat, je pravdepodobné ze vysledky mozno

aplikovat’ aj na Cloveka. 7314

6.2 Lektiny zo skupiny RIPs, typ Il

Abrin, ricin, viskumin, modeksin a volkensin su zna¢ne toxické rastlinné glykoproteiny.
Ich chemicka Struktura a mechanizmus toxicity su podobné. Tieto fytotoxiny patria medzi
proteiny schopné inaktivovat’ ribozémy (tzv. ribosome inactivating proteins, RIPs typ 2).
Pozostavaju z dvoch polypeptidovych retazcov, spojenych disulfidickou vazbou. Retazec
A zodpoveda za vlastnu toxicitu a vykazuje enzymaticka aktivitu. B retazec zasa zohrava
ulohu pri naviazani sa na povrchové sacharidy cielovej bunky a zabezpecuje tak vniknutie
toxinu do bunky. Nasledne dochadza k blokovaniu proteosyntézy. Extrémna toxicita tychto
lektinov v sebe skryva aj riziko zneuzitia.”® %

RIPs boli identifikované v mnohych druhoch rastlin. Niektoré z nich su vyrazne toxicke,

avSak iba v spojeni s B ret'azcom. A retazec je aktivny aZ po vstupe do bunky. 84

Proteiny inaktivujuce ribozémy (RIPs, ribosome-inactivating proteins)
RIPs su toxické N-glykozidazy, ktoré depurinujii ribozomalnu RNA atym blokuju

syntézu proteinov. St bohato zastipené medzi rastlinami, nachadzaju sa v r6znych rastlinnych
pletivach. U rastlin zohravaju tlohu najmi pri obrane voci virusom, patogénnym hubam
a hmyzu. Antiviralna aktivita im bola pripisovanad uz v roku 1925, na zéklade vyskumu
extraktov z druhu Phytolacca americana (Phytolaccaceae), aj ked’ presny mechanizmus bol

neznamy. 8
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RIPs sa na zakalde fyzikalnych vlastnosti klasifikuju do troch skupin.
RIPs typ 1 tvori najpocetnejSiu skupinu. Patria sem napr. proteiny z druhov
Phytolacca americana (PAP), Saponaria officinalis (saporin), ¢i Hordeum vulgare. St
to monomerické enzymy s molekulovou hmotnostou 30 kDa, ktoré inhibuju
translaciu. Aj napriek tomu, Ze maju schopnost inaktivovat ribozémy, nie su
cytotoxické, pretoze neobsahuju Cast, ktora by im =zabezpecila vstup do
eukaryotickych buniek. %
RIPs typ 2, ako napr. ricin, st vyrazne toxické heterodimérne proteiny s enzymatickou
a lektinovou aktivitou. Su tvorené podjednotkami, kazdd s molekulovou hmotnost’ou
priblizne 30 kDa. Polypeptid s RIP-aktivitou (A retazec) je spojeny s B retazcom
viazicim terminalnu galaktézu. 8
Toxiny patriace do tejto skupiny maju podobnu $truktiru a mechanizmus toxicity.
Najpodrobnejsie popisany je ricin, no podobnymi vlastnostami sa vyznacuju abrin,
modeksin, volkensin a viskumin.”’
RIPs typ 3 su proteiny syntetizované ako inaktivne prekurzory (proRIPs), aktivitu
ziskavaju az po proteolyze urcitych Casti peptidu. Su zriedkavé, zatial’ boli najdene iba

v kukurici a ja¢meni.

RIPs typ 1
RIPs typ 1 (£1),
toxicka podjednotka s RNA _ ribozomalng RiA
N-glykozidazovou aktivitou ) = Y inaktivacia
rRRA
RIPs typ 2
A retazec

. RMA, M-glyvkozidaza
RIPs typ 2 pozostava z dvoch g

retazcov: "
-toxicky retazec A {I‘J}
- Gal/GalNAcspecificky
retazec B ( () )

Bretazec 4
GalialMac Specificky lektin 9
endocytozs |- ! e
V4
i AMA -*%

zanik
bunky

Obrazok 2. Schématicka Struktira a mechanizmus toxicity proteinov inaktivujucich ribozomy (RIPs)

typula2™
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Ricin

Ricin bol objaveny Stillmarkom v roku 1888, ako prvy rastlinny lektin, v semenach
druhu Ricinus communis (Euphorbiaceae). Existuje niekol’ko izoforiem ricinu - ricin D, ricin
E a RCA. Spolu tvoria viac nez 5% celkového mnozstva proteinov v zrelych semenéch. Ricin
je heterodimér, radi sa medzi proteiny, ktoré st schopné inaktivovat’ ribozomy (RIPs typ 2).
Pozostava z retazca A (RTA, 32 kDa) aretazca B (RTB, 34 kDa). RCA je tetramér, zlozeny
z dvoch heterodimérov podobnych ricinu. Kazdy heterodimér obsahuje A retazec (32 kDa)
a B retazec (36 kDa). Ricin a RCA sa liSia jednak Struktirne ale aj biologickou aktivitou.

Zatial’ o ricin je silny cytotoxin, ale slaby hemaglutinin, u mélo toxického RCA zas prevlada
21,76

hemaglutinacna aktivita.

Obrizok 3. Semen4 druhu Ricinus communis %

Toxicita ricinu

Toxicita ricinovych fazuli je znama uz od staroveku. U Cloveka bolo popisanych viac
nez 750 pripadov intoxikdcie. Pri inhalécii alebo injekénom podani sa letdlna davka ricinu
u ¢loveka odhaduje na 1-10 pg/kg telesnej hmotnosti. 8

1-3 semend moézu byt smrtel'né pre dieta, 2-4 vyvolaju u dospelého jedinca otravu, 8
semien uz moze byt’ fatdlnych. 82

Letéalne davky ricinu na kilogram telesnej vahy st variabilné pre r6zne druhy domécich
a laboratornych zvierat. Z testovanych zvierat si namenej senzitivne zaba a kura, zatial’ ¢o
u kona bola pozorovana najvyssia citlivost’. Toxicita je taktiez variabilna v zavislosti na ceste
podania. U laboratéornych mysi je priblizna davka letalna pre 50% exponovanej populacie

(LDsp) nasledovna:
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Tabulka 4. LDs ricinu u mysi, v zavislosti na ceste podania "°

LDsp (ng/kg) | doba za ktoru nastane smrt’ (hod) | spésob podania
3-5 60 inhala¢ne
) 90 intravenozne
22 100 intraperitonealne
24 100 subkutanne
20 000 85 peroralne

Nizka perordlna toxicita signalizuje pomerne slabli absorpciu toxinu z gastrointestinadlneho

traktu. '

Mechanizmus toxicity

Ricin a jemu pribuzné rastlinné toxiny ako abrin, modeksin, volkensin a viskumin su
jedinou skupinou rastlinnych lektinov u ktorej bol mechanizmus posobenia detailne
popisan}'/.83

Ricin pozostdva z dvoch polypeptidovych retazcov, oznacovanych A a B, spojenych
disulfidickou véazbou. Patri do skupiny proteinov inaktivujucich ribozoémy, ktoré depurinuju
adenosin v rRNA. Retazec B hraje ddleziti ulohu vo vdzbe na glykokonjugaty povrchu
cielovych buniek a umoziuje translokaciu toxinu do cytosolu. Retazec B je $pecificky pre
Gal a GalNAc. Retazec A takéto vazbové miesta neobsahuje, vykazuje enzymaticka aktivitu
a zodpoveda za toxicitu molekuly. Aby sa vSak toxicita prejavila, musi sa B ret'azec naviazat
na povrch bunky a nasledne sa toxin dostane do bunky. Retazec A interferuje s prolongaciou
peptidového retazca na polyribozomoch, tym ze Stiept N-glykozidickli védzbu medzi
adeninom a ribézou v $pecifickej pozicii (A4324) na ribozomalnej podjednotke 28S. Tak
dochadza k inaktivacii ribozomu a teda aj k naruseniu proteosyntézy. Jedna molekula ricinu
dokaze inaktivovat' priblizne 2000 ribozoémov, o vysvetluje, preco je tato substancia tak

toxicka. Jedind molekula v sebe skryva potenciél zabit’ bunku. e

Symptomy

Symptémy intoxikacie si u vSetkych RIPs velmi podobné, vzhladom na to, Ze
mechanizmus toxicity je takmer identicky. Najviac preskimana je toxicita ricinu. Klinicky
obraz, symptomy a patologické prejavy u intoxikovanych osob zéavisia na spdsobe expozicie.

Toxicky efekt sa prejavi po 2-24 h. Ricin inhalovany vo forme aerosolu vyvolava symptomy

Vv priebehu 8 hodin. Respira¢né tazkosti, horucka, kasel’, dyspnoe, nauzea a bolesti na hrudi st
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nasledované navalmi potu, rozvojom plucneho edému, cyanozou, poklesom krvného tlaku
ana zaver zlyhanim dychacieho a cirkulacného systému. Doba od podania k nastupu smrti
kolise v rozmedzi 36-72 hodin, v zavislosti na vel’kosti davky. Po poziti dochadza k bolestiam

brucha, zvracaniu a casto krvavej hnacCke. V gastrointestinalnom trakte vyvolava ricin

krvacanie, nasleduje nekréza pecene, sleziny a obli¢iek. Intramuskularna intoxikdcia
sposobuje silnil lokalizovanu bolest’, nekréozu svalov a regionalnych lymfatickych uzlin.
Parenteralne aplikovany ricin je asi dvakrat toxickej$i nez kobri jed a je to pravdepodobne
najtoxickejsia rastlinna latka, pokial’ ide o parenteralnu aplikéciu. Ricin vyvolava prechodnu
leukocytézu, ¢i uz je podany injekéne alebo oradlne. Pocet leukocytov presahuje fyziologické
hodnoty 2-5 krat.

V priebehu niekol’kych dni ddjde k silnej dehydratacii, hrozi nebezpeCenstvo smrti
z hypovolemického Soku. Pred smrtou dochadza Kk poklesu telesnej teploty a k
charakteristickej triaske. Postihnuty zomiera ¢asto v kfcoch. Deti su citlivejSie nez dospeli,
kvoli zvracaniu a hnacke sa rychlo a masivne dehydratuju, o ma fatalne dosledky. Pokial

: g . ‘o . . 76,84
smrt’ u obete intoxikéacie nenastane do 3-5 dni, zvy&ajne to znamen4 zotavenie. ' ®

Lektiny patriace do skupiny RIPS typ 2 (abrin, ricin, viskumin, modeksin a volkensin)
su extrémne toxické pre vSetky teplokrvné zivocichy, vratane ¢loveka a su to potencidlne
biologické zbrane. Najmé ricin je v poslednej dobe kvoli svojej dostupnosti nastrojom
teroristickych utokov.

Neexistuje Ziadny protijed a zatial’ ani vakcina. Ak ddjde k inhalécii ricinu, je mozné
podat’ kyslik, lieky tlmiace zapal a lieky stimulujuce srdce a obehovy systém. Pri p.o.
intoxikacii je mozny vyplach zaludka a doplnenie telesnych tekutin. Je otazne, ¢i su tieto
opatrenia Zivot zachranujlce. Takisto neexistuje ziadna Specificka liecba pri i.v. intoxikacii
ricinom. Je potreba zabranit’ organovému zlyhaniu.

Na druhej strane, RIPs predstavuju nastroj v boji proti rakovine. STubné vysledky boli

. , . , . , 4
dosiahnuté napr. s rekombinantnym viskuminom. ®

Vyuzitie ricinu vo forme imunotoxinu

Cytotoxicky potencial RIPs je pre vedcov vyzvou k pouzitiu tychto latok v terapii
rakoviny. Najmad v nemecky hovoriacich krajinach st prirodné extrakty z imela (Viscum
album) §iroko vyuzivané ako alternativna doplnkova terapia.

Aj cytotoxicita ricinu sa da vyuzit' pri liecbe rakoviny, pricom toxin je naviazany na

monoklondlnu protilatku, ktord Specificky zasahuje nadorové bunky. Takto vytvoreny
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imunotoxin ma obmedzené pouzitie, pretoze Casto vyvolava posSkodenie endotelidlnych
buniek, ktoré spdsobi hromadenie krvi v pl'icach, svaloch, mozgu a inych tkanivach (tzv.
vascular leak syndrome,VLS ). VLS je charakterizovany vzostupom vaskularnej permeability,
ktora vedie k poskodeniu organov. KIi€ova ulohu zohréva zoskupenie troch aminokyselin,
ktoré napadaju a nic¢ia cievne endotelidlne bunky. 8

Skupina vedcov (Vitetta et al.) vsak zistila, ze jedina bodova mutécia v ricine méze toto
nebezpecenstvo eliminovat, pricom ziadlica cytotoxicita ostava zachovand. Naviac sa im
podarilo zostrojit’ imunotoxin, ktory je umysi tolerovany vo vysokych davkach a tym ma

zosilenu protinadorovu aktivtu.®®

Imunizacia

Ricin je toxin vyskytujlci sa v prirode vo velkom mnoZstve. Je to sucast’ vedl'ajSieho
produktu pri vyrobe ricinového oleja, izolacia je jednoducha, lacnd a je to zaroven latka
s vysokou stabilitou. Ricin je potencialnou biologickou zbraiou s extrémnou toxicitou. %

Stadie na zvieratich ukézali, Ze aktivna imunizicia i pasivna profylaxia su znacne
efektivne proti intravendznej ¢i intraperitonedlnej intoxikacii ricinom. Inhala¢nej expozicii
ricinu je najlepSie Celit’ aktivnou imunizéciou alebo profylaktickym podévanim aerosolu so
$pecifickymi protilatkami proti ricinu. "

Zatial' neexistuje registrovana vakcina proti ricinu. Pre ribozomy je toxicky retazec A
(RTA). Podarilo sa identifikovat sekvenciu troch aminokyselin v polohe 74-76 (leucin-
aspartat-valin, LDV), ktora je zodpovedna za apoptézu endotelidlnych buniek a teda
sposobuje VLS. Vedci vyvinuli rekombinantni RTA vakcinu, v ktorej boli geneticky
upravené dve aminokyseliny. Ich substiticiou sa dosiahla inaktivacia dvoch Casti retazca,
ktoré zodpovedaju za ribotoxicitu (Y80A) a za VLS (V76M). Tento mutovany rekombinantny
protein Y80A/V76M, tieZ pomenovany RiVax, si zachovdva imunodominantné epitopy
rozoznadvané¢ monoklonalnymi protilatkami. RiVax bol nasledne produkovany pomocou
expresie v E. coli. RiVax bol i.m. podany mySiam a ochranil ich pred vysokou davkou
(10xLDsp) ricinu. Preklinické $tadie na mysSiach a kralikoch preukazali bezpecnost’ vakciny.
V pilotnej klinickej $tudii bola trom skupindm dobrovolnikov i.m. podana vakcina, kazdému
tri rovnaké davky v mesacnych intervaloch. Individudlne davky boli 10, 33 a 100 pg. Pri
davke 10 pg doslo k vytvoreniu protilatok neutralizujucich ricin (anti-RTA Ab) u jedného
z piatich dobrovol'nikov, pri davke 33 pg u Styroch z piatich a pri davke 100 pg u vSetkych
piatich. Boli pozorované iba mierne neziadiice UCinky, ako bolestivost v mieste vpichu

a bolesti hlavy. Vakcina preukazala bezpecnost’ a efektivnost’ aj u l'udi. Je vSak potrebny jej
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d’al§i vyvoj, stanovenie davkovacieho rezimu a taktiez formulacia pripravku. Vakcina by sa

mohla objavit' na trhu v priebehu piatich rokov. ¥

Abrin

Je to nebezpecny toxin ziskany zo semien rastliny Abrus precatorius (Fabaceae).
Existuje v dvoch forméach, abrin-a a abrin-b. Obe st dvojretazcové. Disulfidicka vdzba medzi
Cys247 v retazci A a Cys8 v retazci B spdja oba retazce dohromady. Retazec A pozostava
z 251 aminokyselinovych zvySkov, ktoré su rozdelené do 3 domén. Retazec A katalyticky
inaktivuje 28S ribozomalnu podjednotku a tym inhibuje proteosyntézu. Retazec B vykazuje
Specifitu pre galaktozu, ¢im umoziuje vizbu abrinu na bunkovi membranu. Retazec B oboch
foriem abrinu je tvoreny 268 aminokyselinovymi zvySkami, z toho 256 zvySkov maji obe
formy identické. 7

Porovnavanie B retazcov abrinu a ricinu preukazalo identitu v 60%. Mechanizmus
toxicity abrinu je takmer totozny S ricinom, no miera toxicity je odlisna. Abrin je napriklad
umysi 75 krat toxickej$i nez ricin (0.04 ug/kg abrinu v porovnani s 3 pg/kg ricinu.) Oba
lektiny st do zna¢nej miery molekuldrne podobné. Retazce A abrinu a ricinu obsahuju
homologicky tsek zlozeny zo 102 aminokyselin. Recipro¢nym spdsobom je mozné vytvorit
hybridné toxiny medzi A a B retazcom abrinu a ricinu. Odhadovana letalna davka abrinu pre
Cloveka je 0,1-1 pg/kg. Izolacia abrinu je pomerne nenaro¢nd. Riziko zneuzitia ako
biologickej zbrane je vSak nizSie ako u ricinu, pretoze Abrus precatorius nie je pestovany
v takych kvantitach ako Ricinus communis, vyuzivany na vyrobu ricinového oleja. " %

V koncentracii 0,8 pg/ml abrin-a aglutinuje l'udské erytrocyty skupiny 0. Akutna
intoxikacia sa najprv prejavuje podrazdenim GITu, do 3 dni po poZiti sa objavi zvracanie
a krvavé hnacky. V dosledku elektrolytovej nerovnovahy vznikaji srdeéné arytmie a edém
mozgu. Ten je sprevadzany ospalostou, kf¢ami, komou a kardiovaskularnym kolapsom.
Dalsie symptomy mozu zahriiovat’ difuznu hemoragiu, hemolytickd anémiu, oligiiriu, urémiu
a Vv dosledku srde¢ného zlyhania az smrt. Abrin mdéze byt pri¢inou kontaktnej dermatitidy,
Vv ustnej dutine mdze vyvolat vredy. 3

Netoxickd davka abrinu (1,35 pg/kg) poddvand mySiam postupne po dobu 5 dni,
stimulovala humoralny imunitny systém. Bol pozorovany zna¢ny nérast celkového mnoZstva
leukocytov, zvysila sa hmotnost sleziny a tymusu, vzrastla hladina protilatok v organizme. 89

Abrin bo podavany mySiam v subletdlnej koncentracii 7,5 pg/kg, kazdy druhy deni po
dobu 10 dni. Obe cesty podania (i.p., priamo do léze) boli efektivne v redukcii nddorovych

buniek typu DLA (Dalton’s Lymphoma Ascites) a typu EAC (Ehrlich’s Ascites Carcinoma).
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Linia DLA bola k abrinu citlivejSia. Abrin vyrazne redukoval objem tumoru. Profylaktické
podévanie abrinu sa viak ukézalo ako neefektivne. %

Pri vyskumoch na slimakoch druhu Lymnaea acuminata bol skumany efekt 40% a 80%
24h LCsp abrinu. Doslo k vyraznému poklesu proteinov, volnych aminokyselin, DNA a RNA
V nervovom systéme. Abrin tiez spdsobil znizenie hladiny fosfolipidov a stiCasne vzrastla

Cp e e o 91
peroxidécia lipidov v nervovom systéme.

Viskumin

Viskumin (ML-1) bol identifikovany koncom 80. rokov 20. storo¢ia ako hlavna
farmakologicky aktivna stgast’ extraktu z druhu Viscum album (Viscaceae). %

Rastlina obsahuje celkom tri typy lektinov. ML-I (viskumin) je najviac zastapeny,
nasleduje ML-IIl a ML-II. Su to glykoproteiny $pecifické pre D-galaktozu (ML-I), pre N-
acetylgalaktozamin (ML-I1I) alebo pre oba cukry (ML-II). V rastline sa nachadzaju aj d’alSie
proteiny, tzv. viskotoxiny. %%

ML-I existuje ako nekovalentne spojeny dimér, zatial' co ML-Il a ML-III st monoméry.
A retazec viskuminu je protein tvoreny 252 aminokyselinami a md molekulovt hmotnost’ 30
kDa. B retazec ma dve globuldrne domény, 263 aminokyselin a molekulovi hmotnost’ 35
kDa. Ret'azce st spojené disulfidickou vizbou medzi Cys247 retazca A a Cys5 B retazca.”

Struktura, spdsob penetracie do bunky a mechanizmus Géinku viskuminu su podobné s
ricinom. Toxicita je takisto porovnatelna (100 pg/kg u potkana pri i.p. podani). % %

Lektiny z imela st obzvlast’ cytotoxické (pri koncentracii 1-3 ng/ml inhibuju u ¢loveka
bunky leukémie), boli zaznamenané aj imunostimulaéné uUCinky. Viskotoxiny su tiez
cytotoxické, ale v zna¢ne mensej miere. Maju cytolyticky efekt. V roku 1996 bol na malom
mnozstve pacientov prevedeny vyskum, pri ktorom sa zistilo, Ze produkt s urcitym
mnozstvom ML-1 mal u pacientov pozitivne ovplyvnit’ kvalitu zivota, aj ked" nezamedzil
rozvoju tumoru. Ini autori u pacientov taktiez pozorovali zvySenie kvality Zivota a narast
hladiny p-endorfinov. *

Mnohé in vitro stadie preukazali, ze inkubacia ré6znych tumorovych bunkovych linii
spolu s lektinmi imela ma za nasledok apoptéozu buniek. Jednym z prvych pozorovanych
efektov je perforacia bunkovej membrany. Lektiny sposobuju, ze sa nadorové bunky stavaju
citlivejSimi k indukcii apoptodzy vyvolanej TNFa. U ML-I bolo pozorované Ze potencuje efekt
chemoterapeutik. Taktiez mnohé in vivo pokusy demonstrovali, Ze lektiny z imela vyvolavaja

supresiu rastu tumoru. Lektiny boli podavané pokusnym zvieratdm lokdlne do tumoru,

systémovo, subkutdnne, alebo oralnou cestou v potrave. V mnohych pripadoch bola
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pozorovand apoptéoza a boli zaznamené aj pripady u ktorych doslo kompletne k ablacii
tumoru. Vytvorila sa hypotéza ze antikancerogénna uc¢innost’ tumor nekrotizujuceho faktora

alfa (TNFa) je potencovana lektinmi oboch druhov imela - eurépskeho i korejského typu. *

Modeksin
Je to lektin pochadzajuci z korenov africkej sukulentnej rastliny Adenia digitata z ¢el'ade
Passifloraceae. EXxistuje v dvoch formach, ako modeksin 4B a 6B (Cisteny afinitnou
chromatografiou na nosi¢i Sepharose 4B, 6B ). Modeksin 4B tvoria dve podjednotky — A (26
kDa) aB (31 kDa). Modeksin 6B ma tiez dve podjednotky, na rozdiel od modeksinu 4B
neaglutinuje erytrocyty. %

Yolkensin

Pochadza zdruhu Adenia volkensii (Passifloraceae). Toxicita a mechanizmus su
porovnatelné s ricinom. Vyuziva sa hlavne V neurologii, pretoZze je vychytavany
a transportovany uritymi typmi nervovych buniek. %

Volkensin aricin vykazuji vysoku mieru sekvencnej identity. Aktivne miesto na A
retazci ricinu obsahuje aminokyseliny (napr. Ser203), ktoré st Vrovnakych poziciach aj
u d’alsich RIPs. Cast’ B ret'azca, ktora zodpoveda za vizbu sacharidu sa u volkensinu a ricinu
tiez zhoduje. %

Jeho molekulova hmotnost’ je 62 kDa. Obsahuje 6,74% neutralnych sacharidov. Akttna
48-hodinova LDsg je pre potkana (i.p.) 320 pg/kg, u mysi 1,73 mg/kg. 14-denna LDsy je 61
ng/kg pre potkana a 1,38 mg/kg pre mys. Volkensin je silny inhibitor proteinovej syntézy
v eukaryotickyh bunkach a aglutinuje T'udské erytrocyty, avSak bez Specifity ku krvnej

skupine. Prejavy intoxikacie su podobné ako u ricinu. 3

6.3. Biologicka aktivita d'alSich vybranych rastlinnych lektinov

Konkanavalin A

Konkanavalin A (Con A) pochadza z rastliny Canavalia ensiformis (Fabaceae)
a systematicky bol prvykrat Studovany v r. 1916. Z rastliny bol izolovany protein nazyvany
kanavalin. Boli ziskané dve frakcie — konkanavalin A, rozpustny vo vode a interagujici

s glukézou a mandzou a konkanavalin B, rozpustny iba v koncentrovanom roztoku soli.
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Pretoze u Con A sa pévodne preukazala schopnost’ aglutinacie, bol povodne oznacovany aj
ako hemaglutinin.

Protein obsahuje Styri identické protoméry, ktoré su viazané poldrnymi védzbami,
vodikovymi mostikmi a elektrostatickymi interakciami. Monomerické jednotky maju
molekulovi hmotnost’ priblizne 27 kDa. Medzi pH 2 az 5,5 existuje Con A ako dimér, nad pH
5,5 prevlada tetramér. Con A bol prvym lektinom u ktorého bola popisand chemicka
a priestorova Struktira.

Con Avyvolava na bunkovych kultarach a u zvierat radu biologickych efektov,
zahriiujucich mitogenézu, cytotoxicitu, hepatotoxicitu a teratogenitu. Lektin stimuluje syntézu
DNA, je to tiez imunostimulant. Existuju jasné dokazy o jeho patologickom pdsobeni na
zivocisne bunky. Miera toxicity je samozrejme zavisld na davke a ceste podania. Najmene;j

toxicka je subkutdnna a intraperitoneélna aplikacia.

In vitro efekty Con A
Mitogenicita

Con A indukuje mitogenézu v T bunkdch. Takisto sa viaze na glykoproteiny
a glykolipidy mnohych bunkovych typov vratane leukocytov, keratinocytov a hepatocytov.
Con A priamo stimuluje syntézu DNA v B bunkach. Zaujimavé je, Ze mitogenicky efekt Con
A na lymfocyty je zavisly aj od veku buniek. U starSich 0s6b je odpoved’ na Con A menej
vyrazna, €o suvisi s mensim mnozstvom buniek schopnych mitogenézy.

Cytotoxicita

Mnoho §tadii sa zaoberalo vplyvom Con A na viabilitu buniek v bunkovych kultirach
lymfocytov. V pritomnosti 100 pg/ml sukcinylConA viac nez 50% buniek mysacej sleziny
ostalo Zivotaschopnych, zatial’ ¢o pri pouZiti nativneho lektinu to bolo iba 20%.

V studiach bolo zistené, ze urcité lektiny, vratane ConA, dokazu indukovat aktivaciu T
buniek a to interakciou s povrchovym CD3/Ti receptorovym komplexom. Aktivované T
bunky sa takto stavaji efektorovymi cytolytickymi bunkami.

V literatre sa vSak nasli aj spravy evidujuce anti-cytotoxicky efekt konkanavalinu A.
Tieto vysledky teda naznacuju, Ze mechanizmus cytotoxicity sprostredkovanej Con A zatial
nie je dokonale objasneny.

Hepatotoxicita
Con A pdsobil na kultivované hepatocyty toxicky pri koncentraciach vyssich nez 25

pg/ml.
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Teratogenita

Tetatogenita bola skimana na potkanich embryéach. Potkanie embryd v 8. dni vyvoja
boli exponované konkanavalinu A 0 koncentraciach 12,5, 25, 50 a 100 pg/ml po dobu 72
hodin. Doslo k vyraznému poklesu viability a zvySenému vyskytu morfologickych abnormalit

charakterizovanych defektami nervovych vlaken.

In vivo efekty Con A

Vysledky toxikologickych studii Con A indikuju, Ze stupen toxického efektu Con A je
zavisly na davke a sposobe podania. Testy na mySiach a potkanoch ukézali, ze pri i.p. a S.C.
podani davok 5x107 mg/kg nespdsobil Con A smrt. Pri i.v. podani davky 2,2x10 mg/kg
doslo k amrtiu 50% pokusnych zvierat (LD50). V nizsich davkach (0,9x102 mg/kg) viak
k smrti nedoSlo ani po i.v. podani. Tato davka vyvolala nekrézu pecene. Intradermalne

podanie rovnakého mnozstva sposobilo vznik hemoragii, stav pokozky sa znormalizoval po 6

diioch.”’

Momordin

Momordin je lektin viazici galaktozu. Bol ziskany zo semien rastliny Momordica
charantia z ¢el'ade Cucurbitaceae. V ¢el'adi Cucurbitaceae boli lektiny izolované aj zo semien
a korenov druhu Trichosanthes kirilowii, z hI'aiz T. japonica, zo semien T. anguina, plodov
Cucurbita pepo, z druhov C. maxima a C. argyrosperma, z koreniov C. ficifolia.

Proteiny z celade Cucurbitaceae (o-momorcharin, B-momorcharin, momordin,
trichosantin) patria do skupiny RIPs typ 1. St jednoret'azcové a maju ovela niz§iu toxicitu nez
RIPs typ 2.

Momordin je asi v 26% Struktirne podobny A retazcom abrinu a ricinu atiez
trichosantinu a momorcharinu o i 8. Jeho molekulova hmotnost’ je 12,4 kDa a pozostava z 3
podjednotiek. Vyznacuje sa silnou hemaglutinacnou aktivitou a ma u¢inky podobné inzulinu

(antilipolytické a lipogenetické). %

Kurcin
Zdrojom tohto proteinu st Jatropha curcas aJ. natalensis z ¢el'ade Euphorbiaceae.
Toxicita je podobna ako u ricinu, avS§ak ma mensiu intenzitu. 3
Medzi kurcinom a A retazcom ricinu je homologia 54%. Kurcin vykazuje znacny

protirakovinovy efekt, ktorého mechanizmus stvisi s N-glykoziddzovou aktivitou.*
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Robin
Zdrojom je Robinia pseudoacacia z ¢el'ade Fabaceae. Protein (110 kDa) ma mitogénne
a hemaglutina¢né vlastnosti, nevykazuuje vSak Specifitu ku krvnej skupine. Jeho toxicita je
spomedzi vSetkych beznych lektinov najnizs$ia. Akutna intoxikdcia sa prejavuje zvracanim,

hnac¢kami, depresiami, bolestivymi zaludo¢nymi ki¢ami a pocitom chladu kon¢atin. 3

PHA

Pochadza z druhu Phaseolus vulgaris z ¢elade Fabaceae. PHA (126 kDa) je zmesou
piatich izolektinov. Ma vysoku oralnu toxicitu pre Cloveka, prasatd, kurcata a krysy. Viaze sa
na bunky klkov &revného epitelu. Cast z naviazanych lektinov prechadza rychlo do
enterocytov a nasledne do krvného obehu. V priebehu 1 hodiny od dosiahnutia tenkého ¢reva
sa aktivne lektiny objavujii v obehu. Ciastoéne je PHA detoxikovany peéefiou a obli¢kami.
Nemetabolizovna Cast’ spdsobuje radu portach. U pokusnych zvierat bola pozorovana zastava
rastu, pokles telesnej hmotnosti az thyn. Pri¢inou je pravdepodobne zasah do humoralneho
systému, klesa tvorba svalovych bielkovin, no intenzita ich odburavania sa nemeni. Dal3imi
patologickymi prejavmi st hypertrofia tenkého creva, poskodenie jeho epitelu, zniZenie

aktivity niektorych &revnych enzymov, hypertrofia pankreasu a pecene. ®
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7. Moznosti vyuzitia lektinov

Lektiny maja Siroké vyuzitie vo vyskume, najmid pokial je potrebna detekcia ¢i
identifikécia sacharidovych Struktur. Ich pouzitie ma mnoho vyhod, ako dostupnost’, zna¢nu
Speciftu a vysoku stabilitu. Ddlezity je aj fakt, ze ich reakcie su Casto reverzibilné, ato
pouzitim jednoduchych sacharidov.

Specificka interakcia lektinu s bunkou alebo nejakou substanciou je dokazom
pritomnosti sacharidovej Struktary. Lektiny sa teda ¢asto vyuzivaju k demonstrovaniu toho, ze
membranové receptory pre urcité hormony, rastové faktory, neurotransmitery ale aj toxiny st
vlastne glykokonjugaty. Vdaka mnohym s$tadiam s lektinmi dospeli vedci k zisteniu, Ze
sacharidy hraju vyznamnu tlohu v bunkovom rozpoznévani.

Okrem exogénnych lektinov, endogénne, membranovo viazané lektiny, nachadzaji
perspektivu pri targetingu lieciv, enzymov, nukleovych kyselin, ¢i génov do cielovych
buniek. Zaujimavym prikladom tejto aplikacie je enzymova substitu¢na terapia u pacientov

trpiacich Gaucherovou chorobou, teda nedostatkom enzymu p-glukocerebrozidazy. " *%°

7.1. Vyuzitie lektinov v oblasti vyskumu

Metodolégia
Okrem niekol’kych vynimiek (lektiny z druhov Helix pomatia a Limulus flavus) sa

pouzivaju rastlinné lektiny. Tam kde je Ziadica aglutinicia buniek (napriklad bunkova
separacia, urcovanie krvnych skupin) alebo mitogénna stimuldcia, postacujii nativne lektiny.
Vo viécsine pripadov, akymi su napr. detekcia glykokonjugatov v tkanivach, na povrchu
bunieck alebo bunkovych organel, na tenkovrstvovych chromatogramoch, geloch, ¢i
mikrotitraénych dostickach, sa pouzivaji znacené lektiny. Mnohé su komercne dostupné. Vo
vSetkych pripadoch sa prevadza kontrola Specifity reakcie pomocou inhibi¢nych (alebo
neinhibi¢nych) sacharidov. Imobilizované lektiny kovalentne viazané k vhodnym nosicom
(napr. Sepharose), st nevyhnutné pre afinitnti chromatografiu glykoproteinov, glykopeptidov
a oligosacharidov.

Znacené lektiny sa obycCajne pridavaji priamo ku skiSanému vzorku a nasledne su
detekované. Alternativou je aj pouzitie nemodifikovanych lektinov, tie sa potom vizualizuju

pomocou druhého reagens — to je napr. chrenova peroxidaza (horseradish peroxidase, HRP)
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alebo znacend anti—lektinova protilatka. V pripade peroxidazy, ktora je glykoproteinom,
dochadza k reakcii medzi sacharidovou castou enzymu a vdzbovym miestom lektinu.
Peroxidaza sa méze pouzit’ len u lektinov, ktoré k jej stcastiam vykazuju Specifitu, ako je

tomu v pripade konkanavalinu A. !

Predtym nez sa lektiny zacali pouzivat’ v histochémii a cytochémii, existovali malo
Specifické Cinidla, ktoré detekovali cukry v bunkach a tkanivach. S lektinmi je vSak mozné
odhalit’ $pecifické sacharidové zbytky a sekvencie a ziskat’ informacie o lokalizacii a Strukture
glykokonjugatov. Preto su lektiny stale viac vyuzivané pri $tidiu membranovych Struktur, pri
skimani mechanizmu glykozylacie intracelularnych proteinov a zmien ktorymi prechadzaju
glykokonjugaty pocas diferenciécie, rastu a vyvoja. Zmeny v obsahu, distribucii a pristupnosti
celularnych a extraceluldrnych glykokonjugatoch Casto stvisia s patologickymi procesmi.

Potencial lektinov spociva aj v ich diagnostickom vyuziti. "%

Skumanie bunkovych povrchov a vyuzitie v diagnostike
Lektiny sa pouzivaju pri vyskume bunkovych povrchov, ale aj subcelularnych organel

zivociSnych buniek. Aj vd’aka lektinom bolo demonstrované, ze sacharidové Struktary st na
cytoplazmatickej membrane rozmiestnené asymetricky. Taktiez prispeli k potvrdeniu fluidity
biologickych membran.

Vyskumy s celou Skdlou lektinov odhalili rozmanita distribiciu glykokonjugatov
Vv epitelidlnych bunkach kolon. V ramci jednotlivych ¢asti hrubého ¢reva bola pozorovana aj
rozna viazbovost lektinov. Zatial ¢o sa UEA-l a Gal-$pecificky lektin z Viscum album
selektivne viazali k proximalnemu kolon, DBL a SBA zasa priméarne k jeho distalnej Casti.
Kvalitativne a kvantitativne zmeny vo vdzbe lektinov boli pozorované u mnohych typov
buniek a tkaniv v procese delenia, maturacie a diferenciacie. Napr. receptory pre DBL boli
selektivne exprimované na fetalnych tymocytoch mysi, avsak nie u dospelych jedincov.

Narast vo vézbovosti DBL a SBA bol prisudzovany akitnemu zapalu intestinalnej
mukoézy, ktory obyc€ajne sprevadza ulcerativnu kolitidu, Crohnovu chorobu ale aj
apendicitidu. Pri ulcerativnej kolitide vykazoval kolondlny epitel abnormalnu vidzbovost
k PNA, " 1%

Mnohé $tadie porovnéavali mieru akou sa lektiny viazu k normalnym a malignym
bunkam. Tieto vyskumy viedli k poznaniu Strukturdlnych zmien, ktoré postihuji povrchové

sacharidy buniek poCas malignej transformacie a ktoré vznikaju v procese vzniku metastaz.
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Ukazalo sa, ze lektinové receptory mozu vyhodne sluzit” ako markery neoplastickych buniek
a tkaniv a dajii sa teda pouzit’ v diagnostike rozli¢nych tumorov. ’

Prikladom, hoci tento lektin nepochadza z rastlin, je HPA, lektin zo zéhradného sliméka
druhu Helix pomatia. Specificky rozozniava markery pritomné u mladych Zien s rakovinou
prsnika spojenou s vysokym potencidlom vzniku metastaz. Tento lektin je aj indikatorom
adenokarcinému pluc. '3

Reaktivita s PNA mdze byt napomocna pri detekcii niektorych typov karcinomu u l'udi,
hlavne pri rakovine prsnika a kolonu. K diagnostike rakoviny kolonu moze sluzit' aj lektin
z rastliny Vicia villosa. Achatinin H, lektin pochadzajtci zo slimaka Achatina fulica, je zasa
indikatorom akutnej lymfoblastickej leukémie u deti. ’

Pomocou lektinov sa da zistit' aj to, ktoré sublinie nddorovych buniek maji vysoky
potencidl tvorit metastdzy a ktoré naopak nizky. Dovodom su rozdielne povrchoveé
glykoproteiny U jednotlivych sublinii. Malo metastdzujtca sublinia B12 mySacieho melanému
viazala Con A v malej miere. U buniek s vysokou schopnost'ou tvorit’ metastazy bola afinita
ku Con A vyssia, no mali menej vizbovych miest pre SBA a WGA. 1%

Lektiny su uzito¢né nielen pri $tadiu sacharidov na povrchu bunkovych membran ale aj
intracelularnych membran. Aj tu bolo dokazené ze distriblicia sacharidov je asymetricka
a tyka sa lumindlnej strany organel, akymi su mitochondrie, lyzozoémy, Golgiho aparat.
Vynimkou je nukledrna membrana, kde sacharidové Struktiry zasahuji aj do cytoplazmy.
Viazba WGA k nuklearnej membrane slinnych Zliaz drozofily (Drosophila sp.) bola prvou

evidenciou vyskytu glykoproteinov vo vnitri buniek. ’

Identifikacia mikroorganizmov
Tak ako zivoCiSne bunky, aj mikrobidlne obsahuju na svojom povrchu sacharidy.

Lektiny st teda uzitocné k identifikacii mikroorganizmov a k studiu ich povrchovych $truktar.

Aglutinacia baktérii izolovanej vzorky pomocou vhodného lektinu mdze potvrdit’
identitu mikroorganizmu. V neposlednom rade je oproti sérologickym a kultivacnym
vySetreniam vyhodou finan¢na a ¢asova nenaroc¢nost’. Napr. Bacillus anthracis, baktériu ktora
je obzvlast’ tazko identifikovatel'na, mozno I'ahko ur¢it’ pomocou SBA alebo HPA. Podobne
Neisseria gonorhoeae sa da identifikovat pomocou WGA. Lektiny boli pouzité aj

k identifikacii d’alsich rodov, medzi nimi su stafylokoky, streptokoky a legionely.
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Znacené lektiny s rozliCou Specifitou boli vyuzité k detekcii teichoovej kyseliny
u baktérii Bacillus anthracis, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus a tiez k skimaniu
kompozicie bunkovej steny u kvasnic.

Lektiny maju potenciadlne vyuzitie ako diagnostika pri infekcidch virusmi, hubami
a prvokmi. Achatinin H selektivne aglutinuje erytrocyty u pacientov s indickou visceralnou
leishmaniézou a nie u zdravych. Znamena to rychly a neinvazivny spdsob diagnozy tejto
choroby. ’

Lektiny mozu byt’ v klinickych laboratériach uzitocnym nastrojom pri taxonomickych a
epidemiologickych Stadiach kvasinick. Bola prevedena S$tudia, v ktorej sa pomocou 14
lektinov hodnotila aglutindcia 93 klinickych vzorkov kvasiniek. Vzorky pochddzali z 5
druhov rodu Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. glabrata a C.
parapsilosis). S pouzitim $kaly troch lektinov (Con A, LCL, PSL) so $pecifitou pre a-D-
manézu, nastala aglutinacia u vietkych vzoriek. Dalsie tri lektiny umoznili rozli$enie druhov

C. glabrata, C. tropicalis a C. albicans. '®

Neuroanantomické Studie a pouzitie v neurochirurgii
Pomocou lektinov je mozné skiimat’ aj nervové drahy a to vd’aka glykokonjugatom na

membranach urcitych neurénov. Lektin je injekéne vpraveny na Specifické miesto nervového
systému, napr. do oblasti ur¢itych nervovych zakonceni v mozgu. Nésledne je lektin neurénmi
vychytavany a transportovany retrogradnym alebo anterogrddnym transportom. Potom sa
detekuje.

Prvym lektinom ktory bol kedy pouZzity pri neuroanatomickych Stadiach je WGA. Bol
znaeny radioaktivnym iédom a Vv sucasnosti je stile najpouzivanejsi. Postupne pribudli aj
iné, mezi nimi PHA. Oba lektiny st v mieste aplikacie vel'mi u¢inne vychytavané. ’

Niektoré toxiny sa pouzivaju v molekularnej neurochirurgii k selektivnemu odstraneniu
uréitych neurénov, metédou tzv. samovrazedného transportu. (suicide transport).
Najpouzivanejsie su toxické lektiny (ricin, volkensin) a OX7-saporin. Saporin je monomérny
protein tvoreny 253 aminokyselinami. Molekulova hmotnost’ je priblizne 28,6 kDa. Bol
izolovany zo semien a korenov druhu Saponaria officinalis z ¢el'ade Caryophyllaceae
a Mirabilis jalapa z ¢el'ade Nyctaginaceae. Aj ked to nie je lektin, podobne ako spomenuté
toxické lektiny patri k RIPs, teda proteinom, ktoré irreverzibilne inhibuju ribozémy. Toxické
lektiny obsahuji vdzbovl podjednotku, saporin vSak vyzaduje pre vstup do bunky vhodny

vektor. PouZiva sa vo forme imunotoxinu, naviazany na monoklonalnu protilatku, ozna¢ovanu
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ako OX7. V sucasnej dobe je saporin vyznamnym objektom farmakologickych
a toxikologickych studii. Najnovsie vyskumy preukazuju jeho antitumorovy ucinok, stvisiaci

s N-glykozidazovou aktivitou. > 1% 1%

Separacia buniek
V podstate je s vyuzitim lektinov mozné separovat’ akékol'vek bunky, ¢i uz rastlinné,

zivoCiSne i mikrobialne, ktoré sa liSia povrchovymi sacharidmi. Vizba lektinu k bunke je
reverzibilna a teda bunky s afinitou k lektinu, ale aj tie ku ktorym sa lektin neviaze, ostavaju
neporusené a plne viabilné. To je znacné vyhoda v porovnani s protilatkami.

K tomuto ucelu sa pouzivaju napr. SBA a PNA. PNA sa pouziva V imunologii,
k rozdeleniu mySacich a ludskych tymocytov na dve podskupiny - tymocyty ktoré su
aglutinované lektinom (PNA") a neaglutinované (PNA’). PNA" frakcia pozostava
z imunologicky nezrelych kortikalnych buniek - 85-90% celkovych tymocytov, PNA" frakcia
nalezi zrelym medularnym tymocytom, ktoré tvoria 10-15% z celkového poc¢tu. PNA sa stal
jednym z najpouzivanejSich lektinov v imunologii.

Separaciu mysacich splenocytov na B a T bunky mozno dosiahnut pomocou SBA.

Hlavné vyuzitie SBA je viak pri transplantacii kostnej drene. ’

Vyuzitie mitogénnych vlastnosti lektinov
Ur¢ité lektiny, najma tie rastlinné, maja schopnost’ indukovat’ rast a delenie lymfocytov.

Lektiny napodobiiuju G¢inok antigénov na lymfocyty, no kym antigény stimuluji iba urcité
klony lymfocytov (asi 0,1% celkového mnozstva), lektiny posobia na vacsinu z nich (70-
80%) a preto sa radia medzi polyklonalne mitogény. Vd’aka nim sa zna¢ne ulah¢uje detekcia
a Stadium zmien spojenych s proliferaciou bunky. TaktieZ sa vyuZivaji pri objasiiovani
mechanizmov antigénnej stimulacie, ¢i prenosu signalu ktory je iniciovany vidzbou agens na
bunkovy povrch. VicSina mitogénnych lektinov stimuluje iba T bunky a na B bunky
neposobi. Vynimkou je napr. artokarpin a mitogén z Phytolacca americana, ktoré stimuluju
oba typy. ’

Mechanizmus stimulacie
Mechanizmus akym lektiny aktivuji lymfocyty nie je dokonale objasneny, no je

pravdepodobné Ze prebieha v dvoch krokoch. Najprv sa lektin naviaze na povrchové

sacharidy bunky. Samotna vdzba vSak nie je dostatacujuca, podmienkou je aby sa lektin
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naviazal na receptorovy komplex T buniek pre antigény, na ktory sa viazu iba mitogénne
lektiny. Mitogénne lektiny ovplyviuju transdukciu signdlu, ktora vedie k aktivacii
lymfocytov. KI"i¢ovym krokom je enzymaticka hydrolyza fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfatu na
diacylglycerol a inozitol-1,4,5-trisfosfat, ktoré oba sliizia ako sekundarni poslovia. Nasledkom

je produkcia a uvolnenie interleukinu-2, syntéza DNA a bunkové delenie.

7.2. Klinické vyuzitie

V porovnani s rozsiahlym vyuzitim lektinov v oblasti vyskumu je ich bezné pouzitie pre
klinické ucely obmedzené. Je to najméd urCovanie krvnych skupin, karyotyping, Cistenie
kostnej drene pred transplantaciou, zistovanie imunokompetencie u pacientov, substitu¢na

terapia pri Gaucherovej chorobe.

Urcovanie krvnych skupin
Urcovanie krvnych skupin bolo prvou klinickou aplikaciou lektinov. Pouzivaji sa

dodnes, napr. lektin z Lotus tetragonolobus a UEA-I sluzia k identifikacii krvnej skupiny 0.
DBL sa pouziva pri rozlisovani podskupin A; a A, lektin z Vicia graminea zas k odliseniu
krvnych bunieck M od N. Lektiny mozu sliuzit aj k oddeleniu jednotlivych populacii
erytrocytov zo zmesi, napr. v zriedkavych pripadoch mozaicizmu krvnych skupin, v pripade

somatickych mutécii, alebo pri transplantacii kostnej drene. ’

Diagnostika polyaglutinacie
Polyaglutinacia (alebo polyaglutinabilita) sprevadza urcité virové a bakterialne infekcie.

Ludské erytrocyty st aglutinované anti-T-protilatkami, ktoré su bezne pritomné v krvnom
sére u dospelych. Tieto protilatky reaguji s T antigénom (Galp3GalNAc). Ten na povrchu
erytrocytov vznika az posobenim bakterialnej ¢i virusovej sialidazy. Aglutinované erytrocyty
podliehaju vd’aka anti-T-protilatkam hemolyze, ktora moéze vyustit' az v akutne renalne
zlyhanie. Situdcia je vdZna ak sa pacientom s erytrocytmi pozitivnymi na T antigén aplikuje
transfuzia obsahujica krv a plazmu. Riziko sa d4 znizit’ transfiziou cistych erytrocytov.
Vcasna detekcia polyaglutindcie je klinicky vyznamna a doporucuje sa u pacientov s tazkymi
infekciami, u pacientov u ktorych sa v minulosti vyskytla hemolyticka reakcia alebo reakcia

na transfuziu krvi. Do roku 1963 bola detekcia T antigénu ¢asovo narocna. Znacnym
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zjednoSenim bolo zistenie, ze PNA vykazuje pre dany antigén Specifitu. V literature je

popisanych niekol’ko pripadov, ked PNA, pouzity k tomuto ucelu, zachranil pacientovi zivot.
108, 109

Monitorovanie imunokompetencie
Z mnozstva mitogénnych lektinov, len Con A, PHA a PWM sa pouzivaju

v laboratornom meradle k odhadu imunokompetencie u pacientov trpiacich réznymi
chorobami, alebo k monitorovaniu efektu imunosupresiv.

Stimulécia lymfocytov k mitogenéze pomocou lektinov bola vyrazne nizsia u pacientov
s AIDS. Mitogénne lektiny boli vyuzité aj pri skimani efektu kozmického letu na imunitny
systém cloveka. Ukazalo sa Ze odpoved’ lymfocytov u kozmonautov na mitogénne tc¢inky
Con A bola az o0 60% nizSia po navrate z vesmiru nez pred nim. Stav sa normalizoval az

v priebehu dvoch tyzdiov. ’

Karyotyping

Cennym vyuzitim mitogénnych lektinov je Stddium chromozémov, determinacia
pohlavia ale aj detekcia chromozomalnych defektov. Chromozomy su totiz v stimulovanych

lymfocytoch dobre pozorovatelné. ’

Vyuzitie lektinov vo forme imunotoxinov

Imunotoxiny su hybridné molekuly, ktroré vznikajii naviazanim urcitého toxinu na
molekulu monoklonélnej protilatky (MAB = monoclonal antibody).™*°

Pouzivané toxiny s vysoko Cistené latky proteinovej povahy, ziskané z rastlin, hub i
baktérii. Toxin je spojeny s MAB a po jej naviazani na Specifické Struktury na povrchu
cielovej bunky prechadza do cytozolu. Je dopraveny k ribozomalnemu komplexu, kde
blokuje proteosyntézu, ¢o vedie k zaniku bunky. K zniceniu cielovej bunky staci vel'mi malé
mnozstvo imunotoxinu, v porovnani s pouZitim samotnych nekonjugovanych MAB.
V pokusoch in vitro boli zaznamenané klinické odpovede po podani miligramovych davok
nekonjugovanych MAB, zatial ¢o imunotoxiny boli vysoko ucinné aj pri koncentraciach
minimalne o tri rady niZ§ich. 110, 111
Teoreticky mozno za letdlnu davku pre cielovu bunku povaZovat' jedini molekulu

imunotoxinu, ktora je po vstupe do bunky dopravena k ribozomalnemu komplexu. Vyhodou
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imunotoxinov je aj schopnost’ posobit’ na bunky v kl'udovej faze a taktiez na deliace sa bunky.
Pdsobenie imunotoxinov nie je viazané na bunkovy cyklus a nadorové bunky nachadzajuce sa
v Gy faze st taktiez zasiahnuté. ***

Imunotoxiny boli prvykrat popisané koncom 80. rokov. Odvtedy uz bolo izolovanych

mnoho toxinov, zZ r6znych rastlin, pliesni a baktérii, ktoré sa daju pouzit’ na ich pripravu.

Z rastlinnych toxinov s najpouZzivanejSie ricin, abrin, viskumin (dvojretazcové), saporin,

gelonin, momordin a trichosantin (jednoretazcové). Miestom posobenia je 28S podjednotka

rRNA. Mechanizmus u¢inku imunotoxinu je nasledujtci (viz Obrazok 4):

1. Naviazanie imunotoxinove] MAB na Specifické antigénne miesto na povrchu cielovej
bunky.

2. Internalizacia imunotoxinu do cytozolu endocytozou.
Vicsina imunotoxinu (95%) je degradovana v lyzozémoch.

4. Cast imunotoxinu (5%) je v endozéome dopravena ku Golgiho aparatu a
endoplazmatickému retikulu.

5. Odstiepenie toxinu od MAB a jeho vyplavenie do cytozolu.

6. Volny toxin enzamyticky inhibuje proteosyntézu inaktivaciou ribozomalnej

podjednotky 28S.

G.inhibicia proteosyntézy

/ﬁmhozém
Toxin Golgi'ER

“0 < >

A wvolnenie toxinu do
cytozolu

) Endozam
1.wazbha imunotoxinu

5%

I
\9&%;@

Lyzozdm 4 doprava ku Golgiho aparatu
a endoplazmatickérmu

2.internalizécia retikulu

imunotoxinuy

J.degradécia v lyzozdme

Obrazok 5. Mechanizmus G¢inku imunotoxinu %3
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e Priprava imunotoxinov

Rastlinné toxiny moézeme rozdelit podla Struktary do dvoch skupin. Prva skupina
zahriuje toxiny s jednym enzymaticky aktivovatelnym proteinom, kym druhd skupina
obsahuje dvojretazcové proteiny. Retazec A ma enzymaticku aktivitu a retazec B, ktory sa
viaze na glykoproteiny a glykolipidy obsahujice galaktozu, zodpoveda za vizbu a vstup do
bunky. Pfi pouzivani druhej skupiny toxinov je nutné retazec B odstranit’ alebo pozmenit’. To
je aj pripad Casto pouzivaného ricinu, u ktorého je vyuzivany len retazec A.

Spojenie toxinu s MAB musi zostat’ neporusené extracelularne, ale intracelularne musi
byt labilné do takej miery, aby mohol byt samotny toxin uvolneny do cytozolu cielovej
bunky. To je mozné dosiahnut’ disulfidickou vdzbou medzi toxinom a MAB. Vizba toxinu k
MAB musi byt vzhl'adom k in vivo terapii stabilna v krvi a tkanivach. Vzhl'adom k tomu, Ze
krv 1 tkanivd obsahuju tiolové skupiny, ktoré moézu narusSovat disulfidické vizby, bola
vyvinuta stratégia, ktora spoc¢iva v naviazani objemnych skupin okolo danej vézby. Tymto
mechanizmom je znacne obtiaZzne naruSenie disulfidickej védzby a tak je zarucena vysSia

stabilita imunotoxinu v krvi a tkanivach, 1'% 112

e Neziaduce uéinky imunotoxinov

Pouzitie imunotoxinov in vivo V klinickej praxi je limitované ich imunogenicitou a
toxicitou. Imunogenicita je problém mySacich MAB a tiez samotnych toxinov. Bezprostredne
po aplikdcii sa modze objavit hypersenzitivna reakcia (horucka, zimnica, vyrazka,
anafylakticky $ok), najmé po opakovanom podani. V priebehu 1-3 mesiacov vznikajt HAMA
(human anti-mouse antibodies = l'udské protilatky proti mySacim MAB) a d’alSia terapia
imunotoxinmi prestava byt G¢inna. Potlacenie hypersenzitivnej reakcie je mozné pomocou
imunosupresiv. Zabranenie tvorby HAMA bolo dosiahnuté tzv. humanizdciou MAB, ktora
spo¢iva v nadhrade molekuly mySacieho imunoglobulinu l'udskym, S vynimkou Casti
obsahujucej vizbové miesto pre cielovy antigén.

Protilatky proti toxinom vznikaju u 30-100% pacientov a ich dlhodobé opakované
podavanie je potom minimalne U¢inné alebo celkom neucinné. V tomto ohl'ade je najlepSie
prestudovany A retazec ricinu, kde sa tieto protilatky oznacujii ako HARA (human anti-ricin
antibodies). Ich vzniku nie je moZzné zabranit’, ked’ze po odstraneni imunogénnej Casti toxinu
sa straca aj jeho u¢innost’ pri blokade proteosyntézy v ciel'ovej bunke.

Limitujicim faktorom imunotoxinov je ich vysoka toxicita. V klinickych $tadiach fazy I
bol hlavnym faktorom limitujiicim zvysenie davky uz spominany ,,vascular leak syndrome*

(VLS) a hepatotoxicita. VLS je charakterizovny zvySenou priepustnostou kapilar a iinikom
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tekutin a bielkovin. Klinicka manifestacia VLS zahriiuje hypoalbuminémiu, edém pluc,
periférne edémy, hypotenziu, hmotnostny prirastok a moze vyustit' do kardiopulmonalneho
zlyhania. Pri¢inou VLS je poskodenie endotelu ciev toxinom. Napriklad A retazec ricinu
reaguje s humannym alfa-2-makroglobulinom a fibronektinom v cievnej stene a vedie K jej
destrukcii. Na mysSacich modeloch k VLS takmer nedochadza, preto sa tato nepredvidatel'na
toxicita, ktord limituje zvySenie davky imunotoxinu, prejavila az behom klinickych skuasok
fazy 1. Na druhej strane je mierny VLS ziadlci, vzhladom k doprave imunotoxinu az na
povrch nadorovej bunky, vV nadorovom tkanive. Hepatotoxicita so zvySenim pecenovych

enzymov je obvykle reverzibilna. 13

¢ Kiinické vyuzitie imunotoxinov

Klinické testovanie imunotoxinov bolo zahajené koncom 80. rokov. Pouzitie
rekombinantnych imunotoxinov v klinickych Studiach fazy I sa objavuje v priebehu 90.
rokov. Zatial’ najlepSie vysledky boli dosiahnuté u hematologickych malignit pfi likvidacii
rezidualnej populacie leukemickych alebo lymfomovych buniek.'** ** 116

Liecba solidnych nadorov s velkou nadorovou masou pomocou imunotoxinov nebola
prilis uspesna. Je to spdsobené zlou penetraciou imunotoxinu do loziska nadoru, systémovou
toxicitou limitujucou zvySovanie davky a vznikom HAMA a HARA. '

Dalsou moznostou modze byt kombinacia imunotoxinu s konvenénou protinadorovou
terapiou. V sucasnej dobe st k dispozicii preklinické i klinické $tadie, ktoré preukazuju
synergicky ucinok a bezpecnost kombinovaného podavania imunotoxinu s chemoterapiou,
prevazne u hematologickych malignit. 13

Vzhl'adom k vysokej toxicite in vivo boli v poslednych rokoch hladané sposoby
vyuzitia imunotoxinov in vitro. Tranplantacia hematopoetickych kmenovych buniek
predstavuje jeden z prikladov in vitro aplikacie imunotoxinov. Cistenie transplantatu od
nadorovych buniek moéze najst’ uplatnenie v pripade autolognej transplantacie u akutnej
lymfoblastickej leukémie, non-hodgkinovho lymfému, mnohopocetného myelému a akutne;
myeloidnej leukémie.

Alogénna transplantdcia hematopoetickych kmenovych buniek (HSCT) predstavuje
ucinnu liecbu mnohych hematologickych malignych i nemalignych ochoreni. 113, 114, 115, 116

Liecebny potencial HSCT spociva predovSetkym v uplatneni protinadorovej aktivity
darcovskych (alogénnych) T Ilymfocytov, schopnych navodit reakciu Stepu proti

leukémii/nadoru (GVL = graft-versus-leukemia, GVT = graft-versus-tumor).**’
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Alogénne T lymfocyty vSak Casto, sucasne vedTa Ziaduceho GVL efektu, spdsobuju
reakciu Stepu proti hostitelovi (GVHD = graft-versus-host disease), ktora je jednou
z hlavnych pri¢in morbidity a mortality pacientov. Hlavnt tlohu hraji T lymfocyty darcu,
ktoré v konecnom désledku vedu k posSkodeniu tkaniv hostitel’a, predovsetkym koze, peCene a
gastrointestinalneho traktu. Deplécia alogénnych T lymfocytov vedie K zniZeniu rizika
GVHD, no sucasne narastd riziko oportunnych infekcii, relapsu zakladného ochorenia a
odvrhnutia Stepu.

Ako idealny sa javi pristup, ktory by eliminoval iba tie darcovské T lymfocyty, ktoré su
zodpovedné za GVHD, avSak ponechal T lymfocyty s protinadorovou a protiinfekénou
reaktivitou. Predpokladom je, zZ2 GVHD a GVL su sprostredkované réznymi klonmi T
lymfocytov, je teda mozné ich od seba oddelit’.

Eliminovat’ GVHD reaktivne klony darcovskych T lymfocytov mozno po ich aktivacii
nenddorovymi bunkami prijemcu. Aktivované klony darcovskych T lymfocytov exprimuju
na svojom povrchu molekuly CD25. Takto aktivované CD25" T lymfocyty sa daju eliminovat’
pomocou vysoko S$pecifického anti-CD25 imunotoxinu, bez vyrazného poskodenia zbytku
populacie darcovskych T lymfocytov, ktord si zachovava antileukemickt a antimikrobidlnu

reaktivitu.

Transplantacia kostnej drene
Bezne sa k Cisteniu darcovskej kostnej drene vyuziva SBA. Cielom je odstranit’ tie T

lymfocyty, ktoré su zodpovendé za GVHD. Téato metdda je Casto pouzivana pri transplantacii
kostnej drene u deti, ktoré trpia tazkou poruchou imunity, ozna¢ovanou ako SCID (severe
combined immune deficiency). V minulosti boli tieto deti odstidené na smrt’ uz v ranom veku,
napriek tomu Ze boli drzané v absolttnej izolacii, v plastovych komorach (,,bubble children®).
V USA aV Eurépe bola u viac nez 250 deti transplantovana kostna dreni ¢istend pomocou
SBA. Az v 75% bola liecba uspesna. Metoda bola testovana aj u pacientov s leukémiou,

pri¢om dosiahnuté vysledky st povzbudivé.

Enzymova substitu€na terapia
Ta sa nevztahuje k rastlinnym lektinom, ale k lektinom prirodzene sa vyskytujucim na

povrchu buniek, ktoré sa daju vyuzit' pri tagetingu glykoproteinov, oligonukleotidov,
nukleovych kyselin a vhodne upravenych lie¢iv. Vyborné vysledky boli dosiahnuté

s modifikovanou B-glukocerebroziddzou (cerezyme®, ceredase®) pri enzymovej substitucnej
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terapii mnohych stovak pacientov trpiacich Gaucherovou chorobou, ¢o je vlastne geneticky
defekt sposobujuci poruchu tvorby enzymu glukocerebrozidazy. Nasledkom toho dochadza

k akumulécii glukocerebrozidu, najmi v makrofagoch. ’

Vyuzitie lektinov v biosenzoroch
Uz viac nez dvadsat’ rokov sa vedci pokusaji najst spdsob akym by sa lektiny

Specifické pre Glc a Man dali vyuzit' v biosenzoroch, ktoré by in vivo monitorovali hladinu
glukozy u diabetikov. Mnohé vyskumné skupiny v in vitro aj in vivo stadiach tspesne
potvrdili, ze senzory obsahujice Con A dokdzu az po dobu niekolkych mesiacov
monitorovat’ hladinu glukézy s velkou presnostou. Stale vSak pretrvavala neistota kvoli
moznej toxicite Con A. Bolo vSak zistené, zZe mnoZzstvo Con A (<10pg/pl) pouZzité
Vv detektoroch citlivych na glukézu nepredstavuje ziadne zdravotné riziko. Senzory sa naviac

aplikuju subkutanne. %’

Vyuzitie extraktov z Viscum album v terapii rakoviny

.....

rakoviny v strednej Eurépe. V prvom rade je nutné poznamenat, ze vysledky stadii nie st
jednozna¢né a preto je klinicka uGcinnost’ kontroverzna. Viac neZz dve tretiny pacientov
s rakovinou v Nemecku a Rakusku su liecené alternativnymi metdédami, predovsetkym
extraktami z imela. Lie¢ba rakoviny pomocou imela pochadza z roku 1920 a jej zakladatel'mi
su Steiner a Wegman.

Prva skupina imelovych preparatov, tzv. ,,anthroposophical mistletoe preparations®
zahriiuje napr. Abnobaviscum, Helixor, Iscador, Iscucin, Isorel. Obsahuji extrakty
Z definovanych casti Viscum album, ato z Cerstvych listnatych vyhonkov a bobuli. Tie sa
ziskavaji z roznych hostitel'sky¢h stromov, akymi st dub, jablon, borovica a iné. Proces
zbierania je Standardizovany a Stava pochadzajica zo zimnej a letnej urody sa mieSa
dohromady. Aplikac¢na cesta a davkovanie je individudlne v zavislosti na reakcii pacientovho
organizmu a tiez na $tadiu choroby.

Do druhej skupiny VAEs (Viscum album extracts) patria tzv. ,,non-anthroposophical
mistletoe preparations®, Cafalektin, Eurixor, Lektinol, ktoré sa zbieraji v zime z topol'ov. St
davkované na zaklade obsahu viskuminu (ML-I) (v rozmedzi Ing/kg az 15 ng/kg telesnej
hmotnosti). V stcasnej dobe sa imelo pouziva vo vSetkych s§tadiach choroby, bud’ samotné

alebo v kombinacii s chemoterapiou, radioterapiou ¢i hormonalnou terapiou.
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Komer¢né preparaty z imela sa pripravuji alkoholovo-vodnou extrakciou, fermentaciou
vodného extraktu s baktériami produkujucimi kyselinu mliecnu, alebo sa kombinuju s inymi
extraktami. Preparaty su uréené k subkutannemu, intrakutinnemu a intavenéznemu podaniu
a tie, ktoré st kombinované s inymi extraktmi su vo forme kapsli alebo ¢ajov. Na Dalekom
Vychode sa rézne druhy imela vyuzivaja v tradi¢nej medicine napr. pri lumbagu, hypertenzii,
nadoroch.

Biologické a famakologické vlastnosti VAES sa Vv poslednych rokoch stali predmetom
rozsiahlych vyskumov. Z VAEs bolo izolovanych niekol’ko farmakologicky aktivnych
zliCenin, a to lektiny (ML-1, ML-1I, ML-III). viskotoxiny, oligo- a polysacharidy a iné.
Poprednou vlatnostou VAEs je cytotoxicita a inhibicia rastu mnohych nadorovych
bunkovych linii u ¢loveka. Cytotoxicky efekt sa pripisuje hlavne lektinom, petoze indukuju
apoptozu, zatial’ ¢o viskotoxiny indukuji nekrotickl smrt’ buniek. U VAES bola preukézani aj
imunomoldula¢na aktivita. Invitro a in vivo $tadie demonstrovali aktivaciu granulocytov,
monocytov/makrofagov, NK buniek, T-buniek a rozlicnych cytokinov. U pokusnych zvierat
sa protinddorovy efekt VAES prejavil po podani bud’ priamo do tumoru alebo systémovo.

Niektoré vyskumné skupiny pokladaji ML-1 za nositel'a hlavnych farmakologickych
vlastnosti VAES. VicSina preparatov z imela je preto Standardizovana prave na obsah tohto
lektinu. V sucasnosti sa v klinickych $tadiach skiima aj rekombinantny ML-I. Avsak na
zvieracich modeloch boli pozorované nepriaznivé efekty nizkych davok izolovaného ML-I na
vyvoj tumoru. Naviac lektiny imela si viazané sérovymi glykoproteinmi a tieZ anti-ML
protilatkami, ktoré su pocas tyzdiiov terapie fyziologicky produkované. Preto sa biologicky
ucinok izolovanych lektinov moéze ¢asom zmenSovat'.

Vysledky klinickych skusok preparatov z imela st predmetom diskusii. V roku 2003
Kienle a d’alsi autori publikovali pracu v ktorej hodnotili 23 kontrolovanych klinickych $tadii
zameriavajucich sa na terapiu rakoviny pomocou latok obsiahnutych v imele. 12 $tadii
preukdzalo aspon jeden Statisticky vyznamny pozitivny vysledok, dalSich 7 §tidii malo
takisto pozitivny trend, u 3 sa efekt nepreukazal a 1 zo S§tidii demonstrovala negativne
vysledky. Niektoré zo studii su vSak po metodologickej stranke nedostacujiice a preto ich
zavery nemozno povazovat sa presvedCivé. Sumarizovat efekt roznych S§tadii je
problematické kvoli heterogenitdm v metodologii, kvalite, Studovanej populécii, metédam
hodnotenia vysledkov ale aj kvoli rozdielnym Studovanym preparatom. Pretoze je dost’ malo

kvalitnych $tadii s pozitivnymi klinickymi vysledkami je do budtcna ziadtci d’al$i vyskum. *°
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Tabul’ka 5. Preparaty z imela pouZivané pfi lie¢be rakoviny '*°

Hostitel’sky Typ VyuzZivana
Nazov pripravku Doba zberu ]
strom extrakcie cast’
A, Ac, Am, .
_ L(leto) _ ) Cerstvé listnaté vyhonky,
Abnovaviscum B,C, F, M, ) lisovanie
Z (zima) plody
P, Qu
) cerstvé listnaté vyhonky,
Helixor A M, P L, Z vodna
plody
vodna cerstvé listnaté vyhonky,
Iscador M, P, Qu, U L, Z .
fermentacia plody
_ A C M,P, _
Iscucin L,Z vodna susené listnaté vyhonky
Po,Qu,S, T
Isorel A M,P L,Z vodna cerstvé listnaté vyhonky
Cefalektin Po vodna Cerstvé listnaté vyhonky
Eurixor Po 4 vodna cerstvé listnaté vyhonky
Lektinol Po vodna Cerstvé listnaté vyhonky

*A-Abies, Ac-Acer, Am- Amygdalus, B-Betula, C-Crataegus, F-Fraxinus, M-Malus, P-Pinus,
Po-Populus, Qu-Quercus, S-Salix, T-Tilia, U-Ulmus

LCudské nadorové bunky maju v in vitro podmienkach réznu vnimavost k jednotlivym
typom imelovych extraktov. U réznych typov nadorovych bunkovych linii bola sledovana
proliferacia, mitochondrialna aktivita a nekrotickd bunkova toxicita za pouzitia rozli¢ne
riedenych imelovych preparatov. Abnovaviscum Fraxini vykazoval vyssi inhibi¢ny efekt nez

Iscador. 1%

Potencialne vyuzitie lektinov v prevencii a lie€be AIDS
Lektiny patria medzi proteiny so schopnostou viazat' sacharidy (CBP, carbohydrate

binding proteins). Niektoré z nich, najma tie so Specifitou pre manozu a N-acetylglukozamin
vykazovali na bunkovych kultirach zna¢ni anti-HIV aktivitu. Lektiny nielenZe inhibuji
napadnutie buniek virusom HIV, ale tiez podsobia ako prevencia v prenose virusu
z infikovanych buniek na neinfikované CDg4.T-lymfocyty. Mechanizmus antivirovej aktivity

spoc¢iva v zabraneni vstupu virusu do cielovej bunky. To bolo pozorované napr. u lektinov
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z druhu Galanthus nivalis a Hippeastrum sp. Kl'a¢ova je vézba lektinu na sacharidové
struktiry glykoproteinu (gp 120) virusu HIV-1. Pocas interakcie virusu s bunkou vytvoria
lektiny skrizené vizby medzi glykdnmi a tym ,,zmrazia* konformaciu gp120, ¢im zabrania
interakcii s koreceptorom. Aj k lektinom vSak moéze vzniknat’ rezistencia. Jej miera koreluje
S narastajucim poctom mutacii glykosylovanych casti virusového glykoproteinu gp120.
Rastlinné lektiny a dalsie CBP predstavuju novu skupinu latok s anti-HIV aktivitou
s unikatnym mechanizmom u¢inku. Co sa tyka vzniku rezistencie, ich profil je odlisny od
doterajSich lie¢iv posobiacich proti virusu HIV. 121,122

U niekol’kych lektinov bolo in vitro testované inhibi¢né pOsobenie na reverznu
transkriptazu a N-glykohydrolazy (a-glukozidaza, B-glukozidaza a B-glukuronidaza) virusu
HIV-1. Lektiny z druhov Phaseolus vulgaris, Momordica charantia, Ricinus communis a
Agaricus bisporus vykazovali schopnost’ inhibovat’ reverzni traskriptazu, pricom
najvyraznejsi efekt sa prejavil u lektinov z druhu Phaseolus vulgaris a Agaricus bisporus.
Spomenuté lektiny mali iba slaby, pripadne Ziadny inhibi¢ny efekt na glykohydrolazy.'?

Ukazalo sa, ze proti virusu HIV je mozné zasiahnut' aj pomocou uz spominanych
imunotoxinov. Ricin spojeny s protildtkou proti CD4+T bunkdm preukéazal schopnost’ nicit

tento typ T buniek napadnutych virusom HIV. 124

Targeting

Princip targetingu lie¢iv za pomoci lektinov je v podstate vel'mi jednoduchy. VacSina
proteinov bunkového povrchu a mnohé lipidy v bunkovych membréanach st glykozylované a
tieto glykany st vizbovym miestom pre lektiny. Kombindciou malého mnoZstva sacharidov
vznikd vel'mi Sirokd Skdla roznych chemickych Struktur. Rozliéné typy buniek maja aj rézne
glykanové zoskupenia, obzvlast’ transformované rakovinové bunky vykazuju odlisné znaky

. , . 12
v porovnani so zdravymi bunkami. *%

Potencialne vyuzitie lektinov pri cystickej fibréze

Cysticka fibroza (mukoviscidoza) je geneticky defekt postihujuci transportna bielkovinu
CFTR, co je vlastne chloridovy kanal regulovany proteinkinazou zavislou na cAMP. CFTR
naviac inhibuje niektoré Na'-kanaly (typ ENaC). Zvy$eny podet otvorenia tychto kanalov,
napr. v bronchialnom epitele, zvysi resorbciu Na* a vody z hlienu secernovaného do lumina,
takze sa tento hlien zahusti. Morbidita pri mukoviscidoze je predovsetkym ddsledkom

poOsobenia na bronchidlny epitel. Defekt CFTR spdsobuje Ze je tekutina namiesto sekrécie
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resorbovand, tvori sa vysoko viskozna vrstva hlienu bohata na bielkoviny. T4 obmedzuje
dychanie a zaroveti sa stava zivnou pddou infekcie, najmé pre Pseudomonas aeruginosa. *2°
V pokusoch na mysiach bol skimany efekt niektorych rastlinnych lektinov na idénovy
transport v dychacich cestach a hrubom c¢reve. Lektiny PHA-E, PHA-L a Con A, ale nie
WGA a SBA, inhibovali absorbciu Na* v epitele kolonu a trachey. Na priklade konkanavalinu
A bolo preukazané ze mechanizmus blokady absorbcie Na® suvisi s inhibiciou fosfolipazy C
a proteinkindzy C, pravdepodobne s inhibiciou epitelidlneho sodikového kandlu (ENaC).

Préave tento efekt by mohol byt’ uzitony v terapii cystickej fibrozy. 127
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8. Suhrn

Lektiny su proteiny, ktoré viazu monosacharidy a oligosacharidy reverzibilne
a s vysokou S$pecifitou, ale su¢asne nevykazuju Ziadnu katalyticka aktivitu a na rozdiel od
protilatok nie st produktom imunitnej reakcie organizmu. Kazdy lektin obsahuje typicky dve
alebo viac vézbovych miest pre sacharidy, lektiny su teda di- az polyvalentné. Preto pri
reakcii s bunkami, napr. erytrocytmi, nielenze viazu sacharidy na ich povrchu, ale vytvaraju
medzi nimi skrizené vidzby a sposobuju aglutinaciu, u polysacharidov precipitaciu. Oba deje
su inhibované sacharidovymi ligandami pre ktoré st lektiny Specifické.

Lektiny su pritomné vo vsSetkych organizmoch, od virusov a baktérii, cez rastliny az
k Zivo¢ichom a cicavcom. Tvoria heterogénnu skupinu proteinov a glykoproteinov, ktoré sa
lisia velkostou, Struktirou aj Specifitou, ale je mozné vystopovat urCit¢é podobnosti
Vv sekvencidch aminokyselin.

Lektiny boli prvykrat izolované z rastlin a je az neuveritelné, ze uloha lektinov
v rastlinach je dodnes prakticky neznama. Pravdepodobne slizia ako obrana pred hmyzom,
fytopatogénnymi hubami ¢i predatormi. U rastlin z ¢el'ade Fababceae zohravaju tlohu pri
symbidze s baktériami fixujicimi vzdusny dusik.

Lektiny boli najdené vo viac nez 1000 druhoch rastlin a niekol’ko stovak z nich sa aj
izolovalo. Celad Fabaceae je vzhladom k lektinom najvdésia a zaroven aj najviac
preskimana. Bolo v nej popisanych asi 100 lektinov. Prevazna vécSina bola ziskana zo
semien, kde mozu tvorit aZz 10% celkového mnoZstva semennych proteinov. Lektiny boli
najdené vo vSetkych druhoch vegetativnych pletiv, obsah je obvykle nizsi ako v semenéach
a podlieha sezonnym zmenam. Distribucia lektinov je v ramci jednotlivych pletiv a buniek
variabilnd a byva ovplyvnena roéznymi faktormi, ako je vek alebo podmienky za
patologického stavu. Lektiny sa ziskavaju jednak izoldciou z prirodnych zdrojov ale aj
pomocou rekombinantnych technologii.

Rastlinné lektiny sa na zaklade Specifity rozdel'uju do 5 skupin, podl'a toho, ku ktorému
sacharidu vykazuji najvyssiu afinitu. Je zaujimavé, Ze dané sacharidy- manéza, galaktdza/N-
acetylgalaktozamin, N-acetylglukozamin, fukéza a N-acetylneuraminova kyselina, st typické
povrchové Struktiry eukaryotickych buniek.

Lektiny st v rastlinach bohato zastiipené, nasledkom ¢oho sa v znacnej miere vyskytujua
V potrave. Vo vSeobecnosti su lektiny viac rezistentné voc¢i denaturacii teplom, nez iné

rastlinné proteiny. Predpoklada sa, Ze lektiny pritomné v potrave zohrali vyznamnt ulohu
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Vv evolucii alimentarneho traktu u ¢loveka i zvierat. Lektiny menia ¢revni permeabilitu a tak
mozu branit’ vstrebavaniu zivin. Napriek tomu, podavanie malych davok lektinov mdze mat’
dokonca pozitivny vplyv na trdvenie, vstrebdvanie zivin, imunitny systém a bakteridlnu
mikrofloru. Je to dosledok modulacie sekrécie crevnych hormonov. Povrchova glykozylacia
a tym aj vazbovost’ urcitych lektinov sa v jednotlivych castiach traviaceho traktu 1iSi, vhodne
vybranym lektinom je mozné zasiahnut' do metabolizmu v roznych ¢astiach GITu. Lektiny
ovplyviiuji ¢revni mikrofloru. Maju schopnost’ priamo reagovat’ s povrchovymi Struktirami
baktérii a aglutinovat’ ich. Lektiny vplyvaju aj na celkovy metabolizmus, m6zu napodobiovat’
ucinok endokrinnych hormoénov, casto vplyvaji na hladinu inzulinu. NajCastejSie
zasahovanymi orgdnmi su pankreas, kostrové svaly, pecen, oblicky a tymus.

Mnohé lektiny maju toxické vlastnosti. Obzvlast vyraznl toxicitu vykazuju lektiny zo
skupiny RIPs typu 2. Maji enzymaticku aktivitu a st schopné inaktivovat’ ribozomy
a nasledne zablokovat’ proteosyntézu. Patri sem abrin, ricin, viskumin, modeksin a volkensin.
Ich chemicka §truktira a mechanizmus toxicity si podobné. Pozostavaju z retazca A, ktory
zodpoveda za vlastni toxicitu a z retazca B, ktory zabezpecuje naviazanie na povrch bunky
a vstup do bunky. Najpodrobnejsie je preStudovany ricin, prvy lektin, objaveny v roku 1888.
Jedina molekula ricinu méze inaktivovat’ az 2000 ribozémov. To vysvetl'uje preco je tato
substancia tak toxickd. Ricin Vv sebe skryva potencial biologickej zbrane, nastrojom
teroristickych ttokov sa stal uz mnohokrat. Riziko zneuzitia je pomerne vysoké aj vd’aka
tomu, ze Ricinus communis, vyuzivany na vyrobu ricinového oleja, je pestovany vo vel’kom
mnozstve. Proti ricinu neexistuje protijed, vakcina je momentalne vo vyvoji.

Lektiny maji Siroké vyuzitie vo vyskume, najmd pokial je potrebna detekcia i
identifikécia sacharidovych Struktur. Ich pouzitie ma mnoho vyhod, ako dostupnost’, vysoku
Specifitu, stabilitu a reverzibilitu reakcii. Lektiny su Coraz viac vyuzivané pri §tadiu
membranovych Struktar, pri skimani mechanizmu glykozylacie intracelularnych proteinov
a zmien, ktorymi prechadzaju glykokonjugaty pocas diferenciacie, rastu a vyvoja. Zmeny
V obsahu, distribucii a pristupnosti celularnych a extracelularnych glykokonjugatov casto
suvisia s patologickymi procesmi. Lektiny maju potenciadlne vyuzitie aj ako diagnostika pri
infekciach virusmi, hubami a prvokmi.

V podstate je s vyuzitim lektinov mozné separovat’ akékol'vek bunky, ¢i uz rastlinné,
zivoCiSne i mikrobidlne, ktoré sa liSia povrchovymi sacharidmi. Vizba lektinu k bunke je
reverzibilna a teda bunky s afinitou k lektinu, ale aj tie ku ktorym sa lektin neviaze, ostavaja

neporusené a plne viabilné. To je zna¢na vyhoda v porovnani s protilatkami.
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Urcité lektiny, najméd tie rastlinné, maji schopnost’ indukovat rast a delenie
lymfocytov. Vdaka nim sa zna¢ne ulahcuje detekcia a s$tadium zmien spojenych s
proliferaciou bunky.

V porovnani s rozsiahlym vyuzitim lektinov v oblasti vyskumu je ich bezné pouzitie pre
klinické ucely obmedzené. Prvou a stale vyuzivanou aplikaciou lektinov je urovanie krvnych
skupin. Medzi dal§ie patri karyotyping, Cistenie kostnej drene pred transplanticiou,

zistovanie imunokompetencie u pacientov ¢i substitu¢na terapia pri Gaucherovej chorobe.
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9. Zaver

Mnoh¢ rastlinné lektiny st toxické, s tym suvisi aj hypotéza, ze lektiny slizia rastlindm
ako obrana proti roznym druhom fytopatogénnych hub, hmyzu, predatornym stavovcov
a bezstavovovcom. Vyraznu toxicitu preukazuju lektiny patriace do skupiny proteinov
inaktivujucich ribozoémy (RIPs), ako ricin, abrin ¢i viskumin. Ricin sa vyznacuje extrémnou
toxicitou, jedina jeho molekula dokdze zabit bunku. Napriek tomu st RIPs skupinou
proteinov, ktord puta pozornost’ vedcov kvoli svojej potencialnej bioaktivite. Farmakologicka
aktivita tychto latok zahffia antivirdlnu aktivitu, vratane anti—-HIV aktivity, protinadorové
poOsobenie, imunosupresiu i enzymatickl aktivitu.

Popri zna¢nej toxicite maju rastlinné lektiny mnoho pouziti. Nachadzaji uplatnenie
najmé vo vyskume, st nenahraditel'né pri $tadiu glykokonjugatov bunkovych povrchov ale aj
intracelularnych StruktGr. S tym suvisi aj ich pouzitie v diagnostike, pretoze zmeny
bunkovych sacharidovych Struktar ¢asto signalizuju patologicky proces. Pomocou lektinov je
mozné separovat’ akékol'vek bunky, ktoré sa lisia povrchovymi sacharidmi. Zna¢nou vyhodou
je reverzibilita vizby. Lektiny st uzitoénym ndstrojom aj pri identifikacii mikroorganizmov.
Dalsou oblastou vyuzitia je $tadium neuroanatomickych $truktir, ale aj pouZitie toxickych
lektinov v neurochirurgii. Rastlinné lektiny vyznamne prispeli k rozvoju imunoldgie a v tejto
oblasti st dodnes Siroko vyuzivané. V porovnani s rozsiahlym vyuzitim lektinov vo vyskume
je ich klinické pouzitie obmedzené. Prvou a stale uplatiiovanou klinickou aplikaciou lektinov
je urCovanie krvnych skupin. Lektiny sluZia aj na diagnostiku polyaglutinicie, ktora
sprevadza urcité virusové a bakterialne infekcie. Lektiny stimulujuce mitogenézu lymfocytov
si uzitoéné pri monitorovani imunitného stavu pacientov alebo pri sledovani efektu
imunosupresiv. Cennym vyuZitim je aj vyuzitie mitogénnych lektinov pri §idiu chromozémov
¢i urcovani pohlavia. Obzvlast zaujimavé je pouzitie lektinov vo forme imunotoxinov.
NajpouzivanejSie su ricin, abrin a viskumin, ktoré patria medzi proteiny inaktivujlice
ribozomy a teda inhibuju proteosyntézu. Tento G€inok sa vyuziva v liecbe nddorovych
ochoreni, najlepSie vysledky boli dosiahnuté u hematologickych malignit. NeoceniteI'né je aj
pouzitie lektinov, pripadne imunotoxinov pri Cisteni kostnej drene pred transplantdciou.
V terapii rakoviny je vo vel’kom rozsahu skiimané aj imelo biele (Viscum album), no vysledky
Studii st kontroverzné a preto jeho protirakovinovy ucinok nemozno povazovat za fakt.
V sucasnosti sa vyskum zameriava aj na protivirové posobenie lektinov. Vysledky naznacuju,

ze niektoré rastlinné lektiny by mohli byt’ pouzité v prevencii a liecbe AIDS.
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