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Abstrakt

Galektiny jsou zivoci$né lektiny s afinitou k terminalnim B-galaktosidiim. Tyto lektiny jsou
charakteristické evolucné¢ konzervovanou doménou rozpoznavajici sacharidy (CRD). Galektiny se
in vivo ucastni mnoha procesii, jako napt. bunécné adheze; signalizace; proliferace bunék
a kancerogeneze. Lze je vyuzit jako markery u nékterych typt rakovin a téz pro cilenou vazbu
terapeutik v diagnostice a terapii rakovinného bujeni. Galektiny byly definovany jako proteinova
rodina slozena z 15 ¢lent (11 z nich znamo u lidi). Jsou klasifikovany do tfi podskupin, dle své
struktury: prototypické; chimerické; tandemové. Galektin-8 patii mezi tandemové galektiny, které
jsou tvofeny dvéma riznymi podjednotkami spojenymi peptidovym mitstkem; obsahuji dvé riizné
CRD domény, a jsou proto bivalentni.

Interakce galektin-glykan jsou zaloZeny na afinit¢ CRD galektinti ke glykaniim obsahujicim
terminalni B-galaktosid, pfi¢emz tuto afinitu formuluje praveé soubor konzervovanych aminokyselin
v rdmci kazdého CRD. Tyto interakce je mozno zkoumat mnohymi metodami, jako napf.
rentgenova krystalografie; kompetitivni ELISA; interferometrie na biovrstvé. Diky Sirokému
zapojeni galektinii do biologickych procesi je zndma fada metod znaceni galektinii pro jejich
detekci. Nejpouzivanéjsimi metodami jsou fluorescenéni metody a biotinylace galektind, u které je
vyhodné vyuziti tzv. AVI-kotvy (GLNDIFEAQKIEWHEGGSGGS).

V této praci byl ptipraven genovy konstrukt jednoho galektinu (N-podjednotka galektinu-8)
nesouciho peptidovou kotvu pro selektivni biotinylaci proteint in vivo (AVI-kotva). Tento konstrukt
byl spolu s dal§imi galektinovymi konstrukty (k dispozici na Skolicim pracovisti) rekombinantné
exprimovan v Escherichia coli. U konstruktu celého galektinti-8 spolu s jeho N-podjednotkou a jeji
formé& nesouci biotinylovanou AVI-kotvu byla stanovena vazebna afinita k vybranym standardnim
sacharidovym ligandim. U forem galektinl s biotinylovanou AVI-kotvou byla potvrzena ptfitomnost

biotinylace.
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Abstract

Galectins are animal lectins with affinity to terminal B-galactosides. These lectins are
characterized by an evolutionarily conserved carbohydrate recognition domain (CRD). Galectins
are involved in many processes in vivo, such as cell adhesion; signaling; cell proliferation and
carcinogenesis. They can be used as markers in certain types of cancer and also for the targeted
binding of therapeutics in the diagnosis and therapy of cancer. Galectins have been defined as a
protein family composed of 15 members (11 of which are known in humans). They are classified
into three subgroups, according to their structure: prototypical; chimeric; tandem-repeat type.
Galectin-8 belongs to tandem-repeat galectins, which consist of two different subunits connected
with a peptide linker; they contain two different CRD domains, and are therefore bivalent.

Galectin-glycan interactions are based on the affinity of galectin CRDs to glycans
containing a terminal B-galactoside, and this affinity is formed by the set of conserved amino acids
within each CRD. These interactions can be investigated by many methods, such as X-ray
crystallography; competitive ELISA; biolayer interferometry. Due to the extensive involvement of
galectins in biological processes, there are many methods of labeling galectins for their detection.
The most used methods are fluorescence methods and biotinylation of galectins, for which it is
advantageous to use the so-called AVI-tag (GLNDIFEAQKIEWHEGGSGGS).

In this work, a gene construct of one galectin (N-terminal domain of galectin-8) carrying a
peptide tag for selective biotinylation of proteins in vivo (AVI-tag) was prepared. This construct,
along with other galectin constructs (available in the supervisor's laboratory), was recombinantly
expressed in Escherichia coli. The galectin binding affinity to selected standard carbohydrate
ligands was determined for the construct of the whole galectin-8 together with its N-terminal
domain and its respective form carrying a biotinylated AVI-tag. The presence of biotinylation was

confirmed in galectin forms with a biotinylated AVI-tag.
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1 TEORETICKY UVOD
1.1 Galektiny

1.1.1 Charakteristika galektinit

Galektiny patfi do velké skupiny proteinti nazyvanych lektiny. Lektiny se vyznacuji
schopnosti specificky se vazat na sacharidové struktury, diky ¢emuz mohou rozpoznévat konkrétni
glykokonjugaty [1]. Praveé diky schopnosti specificky reverzibilné rozeznavat sacharidy a jejich
derivaty oznacujeme lektiny jako proteiny vazajici sacharidy (na rozdil od enzymu nebo protilatek)
[2]. Zivocisné lektiny klasifikujeme do &étyt rodin: lektiny typu C; lektiny typu P; pentraxiny;
a galektiny. Kromé zivoci$né tiSe byly lektiny identifikovany ve vét§ing organismil; vyskytuji se od
virt, bakterii a hub po bezobratlé a obratlovce, véetné savcu a rostlin [1].

Prvnimi objevenymi proteiny, které¢ dnes nazyvame galektiny, byly elektrolektiny nalezené
u elektrickych uhott a dale Gal-1 izolovany z kufeci svaloviny. Pfi jejich objevu hrala velkou tlohu
pritomnost cysteinovych zbytkl, proto byly zpocatku oznacované jako lektiny typu S. Pravé
disulfidické miustky jsou kliCové pro stabilitu a vazbu sacharidovych ligandl. Zaroven byla zjiSténa
jedinecnost galektini mezi vSemi typy zivociSnych lektini v tom, Ze je lze nalézt v jadfe,
cytoplazmé, vnéjsi plazmatické membrané a extracelularni matrix [3]. Syntéza galektini probiha
v cytosolu nebo jadie a ke svym galaktosidovym ligandim se dostanou pouze po neklasické
sekre¢ni draze, kterd obchazi Golgiho komplex. Jejich exprese se vSak 1i§i mezi bunéénymi typy
a tkdnémi; napt. Gal-1 je exprimovan ve vét§in¢ bunéénych tkani, na rozdil od Gal-4, ktery je
typicky primarné pro eozinofily [4].

Galektiny jsou proteiny vazajici termindlni B-galaktosidy. Maji evolucné a strukturné
konzervovanou doménu rozpoznavajici sacharidy (CRD, z angl. carbohydrate recognition domain)
[5]. Struktury popsanych galektini ukazuji, Ze CRD galektinovych podjednotek se sklada z péti-
a Sesti-vlaknovych antiparalelnich B-listti uspotadanych do B-sendvicové konfigurace, ktera zcela
postrdda a-Sroubovici. V dimernich proteinech jsou glykan-vazebna mista v . CRD umisténa
na opacnych koncich dimeru. Kompaktné uspotfadana struktura CRD c¢ésteéné vysvétluje rezistenci
galektinli viici proteasam. CRD, obsahujici 130 aminokyselin, je vysoce evolu¢né konzervovana
[3].

Galektiny byly definovany jako proteinova rodina sloZena z 15 ¢lenl (11 z nich zndmo
u lidi). Spole¢nymi znaky je vysoky stupeini strukturni homologie v jejich sekvenénich motivech pro
CRD a  také afinita ke glykokonjugétiim obsahujicim  N-acetyllaktosamin
(B-D-Gal-(1—4)-D-GlcNAc). Jsou klasifikovany do tii podskupin, dle své struktury (Obr. 1) [6].
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Obr. 1: Strukturni typy galektinii.
Zleva: prototypické galektiny (homodimery), tandemové galektiny (heterodimery), a chimericky Gal-3

(monomer). Sedé jsou oznadeny galektiny nevyskytujici se v lidské tkani (pievzato a upraveno z [6]).

(i) Prototypické galektiny, které zahrnuji Gal-1, Gal-2, Gal-5, Gal-7, Gal-10, Gal-11,
Gal-13, Gal-14 a Gal-15. Obsahuji jednu CRD doménu a tvoii nekovalentni homodimery.
(ii) Chimerické galektiny, s pouze jednim zéastupcem Gal-3. Obsahuje jednu CRD podjednotku
a N-terminalni sekvenci zapojenou do oligomerizace proteind [6]. Gal-3 typicky tim, Ze ma velkou
N-termindlni doménu, bohatou na prolinové, glycinové a tyrosinové zbytky, coZz miiZze piispivat
galektiny, které maji zastupce Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9 a Gal-12. Jsou tvofeny dvéma riznymi
CRD podjednotkami spojenymi peptidovym mustkem [6].

1.1.2 Tandemoveé galektiny

Tandemové galektiny (Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9, Gal-12) jsou slozeny ze dvou
neidentickych CRD podjednotek spojenych peptidovym mistkem a tvoii celou podrodinu
galektinli. Alternativni sestfih vede k vytvoreni odliSnych sestfihovych variant (isoforem) Gal-8
a Gal-9, které se lisi zvlast¢ délkou peptidového mistku. [7]. Gal-6 je exprimovan pouze

u hlodavct, ostatni ¢tyfi zastupci se vyskytuji i v lidské tkani [8].
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Gal-4 se vyskytuje ve stfevé, zaludku, déloznich epitelidlnich bunikach, cévni sténé,
hipokampalnich a kortikalnich neuronech; pro Gal-8 jsou primarni tkani jatra, ledviny, srdecni sval,
plice a mozek; pro Gal-9 pak T-lymfocyty, tenké stievo, jatra, d€lozni epitelidlni buiky, kozni
epidermis a jicnovy epitel a pro Gal-12 tukova tkan [4]. Placentarni exprese jednotlivych galektini
je dle vyzkumu spojena s pohlavim ditéte. Lidska placenta exprimuje tandemové galektiny ve
viloznich a extravilozni trofoblastech, endotelialnich bunkach a decidualnich stromalnich bunkach.
V intrauterinnim rastové restrikénim (IUGR, z angl. intrauterine growth restriction) trofoblastu
samcich plodl je vyznamné snizena exprese Gal-4, Gal-8 a Gal-9. Naproti tomu u téhotenstvi
IUGR s zenskym plodem je zvySena exprese Gal-9 a Gal-12 v extravildéznich trofoblastech
a v pripadé Gal-12 i v endoteliadlnich bunikach [8].

Tandemové galektiny se ucastni procesu autoimunitniho zdnétu. Revmatoidni artritida,
systémovy lupus erythematodes (SLE, z angl. systemic lupus erythematosus), cysticka fibroza
a zénétliva stievni onemocnéni jsou béznd autoimunitni onemocnéni, ve kterych hraji galektiny
komplexni roli. U revmatoidni artritidy méa Gal-8 protizanétlivy ucinek a podporuje apoptézu bunck
synovialni tekutiny interakci s bunécnym povrchem CD44vRA. Tento proces muize byt inhibovan
fibrinogenem. Gal-9 potlacuje zanét indukci apoptdzy synoviocyti podobnym fibroblastim,
inhibuje prozanétlivé cytokiny, zesiluje indukci T-regulacnich bunék, zabramnuje tvorbé bunék Th17
a moduluje expresi Fcy-R na makrofazich (Obr. 2a). Séra od pacientl s SLE nesou cirkulujici
autoprotilatky anti-Gal-8 s funkci blokujici patogennim potencial. Anti-Gal-8 protilatky inhibuyji
proapoptickou aktivitu Gal-8 na aktivovanych T-bunikach, ¢imz se podporuje rozvoj zédnétu. Na
druhou stranu Gal-9 interaguje s regula¢nim receptorem 7-cell Immunoglobulin and Mucin-domain
containing-3 (TIM-3) a tlumi Thl odpovéd’ (Obr. 2b). Pfi stfevnim zanétu stimuluje Gal-4 CD4+
T-buniky k produkei IL-6 a piispiva k exacerbaci chronického stfevniho zanétu (Obr. 2¢) [9].
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Obr. 2: Funkce galektinii p¥i autoimunitnim zdnétu.
PIné zelené Sipky oznacuji indukci zanétu, zatimco prerusované Cervené Sipky oznacuji inhibici zanétu (pfevzato a

upraveno z [9]).

1.1.3 Gal-8

Gal-8 sestava ze dvou rtznych evoluéné konzervovanych CRD podjednotek spojenych
peptidovym mistkem, a proto patii do podtiidy tandemovych galektind. Alternativni sestfih vede
k vytvoteni odliSnych isoforem [7]. Dle aminokyselinové sekvence ma tento galektin velikost

34 kDa, tj. kazda jeho CRD podjednotka ma velikost pfiblizné¢ 140 aminokyselin a spojovaci
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peptidovy mistek mé velikost 32 aminokyselin [10]. Tento lektin byl piivodné klonovan z knihovny
cDNA krysich jater; izolovany klon obsahuje otevieny c¢teci ramec, ktery koduje celkove
316 aminokyselin. U lidi byl objeven jako nadorovy antigen-1 karcinomu prostaty (PCTA-1), ktery
je selektivné exprimovan v buitkach karcinomu prostaty, ale ne v normalni prostaté nebo benigni
hypertrofii prostaty [9]. Je téz Siroce exprimovan v nddorovych tkanich a zda se, ze je zapojen do
interakci bunék podobnych integrinu [7].

Lidsky gen pro Gal-8 pokryva 33 kbp genomové DNA. Je lokalizovan na chromozomu 1
aobsahuje 11 exonl. Gen produkuje alternativnim sestithem 14 rtznych transkriptl, které
dohromady koduji 6 isoforem [10]. Gal-8, stejn¢ jako ostatni galektiny, je rozpustny protein. Pfi
sekreci pusobi jako fyziologicky modulator bunéné adheze. Studie ukazaly, ze gen GALSS koduje
rizné¢ mRNA alternativnimi sestfihovymi cestami a pouZzitim riznych polyadenylaénich mist. Zda
se, ze jednotlivé isoformy jsou odlisn€ exprimovany v riznych nadorovych bunkach. Tato netypicka
podrodina Gal-8 ma komplexni regulaci exprese, ktera by se mohla podilet na procesech
nadorového bujeni. Celkové je Gal-8 strukturné ptibuzny (34% identita) s Gal-4. Nicméné Gal-4 je
omezen na jiné lidské tkané [7]. Kromé& vazby sacharidi vykazuji CRD domény Gal-8
1 hemaglutina¢ni aktivitu.

Spojovaci peptidovy mistek Gal-8 je jedine¢ny a nevykazuje podobnost s zddnym znadmym
proteinem. Delece peptidového mustku vede k naruSeni biologickych uc¢inkdi Gal-8. V souladu
s timto zjiSténim vykazuji izolované N- nebo C-termindlni CRD Gal-8 snizenou schopnost vazby
sacharidd, i sniZenou schopnost podporovat adhezi, Sifeni a signaliza¢ni funkce Gal-8. Pro spravné

fungovani Gal-8 jsou tedy nutné kooperativni interakce mezi obéma CRD a peptidovym mustkem

[7].

1.1.4 Funkce Gal-8

Gal-8 jako modulator bunécné adheze. Kdyz je Gal-8 imobilizovan, funguje jako matricovy
protein podobné jako fibronektin pii podpotfe bunééné adheze ligaci a shlukovanim integrinovych
receptori na povrchu bun&k. Tvorba komplexu mezi Gal-8 a integriny zahrnuje interakce
cukr-protein a spousti integrinem zprostfedkované signalni kaskady. Naproti tomu, kdyZ je Gal-8
pfitomen v nadbytku jako rozpustny ligand, tvofi (stejné¢ jako fibronektin) komplex s integriny,
které¢ negativné reguluji bunécnou adhezi. Diky svym dvojim U¢inkiim na adhezivni vlastnosti
bunék a jeho podobnosti s fibronektinem lze Gal-8 povazovat za novy typ matricelularniho proteinu
[10].

Gal-8 jako modulator bunécného ristu. Gal-8 funguje jako protein extracelularni matrix,
ktery tvofi vysoce afinitni interakce s integriny. Rozpustny Gal-8 inhiboval progresi bunécného

cyklu a vyvolaval zastavu rastu. Tyto ucinky nesouvisely s bunéénou adhezi, ale byly pfipisovany
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zvySeni obsahu inhibitoru cyklin-dependentni kinasy p21 v builkédch, ktera souvisela s pfitomnosti
rozpustného Gal-8 nebo jeho nadprodukci v bunkéach. Vysledky ukazaly, ze Gal-8 je modulatorem
bunécného ristu prostiednictvim stimulace nadprodukce p21 [7].

Gal-8 pri modulaci funkce T-bunék a homeostazy. Gal-8 sdili s jinymi galektiny schopnost
modulovat zivotaschopnost efektorovych T-bun¢k, ¢imz pfispiva k jejich homeostaze. Tento lektin
indukuje apoptéozu v T-buitkkach Jurkat, podobné jako Gal-1 a Gal-3. Thiodigalaktosid (TDGQG),
komer¢né dostupny inhibitor galektinl, ktery na sebe vazal Gal-8, inhiboval apoptotické uc¢inky
Gal-8. Vysledky z vyzkumu SLE naznacuji, ze Gal-8 je novym supresivnim faktorem T-bunék,
ktery mlze byt in vivo vazan autoprotilatkami blokujicimi funkci béhem rozvoje autoimunitniho
zan¢tu. Navzdory urCitym podobnostem s ostatnimi Cleny galektinové rodiny se tedy
proapoptoticka funkce Gal-8 zd4 byt jedine¢na svym molekularnim mechanismem. Gal-8 také
indukuje apoptéozu v lidskych perifernich mononuklearnich bunkach aktivovanych anti-CD3
a anti-CD28 stimulujicimi protilatkami. Je silnym induktorem exprese ligandu Fas, coz muize
pfispivat k eliminaci aktivovanych T-bunék. Tyto jeho imunosupresivni funkce jsou inhibovany

autoprotilatkami [9, 11].

1.1.5 Klinicky vyznam

Gal-8 v autoimunitnim zdnétu. Role Gal-8 v revmatoidni artritidé byla zjiSténa na modelu
autoimunitniho zanétu kloubu. Synovialni tekutina a synovidlni bunky pacientll s revmatoidni
artritidou obsahovaly zna¢na mnozstvi Gal-8 a CD44; zejména isoformu CD44vRA, ktera plsobi
jako vysokoafinitni ligand Gal-8. V modelu artritidy vykazoval Gal-8 protizanétlivou aktivitu
stimulaci apoptdézy bunck synovidlni tekutiny. Vazba Gal-8 na bunéény povrch CD44vRA tedy
indukuje apoptéozu bunék zpiisobujicich zanét kloubu (tj. buniky synovidlni tekutiny, pfedevs§im
leukocyty), coz vede k potlaceni zanétu. V synovidlni tekutin€ se v zaniceném kloubu hromadi
fibrinogen, ktery tvofi komplex s Gal-8 a CD44vRA, a tak jej zachycuje [12]. Autoprotilatka
anti-Gal-8 nalezena v SLE séru blokuje proapoptotickou aktivitu Gal-8, a tak tidi patogenni zmény
imunitniho systému prostfednictvim selektivniho blokovani funkci Gal-8 [13].

Galektin-8 a neutrofily (klicové mediatory akutniho zanétu). Neutrofily hraji Ustfedni roli
béhem akutni faze zdnétu, zejména v disledku bakteridlni infekce, expozice Zivotnimu prostiedi
a vzniku nékterych typt nador. Shlukovani téchto bunék je charakteristickym znakem akutniho
zanétu, protoze jde o prvni bunky, které migruji do mist zanétu. Gal-8 hraje v tomto procesu
dilezitou roli tim, ze indukuje adhezi neutrofilti periferni krve in vitro, coZz naznacuje, Ze tento
lektin mtize byt novym moduldtorem funkce neutrofild. Kdyz byl Gal-8 pifiddn do média
obsahujiciho sérum, indukoval vazbu neutrofild. Imobilizovany Gal-8 také podporoval adhezi

neutrofild, ale pocet adherujicich neutrofild byl mensi nez 40 % ve srovnani s tim, kdyz byl Gal-8
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pouzit jako rozpustny ligand. Kromé toho se Gal-8 vaze na prekurzor matrixové metaloproteinasy-9
(pro-MMP-9) a urychluje jeji pfeménu na MMP-9, pravdépodobné¢ diky své schopnosti béhem
zanétu Stépit strukturdlni proteiny, jako jsou kolageny. Gal-8 také reguluje funkci neutrofila: je
stejné ucinny jako formyl-Met-Leu-Phe (silny chemotakticky mediator) pii indukci produkce

superoxidu neutrofily periferni krve, coz je klicovy faktor jejich mikrobicidni aktivity [9, 14].

1.1.6 Gal-8 v nadorovych onemocnenich

Studie ukazaly, ze Gal-8 je silné exprimovéan v nadorovych tkanich [7], zvlasté v naddorech
mozku, prsu, tlustého stieva, hlavy a krku, ledvin, slinivky, Stitné Zlazy, placenty, prostaty,
vajecniki a délohy, plic, zaludku a jicnu [9]. Hladiny exprese Gal-8 pozitivné koreluji s vyskytem
nadord, ptficemz nejlepSim piikladem, ktery byl dosud studovén, je rakovina prostaty. Nadmérné
exprimovany Gal-8 mize t€émto nadorim poskytnout ur¢ité vyhody souvisejici s ristem a tvorbou
metastdz diky své schopnosti modulovat bunéfnou adhezi a bunéény rist. Gal-8 tedy muze
modulovat interakce mezi buiikami a matrici a regulovat bunééné funkce za riznych fyziologickych
a patologickych stavii [7]. Déle se rizné studie pokousely ovéfit souvislost mezi expresi Gal-8
a neoplastickou transformaci (pfeména somatické bunky v bunku nadorovou) [9].

V imunohistochemické studii na primarnich a sekundarnich malignich plicnich nadorech
ruzného histologického plivodu bylo zjiSténo, Ze Gal-8 je hojny u spinocelularniho karcinomu,
slab& exprimovany u adenokarcinomu a nedetekovatelny u malobunécného karcinomu. Navic byla
zjisténa korelace mezi expresi Gal-8 a stupném diferenciace spinocelularnich karcinomi
a neuroendokrinnich nadort. Studie provedené na mysich s transplantovanymi bunkami lidského
spinocelularniho karcinomu ukazaly, Ze injekce 1311 radioaktivné znacené Po66 protilatky
a doxorubicinu zplsobuje regresi velikosti nadoru, coz dale podporuje potencidlni roli Gal-8
v neoplastické transformaci a nddorovém bujeni [15, 16].

Naproti tomu u lidského karcinomu tlustého stfeva imunohistochemické barveni odhalilo
vyznamny pokles exprese Gal-8 v zavislosti na nadorové malignité. Cim agresivngjsi byl nador, tim
méné se Gal-8 exprimoval. V nadorech tlustého stfeva bylo méné Gal-8 neZ v normalnich nebo
benignich tkanich tlustého stieva. Bylo zjisténo, ze exprese Gal-8 neptimo koreluje s rychlosti ristu
nadoru. Dalsi studie in vitro odhalily, Ze Gal-8 sniZoval rychlost migrace nadorovych bun¢k pouze

Pti hledani potencidlnich nadorovych antigeni u transgennich mysi Neu (HER-2/Neu,
lidsky receptor epidermdlniho rastového faktoru 2), které jsou modelem pro estrogenni
receptor-negativni rakovinu prsu, byl Gal-8 identifikovdn jako jeden z péti nejcastéji

exprimovanych nadorovych antigenti a jako potencialni cil pro terapeutické vyuziti [18].
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Exprese Gal-8 byla také analyzovdna v nddorech centralniho nervového systému pomoci
imunohistochemie a RT-PCR. Bylo zjisténo, Ze hladiny exprese Gal-8 jsou velmi vysoké u lidskych
pilocytickych astrocytomil, astrocytomi, anaplastickych astrocytomti a glioblastoml a ziistavaji
nezménény behem progrese malignity. Funkéni studie odhalily, Ze Gal-8 miiZze stimulovat migraci
buné¢k glioblastomu in vitro, coz naznacuje, ze Gal-8 se mlize podilet na invazi rakovinnych bun¢k
do mozkového parenchymu [19]. Exprese Gal-8 by mohla byt pouzita jako klinicky prognosticky
faktor i pro spinocelularni karcinom hrtanu [20].

Angiogeneze je klicova pro rist a preziti nadorovych bun€k. Zvysuje téz pravdépodobnost,
ze nadorové bunky vstoupi do ob¢hu a budou vytvaret metastazy. Bylo zjiSténo, ze v normélnich
tkanich byla exprese Gal-8 rozsifena na celou tkan, zatimco v nadorovych tkanich byla omezena
pouze na jadra [21]. Gal-8 byl také silné¢ exprimovan v primarnich lidskych dermaélnich,
lymfatickych a endotelidlnich bunkach a podilel se na podpote jejich adheze a migrace, zejména
interakci s podoplaninem (membranovy protein podobny sialomucinu vysoce exprimovany
v lymfatickych buiikach) [22]. Byla popsédna kritickd role Gal-8 pii podpoie in vitro ain vivo
angiogeneze. Vysledky ukazuji, Ze tvorba kapilar a migrace endotelidlnich bun&k in vitro jsou
stimulovany Gal-8 prostiednictvim interakce s CD166 na buiikdch BAEC. Tubulogenezi a migraci
indukované Gal-8 vyznamné zabranily specifické disacharidové inhibitory [23]. Tato data naznacuji
klicovou funkci endotelidlniho Gal-8 v angiogenezi, coZ lze vyuzit pro terapii rakoviny. Dalsi
aspekt progrese a metastdzovani nadoru predstavuje interakce krevnich desticek s nadorovymi
bunikami. Gal-8 se vaze na specifické glykany na povrchu krevnich desti¢ek a spousti mobilizaci
vapniku a vazbu fibrinogenu. Podporuje také agregaci buné€k, tvorbu tromboxanu, expresi
P-selektinu a sekreci a- a @- granuli [24]. Tyto G€inky mohou pfispivat k heterotypickym interakcim
mezi krevnimi destickami, nadorovymi butikami a endotelem a kriticky ovlivnit metastatické Sifeni

[9].

1.2 Ligandy galektint

1.2.1 Interakce galektin-ligand

Bez ohledu na celkovou kvarterni a jedine¢nou doménovou strukturu galektinii se zda, ze
afinita CRD galektinu k sacharidovym ligandiim obsahujicim termindlni B-galaktosid nakonec
odrazi soubor klicovych konzervovanych aminokyselin v ramci kazdé CRD [25]. CRD se sklada ze
140 aminokyselinovych zbytktl, které se sklddaji ze Sesti (S1-S6) a péti (FI1-F5) vlaknovych
antiparalelnich B-listd, které spolecné tvoii sendvicovou strukturu B-listu s S-listy a F-listy v daném
poradi. B-Vlakna S1-S6 tvoii konkavni povrch, na ktery jsou navdzany specifické glykany. Vazebné
misto je déale roz€lenéno na mista A-E (obr. 3; konkrétné¢ ukdzano na N-podjednotce), pricemz

hlavni vazebné misto C je vysoce konzervované mezi vSemi Cleny rodiny galektinti. Misto C vaze
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B-galaktosidovou jednotku, zatimco mén¢ konzervované misto D obsahuje cukerny zbytek
navazany na [-galaktosid (napt. glukosovou jednotku v laktose). Naproti tomu mista A, B a E jsou
stabilizovat. Tato mista jsou obsazena cukry nebo funkénimi skupinami sousedicimi
s B-galaktosidem [26]. Krystalografické studie potvrdily, ze za specifitu interakce galektin-ligand
jsou zodpovédné odlisné vodikové vazby [25].

Aminokyselinové zbytky, které se nachazeji v tésné blizkosti aminokyselin rozpoznavajicich
zakladni disacharid jako laktosu nebo LacNAc, pravdépodobné urcuji dopad modifikaci
B-galaktosidu na rozpoznéavani vysledného ligandu [27]. Variace v B-galaktosidovych modifikacich
1ze tak vyuzit pro modulaci rozpoznavani sacharidového ligandu jednotlivymi galektiny [28].

Prvni studie, které se snazily prozkoumat specifitu galektini pro sacharidové ligandy, Casto
vyuzivaly relativné jednoduché sacharidové struktury ke zjisténi obecnych preferenci
ruznorodych a dobfe charakterizovanych oligosacharidovych knihoven vSak zcela zménila naSe
chapani klicovych ryst interakci galektin—ligand. V duasledku dat generovanych pomoci téchto
oligosacharidovych knihoven se krom¢ zjisténi preference vazby ligandu pozorované pomoci
ruznych testovacich platforem objevily odlisné vzorce interakci galektinu se sacharidovymi ligandy,

které nadale poskytuji dilezity pohled na funkci galektinu [25].

Obr. 3: Rentgenovd krystalova struktura lidského Gal-8N
Struktura komplexu monomeru Gal-8N podjednotky s laktosou. Antiparalelni B-listy (S1-S6) a (F1-F5) jsou

oznaceny pfisluSnym c¢iselnym kédem. Smycka S3 — S4 je zobrazena svétle modrou barvou (pfevzato z 29]).

19



1.2.2 Metody charakterizaci vazebnych interakci galektin-ligand

Nejmocnéj$im nastrojem, ktery poskytuje presné informace o usporadani atomti v komplexu
protein-ligand v pevném stavu, je rentgenova krystalografie. Nicmén¢ komplexni pochopeni
interakci protein-ligand Casto vyzaduje shromazd'ovani dalSich informaci o dalSich parametrech,
jako je dynamicky pohyb ligandu a/nebo urcité casti proteinu a kinetické a termodynamické
vlastnosti procesu vazby. Abychom porozuméli vazebnému procesu na molekularni trovni, musi
byt rentgenova krystalova strukturni analyza doplnéna dalSimi metodami [27].

Fluorescencni polarizace (FP, z angl. fluorescence polarization) umoznuje kvantitativni
analyzu molekularnich interakci v roztoku meéfenim rozdilu ve stupni polarizace navazaného
a nenavazan¢ho fluoroforu, coz souvisi s mobilitou a velikosti proteinu a komplexu s ligandem.
Diky své jednoduchosti a rychlosti se FP stala oblibenym nastrojem pro screening pii hledéni
zajimavych sloucenin prostfednictvim kompetitivnich vazebnych testd. FP nevyzaduje, aby byl
sledovany protein znacen nebo imobilizovan [30].

Interferometrie na biovrstveé (BLI, z angl. biolayer interferometry) je relativné nova metoda
méfeni biomolekuldrnich interakci. PoZzadované proteiny musi byt imobilizovany na Spicce
biosenzoru. Pfi vazbé s ligandem se méni tloustka hrotu biosenzoru. BLI analyzuje opticky
interferen¢ni obrazec bilého svétla odrazeného od imobilizovaného povrchu ve srovnani s vnitinim
referenénim povrchem, coz umoziuje piimé mefeni vazebné kinetiky v redlném case, véetné
rychlosti asociace (kon), rychlosti disociace (kofr) a rovnovazné konstanty (Kp) [31]. BLI se
v posledni dobé stala oblibenou metodou pro stanoveni hodnot Kp. Zivotnost komplexu ligand-
protein souvisi s hodnotou kot [32]. Dva ligandy mohou mit srovnatelnou hodnotu afinity, ale
znaén¢ odliSnou vazebnou kinetiku.

Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC, z angl. isothermal titration calorimetry) je metoda,
kterd se opird o termodynamickd méfeni, z nichz jsou vyvozeny parametry vazebnych interakci
[33]. Principem stanoveni je kvantifikace tepla uvolnéného nebo absorbovaného béhem
biomolekularni vazebné interakce aZz do nanomolarniho rozsahu [34]. Vazebna afinita je urcena
zménou volné energie (AG), kterd je zase ovlivnéna zménou entalpie (AH) a entropie (AS),
(tj. AG = AH — TAS). Entalpie odrazi tepelné rozdily jako vysledek vazebného procesu, zatimco
entropie odpovida za stupefi neuspofadanosti ve spojeni s danou udalosti [35]. Rada
termodynamickych analyz se zaméfuje na vazbu oligosacharidi nesoucich galaktosu s galektiny.
Vysledky jsou v souladu se strukturnimi studiemi [27].

Kompetitivni ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se pouziva ke
screeningu antigent/protilatek. Pfi této metod€ je povrch jamek potazen protilatkou specifickou
k antigenu nebo antigenem specifickym k protilatce. Vzorek, ktery ma byt méten, a enzymaticky

oznaceny antigen nebo protilatka se umisti do jamky soucasné. OznacCeny a neznaCeny antigen
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(napf. antigen pacienta) nebo molekuly protilatky spolu soutézi o vazbu na protilatku nebo antigen
v jamkach. Po promyti jamek a pfidani enzymového substratu umoziuje vysledné zbarveni pro
kvantifikaci koncentrace navazaného analytu. Mezi koncentraci analytu a intenzitou vysledného
zbarveni existuje nepfima iiméra. Kdyz je mnozstvi analyzovaného antigenu nebo protilatky v séru

nizké, ziska se vysoka absorbance, zatimco vétsi mnozstvi zptisobi nizkou absorbanci [36] (obr. 4).

T™MB

ﬁz% 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
A

Il N-acetylglukosamin
O galaktosa

[] N-acetylgalaktosamin
@ mannosa

A fukosa

Q@ 2R

Obr. 4: Schéma kompetitivniho méieni ELISA

Kompetitivni test ELISA vyuZzivajici sacharidovy standard 2'-FL jako kompetitivni ligand pro inhibici vazby
Gal-8 na imobilizovany asialofetuin (ASF). K detekci navdzaného Gal-8 byla pouzita protilatka konjugovana
s kfenovou peroxidasou (HRP, z angl. horseradish peroxidase). HRP konvertovala pfidany
3,3",5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) a tato konverze byla zastavena 1M HCI za ucelem ziskani kolorimetrického

signalu (pfevzato a upraveno z [6, 37]).
1.2.3 Ligandy a galektin-8

V dimeru Gal-8 jsou CRD jednotlivych monomera obraceny k sobé a N- a C-konce kazdého

monomeru jsou umistény na opacnych stranach rozhrani dimeru (Obr. 5) [29].
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S laktosou p¥imo interaguje sedm aminokyselin, z nichz est (kromé Arg®) je konzervovano
v Gal-1, Gal-2, Gal-3, Gal-4 a Gal-7 (Obr. 6). Aminokyseliny Arg*, His®, Asn®, Arg®, Asn”
a Glu® piimo interaguji s laktosou prostfednictvim vodikovych vazeb. Trp®® se ucastni van der
Waalsovych interakei s galaktosovym cyklem podobné jako ftada dalsich lektinli vazajicich
galaktosu a laktosu (Obr. 7; konkrétn& ukdzano na N-podjednotce) [38]. Aminokyseliny GIn*’, Trp®
a Arg>’ tvoii vodikovou vazbu zprostfedkovanou vodou s laktosou. Aminokyseliny umisténé naproti
neredukujicimu konci laktosy jsou vSak zcela odlisné od ostatnich galektind. Tato oblast Gal-8N je
zasaditéjsi a Arg* tvoii vodikovou vazbu s galaktosovym kyslikem na C-4; Gln*’ interaguje
s hydroxylem na C-3 galaktosové podjednotky prostfednictvim  vodikovych  vazeb
zprostfedkovanych vodou. V jinych galektinech je substituovan Ala nebo Val, které s laktosou
neinteraguji. Arg®® lezi v oblasti smy¢ky mezi S3 a S4 a interaguje shydroxylem na C-3
galaktosové podjednotky prosttednictvim vodikové vazby zprostiedkované vodou (Obr. 3). Tato
smycka S3—S4 ma jedinecné vlastnosti; je del$i nez smycky jinych galektinti a je umisténa blize k

sacharidovym ligandfim. Jiné galektiny nenesou homologni zbytek Arg> (Obr. 6) [29].

N-terminalni doména C-terminalni doména
A/ peptidovy mastek )\ ° P
s

ks

t

~ et ">

V L

Obr. 5: Rentgenova krystalova struktura lidského Gal-8
Krystalova struktura dimeru Gal-8 obsahujici ob€ jeho N- a C-terminalni CRD podjednotky, které

jsou spojeny peptidovym muistkem a na jejich koncich je navazana laktosa (pfevzato a upraveno z

[39D).
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Galectin-1
Galectin-2
Galectin-3
Galectin-4N
Galectin-4C
Galectin-7
Galectin-8N
Galectin-8C

Galectin-9N
Galectin-9C

S3

DAKSFVLNLGKDSN
GTDGFVINLGQGTD
NANRIALDFQRGN
HMKRFFVNFVVGQDPGS
TGKSFAINFKVGSSG
NASRFHVNLLCGEEQGS
DADRFQVDLONGSSVKPR
NAKSFNVDLLAGKSK

SGTRFAVNFQTGFSGN
SAQRFHINLCSGN

(pfevzato a upraveno z [29]).

S4

S5

S6

LCLHFNPRF
LNLHFNPRF
VAFHFNPRF
VAFHENPRF
IALHINPRM
AALHFNPRL
VAFHFNPRF
IALHLNPRL

IAFHFNFRF
IAFHLNLRF

Obr. 6: Srovnani sekvenci galektinli-1 az -9.

Obr. 7: Struktura monomeru Gal-8N v komplexu s laktosou.

pouzit model ball-and-stick (ptevzato a upraveno z [40]).
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TIVCNSKDG
TIVCNSLDG
VIVCNTKLD
KVVENTLGG
TVVRNSLLN
EVVENSKEQ
CIVCNTLIN
AFVRNSFLQ

YVVCNTRGN
AVVENTQID

AWGTEQREA
NWGQEQRED
NWGREERQS
KWGSEERKR
SWGSEEKIT
SWGREERGP
KWGREEITY
SWGEEERNT

SWGEPEEREKT
SWGSEERSL

barvu; v modelu ball-and-stick v komplexu laktosou je Gal-8N je vyznacen Sedou plochou.

S2

NYMAADGD
SYLSVRGG
SKLGISGD
THLQVDGD
DTLEIQGD
RLVEVGGD
DTLGI YGK
DTLEINGD

DTISVNGS
NRLEVGGD

Srovnani oblasti S2-S6 B-list v galektinovych CRD. Aminokyseliny, které jsou spolecné ve vSech sekvencich,

jsou zobrazeny tuéné, a aminokyseliny, které jsou jedine¢né pro Gal-8N, jsou vyznaceny tuéné a kurzivou

(a) Mapa elektronové hustoty laktosy je vyznacend modrou siti; uhlik ma zelenou barvu; kyslik mé Cervenou

(b) Vazebné interakce vodiku jsou vyznacené Sedymi pieruSovanymi Carami a jsou vytvoiené mezi laktosou

a vazebnym mistem Gal-8N: uhlik ma Zlutou barvu; kyslik ma Cervenou barvu; dusik ma modrou barvu; byl



Bohari a kol. zminuje glykosfingolipidy jako ligandy pro Gal-8N. Glykosfingolipidy jsou
molekuly bunécného povrchu provadéjici zakladni bunécné procesy. Lakto-N-tetraosa (LNT)
a lakto-N-neotetraosa (LN#nT) jsou tetrasacharidy, které tvori zakladni strukturni slozku
glykosfingolipidd. LNT a LN#»T se lisi pouze typem glykosidové vazby v ramci neredukujiciho
koncového disacharidu. Tyto glykolipidy jsou pifenaseCi antigenu krevni skupiny a lidskych
piirozenych zabije¢skych antigend, které se nachéazeji hlavné na krevnich bunkach, a jsou také
hlavnimi slozkami lidského mléka, které ptispivaji ke zdravi kojenct. Bohari a kol. zdiraznuje
preferenci Gal-8N pro rozpoznani glykosfingolipidii obsahujicich LN#T pted glykosfingolipidy
obsahujicimi LNT, coz mize byt potencidlné vyuzito pro slozku glykosfingolipidi navrhy
specifickych ligandii. Jednou za zasadnich aminokyselin pro rozpoznavani tohoto typu ligandi jsou
aminokyseliny Tyr'*! a Arg® (Obr. 6). Daldi jedine¢né aminokyselinové zbytky, jako je Arg™,
GIn*’, 11e’! a Tyr'¥!, jsou téZ potencilnimi vyznamnymi misty nejen pro zvyseni afinity, ale také

pro prozkoumani specifity [40].

1.3. Metody znaceni galektini pro detekci

1.3.1 Fluorescencni metody znaceni galektini

Fluorescencni metody vyuzivame, pokud jsou zkoumdny proteiny nefluorescencni nebo
pokud jejich vlastni fluorescence neni pro pozadovany experiment adekvatni. Vyuzivaji se k tomu
fluorofory — fluorescencni chemické slouceniny s del§i excitatni a emisni vlnovou délkou nez
aromatické aminokyseliny, abychom mohli znaceny protein studovat v pfitomnosti jinych
neznacenych proteind. Fluorofory se 1ze obecné rozdelit do dvou hlavnich tfid na vnitini a vné&jsi.
Vnitini fluorofory jsou ty, které se vyskytuji pfirozené¢ (aromatické aminokyseliny; flaviny;
chlorofyl). Vnéjsi fluorofory byly uméle vytvofeny a mtizeme je rozd¢lit dle vazby na fluorescencni
znacky vazici se kovalentni vazbou a fluorescencni sondy vazici se nekovalentni vazbou [41].
Kovalentni vazba fluorescenc¢ni znacky muize byt zprostfedkovana bud’ pifimo samotnou znackou
(tzv. samomodifikace) nebo pomoci enzymu, ktery katalyzuje tvorbu kovalentni vazby mezi
fluorescenéni znaCkou a zkoumanym proteinem (tzv. znaceni zprostiedkované enzymem). Ideélni
chemické znacka nebo sonda pro in vivo znaceni proteini by méla spliiovat minimalné nasledujici
kritéria: a) znacka by méla byt co nejmensi, aby nenaruSovala vlastnosti sledované molekuly;
b) oznaceni musi byt co nejkonkrétnéjsi, aby bylo dosazeno optimalniho poméru signalu k Sumu;
ac) reakce znacCeni by meéla byt rychld a kvantitativni, aby byla zajiSténa dostate¢nd intenzita
zna€eni. Samoziejmé splnit vSechna tato kritéria mize byt problematické [42].

Fluorescencni  znacky. Mezi rozsifené fluorescenéni znaCky patii: fluorescein
(3',6'-dihydroxyspiro[2-benzofuran-1,9'-xanthen]-3-on) a jeho derivaty, napr.

fluorescein-5-isothiokyandt; skupina rhodoaminovych barviv, do které patfi napt. chlorid kyseliny
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sulforhodamin 101, znamy i jako 7exas Red ¢i rhodamin B. Fluorescein i rhodomaminova barviva
maji dlouhd absorpcni maxima (480 nm a 600 nm) i emisni vinové délky (510 nm a 615 nm). Maji
Siroké pole vyuziti nejen diky pfiznivym rozptylim maxim, ale i protoZe nejsou citliva na polaritu
rozpoustédla a na pfitomnost interferujicich sloucenin. NejcastéjSimi derivaty jsou sulfonylchloridy
pro znaceni aminl; maleimidy pro znaceni sulthydrylovych skupin. Jejich nejbézné&j$im pouzitim
jsou jejich konjugaty s imunoglobuliny, které¢ se pouzivaji v imunotestech. Barviva jsou zaroven
vhodna pro kvantifikaci asociace malych znaCenych molekul s proteiny prostiednictvim zmén
polarizace fluorescence [41].

Rozsitenou skupinou kovalentné se vazajicich fluorescen¢nich znacek jsou takové, které
maji v nazvu oznaceni ,.kotva“ (z angl. fag). Jednd se o vysoce selektivni znacky, které jsou
specificky zaméfeny na urc¢itou funkéni skupinu a vyuzivaji se pro znaceni in vivo [42]. Ptikladem
fluorescencni znacky ptipojené ptimo na zkoumany protein je tzv. SNAP-kotva (z angl. SNAP-tag).
SNAP-kotva je polypeptid o velikosti 19,4 kDa, odvozeny od lidské O°-alkylguanin-DNA-
alkyltransferasy. SNAP-kotva je exprimovdna na N- nebo C-konci zkoumaného proteinu. Je
ukoncena cysteinem, ktery je reakénim mistem. SNAP-kotva katalyzuje pfipojeni derivatu guaninu,
na kterém je fluorofor. Vznik4 tak vazba mezi cysteinem SNAP-kotvy (pfipojené ke zkoumanému
proteinu) a fluoroforem (Obr. 8a) [43]. Toto znaceni lze pouzit v kombinaci s tzv. CLIP-kotvou
(z angl. CLIP-tag), ktera katalyzuje pfipojeni derivati cytosinu, na ktery se pfipoji jiny fluofor
(Obr. 8b) [44]. Timto zplisobem miiZeme zkoumat napt. dva riizné transmembranové proteiny, které
jsou zpocatku syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a poté jsou transportovany pies Golgiho

komplex na cesté k plazmatické membrané [43].
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Obr. 8: Mechanizmus funkce SNAP-kotvy a CLIP-kotvy

a) SNAP-kotva je pfipojena na zkoumany protein a reaguje s derivatem benzylguaninu. Touto
reakci, kterou katalyzuje samotna SNAP-kotva, vznik4 kovalentni vazba mezi aktivnim mistem s
cysteinem a fluoroforem. Guanin vznika jako vedlejsi produkt.

b) CLIP-kotva je pfipojena na zkoumany protein a reaguje s derivaitem benzylcytosinu. Touto
reakci, kterou katalyzuje samotna CLIP-kotva, vznika kovalentni vazba mezi aktivnim mistem s

cysteinem a fluoroforem. Cytosin vznikd jako vedlejsi produkt (pfevzato a upraveno z [43]).

Fluorescencni  sondy. Dansylchlorid (amin-reaktivni  5-(dimethylamino)naftalen-1-
sufonyl(dansyl)chlorid) je fluorescenc¢ni sonda patfici do skupiny polycyklickych aromatickych
uhlovodiki [41]. Dansylchlorid reaguje kyselou hydrolyzou s volnymi aminoskupinami proteint.
Timto zplisobem se odstépi chlorid a dansylové skupina se navaze na N-koncovou aminokyselinu.
Nov¢ vznikla vazba je odolna vici kyselé hydrolyze a tento konstrukt je viditelny pod UV svétlem
[45]. Pouziva se ke znaceni proteint pii mefeni dynamické polarity prosttedi. Dansylchlorid a jeho
derivaty mohou byt excitovany pii 350 nm, kde proteiny neabsorbuji; jeho emisni spektrum je

vysoce citlivé na polaritu rozpoustédla a emisni maxima jsou typicky blizko 520 nm. Dansylchlorid
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byl spolu s dal§imi fluorescencnimi sondami kyselinou 1-anilinonaftalen-6-sulfonovou a kyselinou
2-(p-toluidinyl)naftalen-6-sulfonovou, zavedeny profesorem Weberem [41, 46].
1.3.2 Biotinylace

Biotinylace je biochemicky proces, pfi kterém dochéazi ke kovalentnimu navézani biotinu
na protein, nukleovou kyselinu nebo jinou molekulu. Proteiny lze oznacovat biotinylaci chemickou
¢1 enzymovou. Chemicka biotinylace vyuziva rizné metody konjugace k nespecifické biotinylaci
amind, karboxylatd, sulthydryll a sacharidi. Enzymova biotinylace vede k biotinylaci specifického
lysinu v sekvenci oznacovaného proteinu rozpoznavané bakteridlni biotinligasou [47].

Biotin, jinak nazyvany vitamin H (¢i vitamin B7, koenzym R), je esencialni koenzym pro
vSechny formy Zivota. Je syntetizovany rostlinami, vétSinou bakterii a nékterymi houbami. Biotin je
koenzym vSech karboxylas; tyto enzymy katalyzuji ptenos CO2 v metabolickych procesech pomoci
biotinového kofaktoru jako mobilniho karboxylového nosice a jsou kliCovymi enzymy
glukoneogeneze, lipogeneze, degradace aminokyselin a energetické transdukce [48].

Biotin se vdZze na streptavidin nebo avidin s vysokou afinitou, rychlosti a vysokou
specifitou. Tato nekovalentni vazba je také odolnd vii¢i extrémnim teplotam, pH a proteolyze, coz
umoznuje sledovani biotinylovanych molekul v riiznych prostfedich. Streptavidin je tetramerni
protein izolovany z bakterie Streptomyces avidinii. Vytvaii nekovalentni vazbu s velmi nizkou
disocia¢ni konstantou Kp = 10"'* [49]. Avidin je také tetramerni protein vazajici biotin produkovany
ve vejcovodech ptakl, plazil a obojZivelnikll a uloZeny v bilku jejich vajec. Vazba na biotin ma

disocia¢ni konstantu Kp= 10" [50].

1.3.2.1 Chemicka biotinylace

Jednou z nejcastéjSich metod chemické biotinylace je biotinylace karboxylovych skupin
proteinu. Karboxylové skupiny se nachazeji na C-termindlnich koncich proteinli a v postrannich
fetézcich aminokyselin glutamatu (Glu) a aspartitu (Asp). Biotinyla¢ni ¢inidla, ktera cili na
karboxylové skupiny, nemaji karboxyl-reaktivni skupinu jako takovou, ale misto toho vyuzivaji
karbodiimidové zesit'ujici ¢inidlo, jako je EDC (hydrochlorid
1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)karbodiimidu). Toto cinidlo konjuguje primarni amin
na biotinyla¢nim ¢inidle s karboxylovou skupinou na cilovém proteinu. Kiiciik a kol. vyuzil tuto
metodu pro biotinylaci a izolaci povrchovych proteinii zivych bunék. Toto znaceni bunécného
povrchu umoznilo zkvalitnéni proteomické analyzy proteini bunééného povrchu. A¢koli se nejedna
o béZny cil pro modifikaci v proteomice, karboxylové skupiny na Asp, Glu a C-koncich jsou
schopny ucinné¢ a selektivné reagovat s karbodiimidy za vzniku aktivnich esterti, které lze
derivatizovat pomoci vhodného nukleofilu. Diky pomérné hojnému vyskytu zbytkd Asp/Glu

v proteinech, zejména v extraceluldrni oblasti transmembranovych proteini, je tato metoda pomérné
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atraktivni. Odhaduje se, Zze 13 % extracelularnich oblasti téchto transmembranovych proteinii ma
zbytky Asp a Glu. Pti ovéfeni izolovanych povrchovych proteinii byla zjisténa neptitomnost aktinu,
co naznacuje zmensSeni cytoplazmatické kontaminace a uspéSnou optimalizaci protokolu pro
biotinylaci [51]

Dalsi moznosti je biotinylace sulthydrylovych skupin, kterd je vhodné v ptipadé, ze je
pozadovana nizS§i uroven biotinylace. Vhodnymi reaktivnimi skupinami jsou maleimidy,
halogenacetyly a pyridyldisulfidy; disulfidové vazby musi byt v proteinu nejprve redukovany, aby
se uvolnily sulthydrylové skupiny pro biotinylaci. Cho a kol. vyuzil pro biotinylaci sulthydrylovych
skupin  I-biotinamido-4-(40-[maleimidoethylcyklohexan]-karboxamido)butan  (biotin-BMCC).
V této praci zkoumali metody pro cilenou biotinylaci protilatky v pantové oblasti, vhodném misté
pro fizenou imobilizaci. Vysledkem cilené biotinylace imunoglobulinu a nasledné imobilizace
protilatek prostfednictvim vazby streptavidin—biotin bylo nové imunochemické stanoveni
sendvicového typu s vyznamné zvysenou citlivosti ve srovnani s konvencni ndhodnou biotinylaci
celé protilatky. Toto stanoveni bylo vyuzito pro kvantifikaci srdecniho troponinu I, specifického

markeru akutniho infarktu myokardu [52].

1.3.2.2 Enzymova biotinylace

Na rozdil od metod chemické biotinylace umoziuje enzymatickd biotinylace, aby byl biotin
navazan presné na jeden zbytek pfitomny v proteinu, vede tedy k biotinylaci specifického lysinu
v urcité sekvenci bakterialni biotinligasou. Vysledny biotinylovany produkt je generovan s vysokou
uniformitou.

Biotinligasa je enzym zodpovédny za pfipojeni biotinu ke specifickému lysinu
v biotin-dependentnich enzymech. Jedna se o posttranslacni modifikaci. Ve vétSiné organismil je
biotinylovano az pét riznych enzymil (napft. acetyl-CoA-karboxylasa, propionyl-CoA-karboxylasa,
pyruvatkarboxylasa, B-methyl-krotonyl-CoA-karboxylasa). Pfipojeni biotinu je dvoukrokova
reakce, jejimZz vysledkem je vytvotfeni amidové vazby mezi karboxylovou skupinou biotinu
a e-aminoskupinou modifikovaného lysinu (Obr. 9). KdyZ biotin navaze ATP, dojde k vytvofeni
biotinoyl-5'-AMP. e-Aminoskupina lysinového zbytku akceptorového proteinu plisobi jako
nukleofil, ktery atakuje smésnou anhydridovou vazbu biotinoyl-5-AMP za vzniku kovalentné
pfipojeného biotinu k proteinu a vedlejSiho produktu adenosinmonofosfatu. Biotinligasy mnoha
organismil interaguji vysoce specifickym zplsobem s biotinovymi nosnymi doménami riiznych

akceptorovych proteint [53, 54].
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Obr. 9: Proces biotinylace pomoci biotinligasy

Mechanismus reakce biotinligasy. V prvni kroku reakce biotinligasa katalyzuje pfipojeni ATP za vzniku
biotinoyl-AMP a odstépeni difosfatu. e-Aminoskupina konzervovaného lysinového zbytku proteinového substratu
v apo-formé puisobi jako nukleofil, ktery atakuje smésnou anhydridovou vazbu biotinoyl-AMP. V tomto kroku se
vytvoii amidova vazba mezi biotinem a postrannim fetézcem lysinu s adenosinmonofosfatem (AMP) jako dalSim
produktem. Jakmile je vytvofena amidova vazba, biotinova ¢ast zistava piipojena po celou dobu zivota molekuly

proteinu (pfevzato a upraveno z [53, 54]).

BirA je jednou z nejvyznamnéjSich biotinligas. Jedna se o monomerni enzym o velikosti
35,5 kDa. BirA je asymetricky protein se tfemi odliSnymi doménami: N-terminalni DNA-vazebna
doména, centralni katalytickd doména a C-terminalni doména s neznamou funkci. U Escherichia
coli (E. coli) BirA rozpoznava a biotinyluje pouze jeden lysinovy zbytek v podjednotce biotin
carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase (BCCP acetyl-CoA karboxylasy). [53] BirA
pusobi jako [acetyl-CoA-karboxylasa]biotinligasa (z angl. biotin-[acetyl-CoA-carboxylase] ligase)
a biotin-operonovy represor [55].

Pro biotinylaci katalyzovanou BirA bylo popsano nékolik peptidovych sekvenci. Tyto
sekvence jsou optimalizované na maximalni rychlost biotinylace. Jednou z takovych sekvenci je
AVI-kotva (z angl. AVI-tag) (GLNDIFEAQKIEWHE), kterou lze pfipojit na N- nebo C-konec

znaceného proteinu [56].
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Bumba a kol. ve své studii popisuji vazebnou afinitu a biotinylaci Gal-3. Gal-3 je uznavan
jako prognosticky marker rakoviny (napi. ZaludeCnich, prsnich nadord, hepatoceluldrnich
a pankreatickych karcinomt). Diky své Siroké tucasti v kliCovych procesech souvisejicich s
rakovinou (neoplazie, angiogeneze, tumorigeneze, adheze bunck, apoptdza) je tento galektin
slibnym cilem protirakovinné terapie. Gal-3 rozpoznavé sacharidové motivy glykoproteinii s
vysokou specificitou pro vnitini epitopy poly-N-acetyllaktosaminu (LacNAc). Tato studie
optimalizuje potize s imobilizaci Gal-3, ktera je zplsobend jeho spontanni oligomerizaci, coz
zpusobuje komplikace pti pouziti Gal-3 jako analytu ve studiich pomoci povrchové plasmonové
rezonance. Vyuziva k tomu in vivo biotinylace AVI-kotvy vlozené na N-konci Gal-3 (konstrukt
Gal-3-AVI). Provedena biotinylace AVI-kotvy je specificka a jeji N-koncova lokalizace poskytuje
ptiznivou orientaci Gal-3-AVI na streptavidinem potaZzeném povrchu, takze C-koncova CRD Gal-3
je volné pristupnd pro vazebné interakce. V této studii jsou popsany vazebné afinity
imobilizovanych neo-glykoproteinit s Gal-3 a Gal-3-AVI stanovené povrchovou plasmonovou
rezonanci. Zaroven je zde popsan dosud nejsilné€j$i multivalentni ligand Gal-3 a to neo-glykoprotein

na bazi BSA nesouci LacdiNAc-LacNAc tetrasacharidy [37].

Kokotidou a kol. ve své studii navrhli konstrukty adenovirovych proteinovych vladken
s potencialnimi aplikacemi jako nosice pro dopravu proteini a nanocastic. Jako zékladni strukturni
rdmec pouzili segment adenovirového vlaknitého proteinu se specifickym motivem na
C-terminalnim konci. Ctrnactiaminokyselinovou biotinylaéni sekvenci vlozili bezprostiedné za
N-termindlni histidinovou kotvu, aby se umoznilo pfipojeni biotinu in vivo. Tento biotinylovany
konstrukt se slozil do teplotné a enzymové stabilnich netoxickych nanovldken, které byly
internalizovany do bunék. Tento konstrukt se mohl véazat na proteiny a nanocastice prostfednictvim
interakce biotin-streptavidin a zprostiedkovat jejich transport do bunck. Biotinylace probihala
ptimo pii heterologni expresi konstruktu. Vyhody tohoto postupu jsou jednotna modifikace proteinu
bez nutnosti chemickych postupi. Neni potieba separovat modifikované produkty od
nezreagovanych a neni nutné sloZit€ odstranovat biotinligasu z proteinového vzorku. Diky tomuto
proteinovému konstruktu bylo mozné pienést do sav€ich bun€k zlaté nanocastice konjugované se

streptavidinem s pfipojenym fluoroforem. [57].
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2. CILE PRACE

e pfiprava konstruktu jednoho galektini nesouciho peptidovou kotvu pro selektivni biotinylaci

proteind in vivo, jeho expresi a charakterizaci
e exprese galektinli v E. coli a biotinylace souc¢asné produkovanou biotinligasou

e ovéfeni navazani biotinu pomoci metody Western blot

e ovefeni lektinové aktivity pfipraveného galektinového konstruktu pomoci metody ELISA
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1 Seznam pouzitych chemikalit
* 6 x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)
* 10 x T4 DNA Ligase Buffer — pufr pro ligaci DNA (Thermo Scientific, USA)
* 10 x DreamTaq Buffer — pufr na PCR (Thermo Scientific, USA)
« akrylamid (VWR Chemicals, Ceska republika)
« amoniak, 25% vodny roztok (Lach-Ner, Ceska republika)
 ampicilin (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko)
« asialofetuin (Sigma Aldrich, USA)
* Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
* bromfenolova modf (Serva, Némecko)
» Coomasie Brilliant Blue (USB Corporation, USA)
* D-biotin (Sigma-Aldrich, USA)
* destilovana a ultracista voda (filtra¢ni zaiizeni WATREX)
* dideoxynukleotidy (Thermo Scientific, USA)
« dihydrogenfosforetnan draselny (Lach-Ner, Ceské republika)
* dihydrogenfosforecnan sodny mohohydrat (Carl Roth, Némecko)
« dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)
« DNA primery (Generi Biotech, Ceska republika)
* dodecylsulfat sodny; SDS (Serva, Némecko)
* DreamTaq DNA polymerasa (Thermo Scientific, USA)
* E. coli BL21 ADE3 (birA) (BPS Bioscience, USA)
* E. coli Rosseta 2 (DE3) pLysS (Novagen, USA)
* E. coli TOP10 (Thermo Fisher Scientific, USA)
« ethanol (VWR Chemicals, Ceska republika)
« fenylmethylsulfonylfluorid; PMSF (Roche, Svycarsko)
* GelRed (Biotium, USA)
« glycerol dvakrat destilovany 99,5% (VWR Chemicals, Ceska republika)
« hydrogenfosforeénan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
« hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
« chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
* isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid; IPTG (Sigma Aldrich, USA)
* kyselina ethylendiamintetraoctova; EDTA (Carl Roth, Némecko)
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« kyselina octova (VWR Chemicals, Ceska republika)

« kyselina sirova (VWR Chemicals, Ceska republika)

* Ni-NTA Agarosa (Thermo Fisher Scientific, USA)

* nizkomolekularni proteinové pravitko — Amersham LMW Calibration Kit for SDS
Electrophoresis (GE Healthcare, Velka Britanie)

« odtu¢néné mléko (Nutristar, Ceska republika)

* plasmid pET-Duet-1-Gal-8-AVI s ampicilinovou rezistenci nesouci konstrukt genu
lidského galektinu-8 (k dispozici na Skolicim pracovisti)

* polyklonalni protilatka proti biotinu konjugovana s kienovou peroxidasou (Thermo Fisher
Scientific, USA)

* rCut buffer (New England Biolabs, USA)

» restrikéni endonukleasy — Notl; Ascl (New England Biolabs, USA)

« substrat TMB One; 3,3',5.,5 '-tetramethylbenzidin (Kem-En-Tec, Dansko)

* TEMED, tetramethylenethylendiamin (Sigma-Aldrich, USA)

* tris-Cl (Sigma-Aldrich, USA)

« trypton (Oxoid, Ceska republika)

* Tween® 20 (ITW Reagents, Spanélsko)

« uhligitan sodny (Lachema, Ceské republika)

» hmotnostni pravitko — Invitrogen Mass DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.2 Seznam roztoku a médii
* 1% agarosovy gel (100 mL) — 1 g agarosa; 2 mL 50 x TAE pufr; 98 mL H>O
* 12% SDS gel
* separacni gel - 1,6 mL H>O; 2,0 mL 30% akrylamidu; 1,3 mL 1,5M Tris-Cl
pH 8,8; 0,05 mL 10% SDS; 0,05 mL 10% (NH4)2S20s; 0,002 mL TEMED
* zaostfovaci gel - 3,4 mL H>O; 0,83 mL 30% akrylamid mix; 0,63 mL 1,0M Tris-Cl
pH 6,8; 0,05 mL 10% SDS; 0,05 mL 10% (NH4)2S,0s; 0,005 mL TEMED
* 3M HCI - 66 mL HCI; 186 mL ultracisté vody
* 5 x elektrodovy pufr (1 L) - 5 g SDS; 15 g Tris; 94 g glycinu
* 5 x vzorkovy pufr (5§ mL) - 0,151 g Tris; 0,3855 g DTT; 0,5 g SDS; 0,025 g bromfenolové
modii; 1,25 mL glycerolu
* 50 x TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (1 L) — 242 g Tris; 57,1 mL kyseliny octové;
14,6 EDTA
* barvici roztok (100 mL) — 0,25 g Coomasie Brilliant Blue R250; 45 mL methanolu,
45 mL H>0; 10 mL 99% kyseliny octové
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* blokovaci pufr s 2% obsahem BSA v PBS pufru (Sigma-Aldrich, USA)

* Bradfordovo ¢inidlo — 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% ethanol;

8,5% kyselina fosfore¢nd v destilované vodé

* ekvilibrac¢ni pufr — 20mM Na,HPO4; 500mM NaCl; 25mM imidazol pH 7,4

* elektrodovy pufr — 25mM Tris; 150mM glycin; 10% SDS

* eluéni pufr — 20mM NaHPO4; 500mM NaCl; 500mM imidazol pH 7,4

* LB (Luria-Bertani) médium (1 L) — 10 g tryptonu; 5 g kvasni¢ného extraktu; 10 g NaCl

* LBA médium (100 mL) — 1 g tryptonu; 0,5 g kvasni¢ného extraktu; 1 g NaCl; 2 g agarosy
* MDO médium (1 L) — 1 g KH2POys; 3 g Ko;HPOs; 2 g NH4CI; 2,5 g NaSOq;

20 g kvasni¢ného extraktu; 20 g glycerolu

* odbarvovaci roztok (1 L) — 350 mL ethanolu; 100 mL kyseliny octové; 550 mL H>O

* PBS (pH 7,5) - 8,76 g 0,15M NacCl; 6,9 g 0,05M NaH>PO4.H>0 v 1000 mL

ultracisté vody

» promyvaci roztok PBST — 0,05% Tweenu® 20 v PBS

* TB médium (angl. Terrific Broth, 1000 mL) — 24 g kvasni¢ného extraktu; 20 g tryptonu;
4 mL glycerolu; 17 mM KH2PO4; 72 mM K2HPO4

3.1.3 Seznam komercnich setii
* DNA Gel Extraction Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada)
* Gene Jet PCR Purification Kit (Thermo Scientific, USA)
« Genopure Plasmid Midi Kit (Roche, Svycarsko)
* High Pure Plasmid Isolation Mini Kit (Roche, Svycarsko)

3.1.4 Seznam pouczitych pristrojii
* aparatura na agarosovou elektroforézu (Bio-Rad, USA)
« aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)
* aparatura na Western blot (Bio-Rad, USA)
* centrifugy: Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, USA); Eppendorf Centrifuge
5804 R (Eppendorf, USA); Sorvall RC 6 Plus Centrifuge (Thermo Scientific, USA);
Universal 320 R (Hettich, Némecko)
e desticky na ELISA — FI16 Maxisorp NUNC-Immunomodules (Fisher ThermoScientific,
Dansko)
* G: box Chemi XRQ (Trigon plus, Ceské republika)
* Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)
» Magneticka michacka AREX (VELP Scientifica, Italie)

34



* PCR termocykler: Termocykler TPersonal 20 (Biometra, Némecko)

« pH metr pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR)

* purifika¢ni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)

* sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velké Britanie)
* spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

« spektrofotometr: Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko)

« stiikackové filtry Millipore Millex GP 0,22 pm a 0,8 um (Merck, Némecko)
« termoblok Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)

« tiepacka IKA KS 4000 ic control (Schéller, Ceska republika)

» vakuova filtrace (Milford, MA 01757, USA)

+ véhy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

* vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velké Britanie)

* purifikacni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)

* sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velké Britanie)
* spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

« spektrofotometr: Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko)

« stiikackové filtry Millipore Millex GP 0,22 um a 0,8 um (Merck, Némecko)
« termoblok Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)

« tfepacka IKA KS 4000 ic control (Schéller, Ceska republika)

» vakuova filtrace (Milford, MA 01757, USA)

« vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

* vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velké Britanie)

3.2 Priprava genovych konstrukti galektinu

3.2.1 Priprava genového konstruktu

Genovy konstrukt Gal-8N-AVI byl pfipraven z jiz existujiciho konstruktu Gal-8-AVI ve
vektoru pETDuet-1 (klonovaci mista: Ascl, Notl) pomoci namnozZeni genu podjednotky
Gal-8N-AVI metodou polymerazové tetézcové reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction)
s naslednou restrikci a ligaci genového produktu do vektoru. Touto metodou jsme vytvotili genovy
konstrukt N-terminalni podjednotky tandemového galektinu Gal-8 nesouciho AVI-kotvu
(GLNDIFEAQKIEWHEGGSGGS, 21 aminokyselin, Mw = 2,2 kDa). Pro zachovani lektinové
aktivity je nutné, aby 1 samotnid podjednotka obsahovala peptidovy mistek, ktery spojuje N-
a C-koncovou podjednotku. Proto byla ptiprava konstruktu Gal-8N-AVI provedena tak, aby téz
obsahoval peptidovy mustek (Obr. 10).
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Obr. 10. Konstrukty galektinu-8 a jeho N-podjednotky nesouci AVI-kotvu (AVI-tag).
A) Konstrukt Gal-8-AVI.
B) Konstrukt Gal-8N-AVI. Podjednotka Gal-8N-AVI obsahuje téz spojovaci peptidovy mustek.

(Vytvoteno v programu PowerPoint)

Prvnim krokem bylo namnozeni genu kodujiciho N-terminalni podjednotku Gal-8N pomoci
PCR. Byly navrZeny primery, forward nasedajici na sekvenci restrik¢éniho mista 4scl a reverse
nasedajici na sekvenci peptidového mustku, ktery nésleduje za sekvenci kodujici podjednotku
Gal-8N).

Pouzité primery:

* Fw: 5'— AAAACGCGCCCGGGTCTGAACG -3’

* Re: 5'—- AAAAGCGGCCGCTGGCAGCCTAAGC - 37

Do tenkosténnych mikrozkumavek o objemu 0,05 mL bylo pipetovano 5 pL reakéniho pufru
(DreamTaq 10 x buffer); 1 uL templatu plasmidu pET-Duet-1-Gal-8-AVI (1 ng, fedéni 1:2500);
0,5 uL 1 uM Fw primeru; 0,5 pL 1uM Re primeru; 1 pL 0,2mM smési deoxynukleotidii (ANTP);
a 41,75 pL sterilni vody. Nakonec bylo pfidano 0,25 pL 5 U/uL DreamTag DNA polymerasy.
denaturace s teplotou 95 °C (600 s); 30 cykli — denaturace s teplotou 95 °C (30 s), nasednuti
primert (z angl. annealing) s teplotou 59 °C (30 s), elongace s teplotou 68 °C (330 s) a finalni
elongace s teplotou 72 °C (600 s).

Nésledné byla provedena agarosova elektroforéza a izolace DNA z gelu. Byl pfipraven
vzorek obsahujici 45 puL produktu PCR; 5 pL 6 x DNA Loading Dye a 1 pL 20 x GelRed pro
zviditelnéni DNA. Na gel byl takto pfipraveny vzorek rozdélen a nanesen do dvou drah. Jako
referencni vzorek bylo pouzito 0,5 pL plasmidu pET-Duet-1-Gal-8-AVI s 4,5 pL vody; 1 pL
6 X DNA Loading Dye; 1 uL 20 x GelRed; hmotnostni pravitko (Invitrogen Mass DNA ladder)
oobjemu 4 pL s 1 pL 20 x GelRed. Vzorky byly separovany v 1% agarosovém gelu v pufru
1 x TAE, napéti zdroje bylo 60 V, po dobu 2 hodin. PCR reakce byla z diivodu vétsiho objemu
rozdelena na gelu do dvou drah. Prouzky gelu v obou drahach odpovidaly velikosti ptiblizn¢ 633 bp
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(velikost genu Gal-8N-AVI s peptidovym miuistkem). Takto byla potvrzena uspésnost PCR, protoze
pozadovany produkt (genovy konstrukt) migroval rychleji nez templét (cely plasmid).

Oba prouzky gelu obsahujici pozadovany produkt, gen Gal-8N-AVI, byly izolovany pomoci
komeréniho setu Gel Extraction kit vytiznutim z gelu pomoci skalpelu. Bylo odstranéno co nejvice
pfebytecné agarosy, pficemz bylo nutno minimalizovat vystaveni DNA zéafeni UV. Do sterilni
a pfedem zvazené mikrozkumavky byla vloZena extrahovand DNA. K jednomu dilu extrahované
DNA byly pifidany tfi dily vazebného pufru G (prvni prouzek obsahujici gen Gal-8-N-AVI
s hmotnosti 344,6 mg a 1033,6 pL vazebného pufru G; druhy prouzek obsahujici gen Gal-8N-AVI
s hmotnosti 378,0 mg a 1134,6 uL vazebného pufru G). Takto pfipravené vzorky byly inkubovany
po dobu 10 minut pfi teploté 55 °C a pravidelném promichavani. Po uplném rozpusténi agaru byl
pfidan 1 dil isopropanolu (prvni prouzek 344,5 pL; druhy prouzek 378 pL) a vzorky byly
promichany. V dal$im kroku byla sestavena kolona, na kterou bylo naneseno 750 pL ptipraveného
vzorku. Po naneseni vzorku byla kolona centrifugovéana 1 minutu pti 5700 % g postup byl opakovan,
dokud nebyl zpracovan cely objem vzorku. Poté byla kolona promyta 500 uL. promyvaciho roztoku
A a opét byla centrifugovana 1 minutu pii 19 000 x g. Aby doslo ditkkladnému vysuSeni, byla kolona
centrifugovana 2 minuty pii 19 000 x g. Pod kolonu byla vlozena mikrozkumavka a na kolonu bylo
naneseno 30 pL eluéniho pufru B. Kolona byla ponechana stit po dobu 1 minuty pii pokojové
teploté. Poté byla kolona centrifugovana 1 minuty pti 19 000 % g. Touto eluci byl ziskan izolovany
PCR produkt.

Nésledné byla provedena restrikce izolovaného PCR produktu pomoci restrikénich
endonukleas Notl a Ascl. Byl ptipraven vzorek o objemu 20 pL obsahujici 5 pL izolovaného PCR
produktu; 2,5 puL pufru rCut buffer; 11,5 pL sterilni vody; 0,5 pL endonukleasy Notl (10 U); 0,5 pL
endonukleasy Ascl (10 U). Takto pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté
37 °C. Poté byly endonukleasy inaktivovany pfi teploté 65 °C po dobu 15 minut.

V dal$im kroku byla provedena purifikace produktu restrikce, pomoci komercéniho setu
Gene Jet PCR Purification KitThermo. Byly ptipraveny 2 vzorky obsahujici produkt restrikce, gen
Gal-8N-AVI, které byly natedény Binding pufrem (fedéni 1:1). Po promichani prob&hla zména
barvy vzorku na zlutou (indikace optimalniho pH pro vazbu DNA). Byla sestavena kolona, na
kterou bylo naneseno 800 pL vzorku, a byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 5500 x g. Tento
postup byl opakovan, dokud nebyl zpracovéan cely objem vzorku. Na kolonu bylo poté naneseno
700 uL promyvaciho pufru a byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 5500 x g. Pro odstranéni
zbytkového pufru byla kolona centrifugovana po dobu 1 minuty pii 5500 x g. Pod kolonu byla
vloZena sterilni mikrozkumavka a na kolonu bylo naneseno 50 pL elu¢niho pufru. Kolona byla

centrifugovéana po dobu 1 minuty pii 5500 x g.
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Poslednim krokem pied transformaci byla ligace, tj. zapojeni DNA genového konstruktu
piipravené¢ho pomoci PCR do plasmidu pET-Duet-1. Byl piipraven vzorek o objemu 20 pL
obsahujici 5 pL izolovaného plasmidu pETDuet-1 nastépeného v mistech Ascl, Notl (k dispozici na
Skolicim pracovisti); 7 uL pfipraveného PCR produktu — genového konstruktu Gal-8N-AVI; 4 puL
5 x liga¢niho pufru (Rapid Ligation Buffer); 3 uL sterilni vody a 1 pL T4 DNA-ligasy. Tento vzorek
byl jemné promichan a inkubovan pii laboratorni teplot¢ po dobu 10 minut. Nasledné¢ byl
inkubovan pfes noc pii teplot¢ 4 °C. Druhy den byla liga¢ni smés pouzita k transformaci

kompetentnich bun¢k E. coli Top10 (viz kapitola 3.2.2).

3.2.2 Izolace genu v analytickém mnozZstvi

Kompetentni buiiky E. coli Top10 (100 puL suspenze) byly transformovany 15 pL plasmidu
pET-Duet-1-Gal-8N-AVI. Plasmid byl vnesen do bun¢k tepelnym Sokem za teploty 42 °C. Po
hodinové regeneraci pti 37 °C byly builkky zakoncentrovany centrifugaci (10 minut; 10 °C,
20450 x g) ananeseny na misku s LBA a ampicilinem (100 pg/mL). Misky byly pti 37 °C
inkubovany do druhého dne.

Druhy den bylo pfipraveno osm 50 mL centrifuga¢nich zkumavek s 3 mL LB média
s ampicilinem (100 pg/mL) (celkové bylo pfipraveno 24 mL LB média). Takto pfipravena média
byla naockovana jednou izolovanou kolonii (pardtkem, do kazdé zkumavky jedna kolonie).
Kultivace probéhla do druhého dne pii teploté¢ 37 °C a 250 ot./min. Na druhy den byly kultury
zpracovany komercnim setem High Pure Plasmid Isolation Mini Kit.

Prvnim krokem byla centrifugace osmi kultur po dobu 10 minut pii 2400 % g a pfi teplote
12 °C. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a k peletu bylo pfidano 250 pL pufru Suspension
Buffer, v kterém byly bunky resuspendovany. Jednotlivé suspenze byly ptevedeny do sterilnich
mikrozkumavek. K suspenzim bylo pfiddno 250 pL lyzacniho pufru (Lysis Buffer) a byly
inkubovany za laboratorni teploty po dobu 5 minut. Poté bylo pfidano 350 pL vychlazeného pufru
Binding Buffer pro navazani DNA na kolonu a inkubovdno 5 minut na ledu. Smés byla poté
centrifugovdna po dobu 10 minut za teploty 12 °C a 17 700 x g Byly pfipraveny kolony do
mikrozkumavek. Na tyto kolony byl nanesen supernatant, ktery byl centrifugovan 1 minutu pfi
9700 x g a laboratorni teploté. Obsah mikrozkumavky byl odstranén a na kolonu bylo naneseno
500 uL. promyvaciho pufru I (Wash Buffer I) a kolona byla opét centrifugovana za stejnych
podminek. Obsah mikrozkumavky byl odstranén, na kolonu bylo naneseno 700 pL promyvaciho
pufru Il (Wash Buffer II) a kolona byla opét centrifugovana za stejnych podminek. Obsah
mikrozkumavky jsme odstranili a centrifugovali prazdnou kolonu po dobu 2 minut a 17 700 x g za
laboratorni teploty. Pod kolonu jsme umistili sterilni mikrozkumavku, nanesli 30 pL sterilni vody

a centrifugovali 1 minutu pfi 5500 x g za laboratorni teploty. Obsah mikrozkumavky jsme nanesli
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na kolonu a centrifugovali naposled za stejnych podminek. Kazda z osmi mikrozkumavek na konci
experimentu méla obsahovat precistény plasmid pET-Duet-1-Gal-8N-AV1, ktery byl uskladnén pti
teploté 4 °C pied dalsSim zpracovanim.

Byla ovéfena Cistota izolovaného plasmidu pomoci elektrofororézy na agarosovém gelu
(1% agarosovy gel, 1 x TAE pufr). Jako referencni vzorek byl pouzit plvodni plasmid
pET-Duet-1-Gal-8N-AVI ptfed jeho izolaci v analytickém mnozstvi. Vzorky byly pfipraveny
smichanim 5 pL plasmidu s 1 pL 6 x DNA Loading Dye a 1 pL 20 X GelRed. Sekvence genového
konstruktu Gal-8N-AVI v plasmidu pET-Duet-1-Gal-8N-AVI byla ovéfena sekvenaci Sangerovou
metodou (firma SEQme s.r.0.). Sekvenace byla vyhodnocena v programu Nucleotide BLAST a bylo

zjisténo, které vzorky plasmida obsahuji pozadovany gen.

3.2.3 Izolace genu v preparativnim mnozstvi

Po vyhodnoceni vysledkt sekvenace (kapitola 3.2.2), byl zvolen vhodny vzorek plasmidu
pET-Duet-1-Gal-8N-AVI na dalsi zpracovani. Zvolenym plasmidem (8 pL) byly transformovany
buiiky E. coli Top10 (100 pL) tepelnym Sokem za teploty 42 °C. Po hodinové regeneraci pii 37 °C
byly bunky zakoncentrovany (10 minut; 10 °C; 20 450 x g) centrifugaci a naneseny na misku s LBA
a ampicilinem (100 pg/mL). Misky byly pti 37 °C inkubovany do druhého dne.

Druhy den byla pfipravena Erlenmayerova banka (500 mL) se 100 mL LB média
s ampicilinem (100 pg/mL). Médium bylo zaockovéno jednou izolovanou kolonii (paratkem).
Kultivace prob&hla do druhého dne pfi teploté 37 °C a 250 ot./min. Na druhy den byly kultury
zpracovany komercnim setem Genopure Plasmid Midi Kit.

Kultura byla centrifugovana 20 minut pfi 2400 x g a 8 °C. Pelet byl poté resuspendovan
v 8 mL pufru Suspension Buffer. Bylo pfidano 8 mL lyza¢niho pufru (Lysis Buffer) a po promichani
byl ponechan 2 minuty inkubovat na ledu. Po inkubaci bylo pfidano 8 mL neutralizacniho pufru
(Neutralisation Buffer) a suspenze byla ponechdna inkubovat 5 minut na ledu. Béhem inkubace se
v suspenzi vytvotily bilé vloCky. Byla sestavena filtratni aparatura s kolonkou. Kolonka byla
promyta 2,5 mL pufrem Equilibration Buffer a nad ni byla umisténa nalevka se skladanym filtrem.
Do filtru byl pfeveden lyzat a po jeho zfiltrovani byly bunééné zbytky na filtru promyty 2 x 4 ml
promyvaciho pufru (Wash Buffer). Eluat byl ponechan vykapat a byl odstranén. Nasledné¢ byl
nanesen elucni pufr (Elution Buffer), ktery byl predehiaty na 50 °C. Byla provedena eluce a plasmid
byl jiman do sterilni centrifuga¢ni zkumavky. Bylo k nému pfidano 3,6 mL propan-2-olu a smés
byla ponechana inkubovat ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byla postupné centrifugovana vysrazend DNA do sterilni mikrozkumavky po
I mL po dobu 30 minut, pii 4 °C a pfi 21 900 x g. Po kazdé centrifugaci byl supernatant

odpipetovan a byl pfidan dalSi 1 mL roztoku. Po centrifugaci celého objemu roztoku byl vznikly
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pelet promyt 70% ethanolem. Ethanol byl odstranén centrifugaci po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C
a2l 900 x g. Ethanol byl odpipetovan a pelet v mikrozkumavce byl ponechan susit volné na
vzduchu pfes noc. K vysuSené peleté bylo pfidano 100 pL sterilni vody a DNA byla ponechéna
se rozpustit.

Z takto pripravené¢ho roztoku byla stanovena koncentrace a Cistota izolované DNA (plasmid
pET-Duet-1-Gal-8N-AVI). Byla zméiena absorbance za pouziti deuteriové lampy pii vinovych
délkach 260 nm a 280 nm. Koncentrace a Cistota izolovaného plasmidu byly vypocteny podle
vztaht:

koncentrace DNA = Azsp * Fedéni % k (kde k = 50, redeni = 250)

istotaDNA = 220

280

Vzorek byl sekvenovan Sangerovou metodou (firma SEQme s.r.0.), ¢imz byla potvrzena

spravna sekvence pripraveného konstruktu pET-Duet-1-Gal-8N-AVI.

3.3 Rekombinantni exprese a purifikace galektini

3.3.1 Transformace E. coli Rosseta 2 (DE3) pLysS a E. coli BL 21 ADE3 (birA) plasmidem

Na pfipravu galektini nesoucich pouze N-termindlni histidinovou kotvu (Gal-8, Gal-8N)
byly pouzity buiikky E. coli Rosetta 2 (DE3) a na pfipravu galektinii nesoucich navic AVI-kotvu
(Gal-8-AVI, Gal-8N-AVI) byly pouzity bunky E. coli BL 21 ADE3 (birA) pro selektivni biotinylaci
in vivo.

Nejprve byly pfipraveny misky s médiem. Bylo zahtdto 100 mL sterilntho LBA média,
dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi agaru. Déle byla v laminarnim boxu do média pfidana smés
antibiotik: 67 pL ampicilinu (100 pg/mL) a 100 pL chloramfenikolu (34 pg/mL). Tato smés byla
nalita do Petriho misek ve vrstvé pfiblizn€ 1 cm a ponechéna zatuhnout.

Mezitim byla na ledu rozmrazena suspenze kompetentnich bunék E. coli Rosetta 2 (DE3)
pLysS (100 pL) s rezistenci na chloramfenikol a také roztok plasmidu pETDuet-1-Gal-8 nebo
pETDuet-1-Gal-8N s rezistenci na ampicilin. Po rozmrznuti bylo steriln¢ pfidano 1,5 pL plasmidu
(1 pg) k buitkdm, smes byla lehce promichéna a ponechana 20 minut na ledu. Byl proveden teplotni
Sok, kdy byla mikrozkumavka vlozena do termobloku vyhtatého na 42 °C na dobu 30 sekund. Po
2 minutach na ledu byl sterilné¢ pfidan 1 mL LB média. Mikrozkumavka byla ulozena do
termobloku na hodinovou regeneraci pti 37 °C a 300 ot./min. Po regeneraci byla mikrozkumavka
centrifugovéna na 10 minut pii 17 700 % g. Bylo steriln¢ odebrano 800 pL supernatantu a pelet byl
resuspendovan ve zbylém objemu. 100 pL bunétné suspenze bylo naneseno na Petritho misku
s ampicilinem (100 pg/mL) a chloramfenikolem (34 pg/mL) a rozetfeno sterilni hokejkou. Miska

byla inkubovéna pti 37 °C v termostatu do druhého dne.
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Pro ptipravu galektinli nesoucich N-terminalni histidinovou kotvu a zarovenn AVI-kotvu byla
na ledu rozmrazena suspenze kompetentnich bunék E. coli BL 21 ADE3 (birA) (100 pL) s rezistenci
na chloramfenikol a také roztok plasmidu pETDuet-1-Gal-8-AVI nebo pETDuet-1-Gal-8N-AVI
s rezistenci na ampicilin. Po rozmrznuti bunék byl pfidan sterilné 1 pL plasmidu (1 pg) do
mikrozkumavky s alikvotem 100 pL bun€k. Po 20 minutach inkubace na ledu byla mikrozkumavka
vloZena na 5 minut do termobloku vyhiatého na 37 °C. Po dalSich 2 minutach na ledu byl pifidan
1 mL LB média a prob¢hla regenerace v termobloku pii 37 °C a 300 ot./min. Mikrozkumavka byla
po regeneraci na 3 sekundy centrifugovana 5500 x g. Byl z ni steriln€ odebran supernatant 800 pL
a pelet byl resuspendovan ve zbylém objemu. 100 pL suspenze bylo naneseno na Petriho misku
s ampicilinem (150 pg/ml) a chloramfenikolem (10 pg/mL) rozetieno sterilni hokejkou. Miska byla

inkubovana pii 37 °C v termostatu do druhého dne.

3.3.2 Kultivace bakterii

Druhy den byl rist kolonii na miskach zastaven jejich pfenesenim do lednice. Kultivace
probihala rizné u bunék E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS transformovanych plasmidem
pETDuet-1-Gal-8 nebo pETDuet-1-Gal-8N a bun¢k E. coli BL 21 ADE3 (birA) transformovanych
plasmidy pETDuet-1-Gal-8-AVI nebo pETDuet-1-Gal-8N-AVI.

Buniky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS transformované plasmidem nesouci geny Gal-8 nebo
Gal-8N byly ockovany do LB média (postup identicky pro oba plasmidy). Byla pfipravena
Erlenmayerova banka (500 mL) s 60 mL sterilniho LB média (tzv. prekultura) se smési antibiotik:
40 pL ampicilinu (100 pg/mL) a 60 puL chloramfenikolu (35 pg/mL). Médium v bance bylo
naockovano sterilné v laminarnim boxu jednou kolonii z misky (paratkem) a ponechéno inkubovat
ptes noc pii 37 °C a 220 ot./min (tak, aby roztok pii michdni nepénil). Nasledujici den (po 16 - 18
hodinach) byl obsah prekultury ptelit do Erlemayerovy baiiky (3 L) s 600 mL sterilniho TB média
(tzv. hlavni kultura) se smési antibiotik: 400 pL ampicilinu (100 pg/mL) a 600 pL chloramfenikolu
(35 pg/mL). Hlavni kultura byla déle inkubovana pii 37 °C a 150 ot./min, nez absorbance bakterii
pti 600 nm dosdhla hodnot v rozmezi 0,6 az 0,8. Poté bylo do baiiky ptiddno 600 pL 1mM roztoku
IPTG na indukci proteinové exprese a kultura byla inkubovana pti 25 °C a 150 ot./min do druhého
dne (po dobu 22 — 24 hodin). Bakterie byly poté centrifugovany 20 min pii 5000 x g a 4 °C. Pelet
byl pfeveden do 50 mL centrifugaéni zkumavky a nésledné zmraZen pii -20 °C.

Bunky E. coli BL 21 ADE3 (birAd) transformované plasmidy nesoucimi geny Gal-8-AVI
nebo Gal-8N-AVI byly ockovany do MDO média (postup identicky pro oba plasmidy). Bylo
ptipraveno sterilni MDO médium do Erlenmayerovy banky (250 mL) o objemu 50 mL se smési
antibiotik: 50 puL ampicilinu (150 pg/mL) a 14,3 pL chloramfenikolu (10 pg/mL). Prekultury byly

ponechany inkubovat pfes noc. Nasledujici den bylo vzdy 12 mL prekultury naockovano do dvou
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Erlemayerovych ban¢k (3 L) s 300 mL sterilntho MDO média se smeési antibiotik: 300 pL
ampicilinu (150 ug/mL) a 77,6 uL chloramfenikolu (9 pg/mL). Hlavni kultura byla déle inkubovana
pii 37 °C a 130 ot./min, nez absorbance bakterii pii 600 nm dosahla hodnot 0,6. Poté bylo ptidano
do jedné z Erlemayerovych banék (3 L) obsahujici hlavni kulturu 18,7 mL 50uM vodného roztoku
D-biotinu, pro selektivni biotinylaci in vivo. Po 5 minutach byly obé Erlemayerovy batky (3 L)
obsahujici hlavni kulturu indukovany 600 uL 1mM roztoku IPTG. Hlavni kultura byla kultivovana
4 hodiny pfi teploté 37 °C. Bakterie byly poté centrifugovany 20 min pii 5000 x g a 4 °C. Pelet byl

pfeveden do 50 mL centrifugacni zkumavky a nasledné zmrazen pti —20 °C.

3.3.3 Purifikace galektini afinitni chromatografii

Purifikace galektini produkovanych postupy popsanymi v kapitole 3.3.2 probihala
nasledovné. Ke zmrazenému peletu bunék bylo piidano 500 pLL PMSF (inhibitor proteas) a 25 mL
ekvilibracniho pufru pro afinitni chromatografii. Mnozstvi pfidaného ekvilibra¢niho pufru zaviselo
na mnozstvi peletu, cca vrozmezi 10-40 mL. Pelet byl ponechdn pomalu rozmrznout, pak byl
resuspendovan a sonikovdn (6 x 1 minuta) s dvouminutovymi pauzami s 52% amplitudou.
Po sonikaci byla bunééna suspenze rozdélena po 1,5 mL do mikrozkumavek a centrifugovana pti
21900 x g po dobu 20 minut a teploté 4 °C. Supernatant z mikrozkumavek byl pfenesen do 50mL
zkumavky a byl doplnén ekvilibracnim pufrem na objem 50 mL. Tento roztok surového proteinu
(tzv. load) byl zfiltrovan ptes 0,8 pm filtr.

Do plastové kolony bylo nalito 5 mL vodné suspenze komeréniho nosice s imobilizovanymi
nikelnatymi ionty (Ni-NTA). Takto pfipravend kolona byla promyta 150 mL destilované vody
anasledné stejnym mnozstvim ekvilibraéniho pufru. Do promyté kolony byl nanesen roztok
surového proteinu a poté byla kolona opétovné promyta 150 mL ekvilibra¢niho pufru s 20mM
imidazolem za uc¢elem vymyti nespecificky navdzanych proteini.

Na kolonu byl nanesen elu¢ni pufr (50 mL) s obsahem 250mM imidazolu pro uvolnéni
navazané¢ho proteinu. Poté byly jimany frakce (1,5 mL) do sterilnich mikrozkumavek. Po eluci byla
kolona promyta 50 mL vody a 50 mL 20% ethanolu pro skladovéni. V kazdé frakci byla stanovena
koncentrace proteinti dle Bradforda. Frakce obsahujici vysokou koncentraci proteinu byly spojeny
a dialyzovany 18 hodin v 7 L EPBS pufru pfes noc a nasledné 4 hodiny v 7 L PBS pufru. Po dialyze
byl protein piefiltrovan pfes 0,22 um filtr a opétovn€ mu byla zméfena koncentrace dle Bradforda.

Byl dale skladovan pti 4 °C s dobrou stabilitou po dobu 4-6 tydna.
3.3.4 Oveéreni cCistoty a stanoveni koncentrace

Stanoveni Cistoty galektinu bylo provedeno SDS elektroforézou v polyakrylamidovém gelu

(SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Do sklenéné
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aparatury Bio-Rad byla nanesena smés pro 15% separacni gel ptiblizné do vySe 2 cm od horniho
okraje, do zbylé Casti byl nanesen 1 mL n-butanolu, aby nedoslo k vyschnuti gelu. Po zatuhnuti pfi
teploté 50 °C byl butanol odstranén a na gel byl nanesen gel zaostfovaci az po okraj aparatury. Do
zaostfovaciho gelu byl vsunut hiebinek a gel byl ponechan pfti laboratorni teploté ztuhnout.

Byly pfipraveny vzorky obsahujici 20-30 pg proteinu a 5 % koncentrovany vzorkovy pufr
obsahujici denaturacni Cinidla SDS a DTT. SDS je ptfidano za ucelem denaturace proteinu a aby
udé¢lilo proteinu negativni ndboj. DTT i SDS je piidano za ucelem redukce disulfidickych mustkt.
Vzorky byly denaturovany v termobloku pfi teploté¢ 99 °C po dobu 5 minut, nasledné¢ byly
centrifugovany pii 5500 x g, po dobu 30 sekund a teplot¢ 25 °C. Na gel bylo naneseno
nizkomolekularni hmotnostni pravitko (LMW, z angl. low molecular weight) a vzorky do ostatnich
drah vytvofenych hiebinkem v SDS gelu. Gel byl ponofen do elektrodového pufru uvnitt
elektroforetické vany. Elektroforéza byla zahdjena bezpecnym uzavienim vany a jejim pfipojenim
ke zdroji proudu s napétim nastavenym na hodnotu 130 V na dobu 1 — 1,5 hodiny. Po ukonceni
elektroforézy byl gel opatrné vyjmut z aparatury. Na obarveni byl pouzit barvici roztok obsahujicim
Coomasie Brilliant Blue. Odbarveni probéhlo odbarvovacim roztokem po dobu pfiblizné 2 hodin
(do odstranéni pozadi). Gel byl nasledné¢ vlozen do obalu a skenovan.

Na stanoveni koncentrace proteinu byla vyuzita metoda podle Bradforda. Tato metoda je
zaloZena na interakci proteini s barvivem Coomassie BrilliantBlue G-250 v kyselém prostiedi,
konkrétné s bazickymi aminokyselinami v fetézci (histidin, lysin, arginin), Navazani barviva na
protein zplisobi zménu zbarveni z hnédé na modrou; mnoZstvi navazaného barviva je tedy zhruba
pfimo umérné mnoZstvi pozitivnich ndboji v proteinu. Na kvantifikaci se pak vyuziva
spektrofotometrické stanoveni pfi 595 nm a porovnani ziskané absorbance s kalibra¢ni pfimkou
vytvofenou pro proteinovy standard. V této praci byla vyuZita kalibrace na hovézi y-globulin dle
vztahu: ABSs95 = 2,544 X Cprotein.

Pro samotné méfeni byly pfipraveny vzorky o objemu 100 pL s vhodnym fedénim proteinu
s ptidavkem 1 mL Bradfordova ¢inidla. Tato smés se promichala a ponechala inkubovat ve tmé za
laboratorni teploty po dobu 15 minut. Méfeni absorbance probéhlo proti slepému vzorku (100 pL

vody, 1 mL Bradfordova ¢inidla) pti 595 nm.

3.3.5 Oveéreni biotinylace galektinit metodou Western blot

Pro kvalitativni selektivni detekci biotinylovaného galektinu ve vzorku byla pouZita metoda
Western blot. V prvnim kroku byla provedena SDS-PAGE, kdy byly na gel naneseny vzorky
dvakrat. Narozdil od klasické SDS-PAGE je vhodnéjsi pouzit barevny LMW, slouZici jako kontrola
pfi blotovani proteinii. Na gel je vhodné kromé studovanych galektini nanést 1 galektin, u kter¢ho

byla biotinylace prok4zana, aby mohl byt pouzit jako pozitivni kontrola pfi chemiluminiscencni

43



detekci. Gel byl po ukonceni SDS-PAGE rozdélen na dvé poloviny. Prvni polovina byla zpracovana
postupem ur¢enym pro SDS-PAGE a byla pouzita k ovétfeni velikosti a Cistoty galektini (viz
kapitola 3.3.4). Druha polovina gelu byla pouzita pro ovéfeni biotinylace galektini
pomoci Western blotu. Gel po SDS-PAGE byl vyjmut a ponofen do transferového pufru. Byla
ptfipravena blotovaci aparatura. Do kazety byly vlozeny soucasti Western blotu: kazeta (zaporna
¢ast), houbicka, filtra¢ni papir, SDS-PAGE gel, nitrocelulosova membrana, filtracni papir, houbicka,
druha c¢ast kazety (kladné ¢ast). VSechny ¢asti, podobné jako SDS-PAGE gel, byly pied vloZzenim
do aparatury namoceny do transferového pufru. Aparatura byla doplnéna o mensi michadlo
a dolita transferovym pufrem. Western blot byl zahdjen uzavienim aparatury a pfipojenim ke zdroji
s napétim 100 V po dobu 2 hodin a pii teploté 4 °C.

Po skonceni pfenosu byla nitrocelulosovd membrana vyjmuta a blokovdna pomoci 10%
roztoku odtu¢néného mléka prfes noc a pii teplot¢ 4 °C. Druhy den byla membrana omyta
3 x 15 minut PBST pufrem. Po omyti byla 1 hodinu inkubovéna s kozi protildtkou proti biotinu
konjugovanou s kienovou peroxidasou (fedéni 1:5000). Po oznaceni protildtkou byla membrana
znovu omyta 3 % 15 minut PBST pufrem. Byl pfipraven chemiluminiscen¢ni substrat obsahujici
zesilova¢ (ECL, z angl. enhanced chemiluminescence) pro chemiluminiscenéni detekci. Substrat byl
nanesen na promytou membranu a vlozen do G:boxu Chemi XRQ a byla detegovana

chemiluminiscence.

3.3.6 Stanoveni aktivity pripravenych galektinu

Vazebna afinita pfipravenych galektinti (Gal-8; Gal-8N; Gal-8N-AVI) k sacharidovym
standardiim byla ovéfena pomoci imunochemické metody ELISA, viz Obr. 4.

Byla pfipravena 96-jamkova mikrotitracni desti¢ka, do niZ bylo naneseno po 50 pL 0,1uM
roztoku asialofetuinu (ASF) v PBS. Desticka byla zakryta a inkubovdna do druhého dne za
laboratorni teploty. Druhy den byla desticka promyta 3 x 250 uL PBST a bylo naneseno 250 pL
blokovaciho pufru s obsahem 2% hovéziho sérového albuminu (BSA, z angl. bovine serum
albumin), ktery zabranil nespecifické vazbé analyzovaného galektinu na povrch jamky, po dobu
1 hodiny za laboratorni teploty. Desticka byla opét promyta 3 x 250 pL PBST a byly naneseny
pfipravené¢ vzorky - nejprve fedici fady jednotlivych standardd (inhibitord) (25 plL/jamka)
anasledné ptipravené galektiny (1 uM; 25 pl/jamka). Vzorky inkubovany po dobu 2 hodin za
laboratorni teploty. Po inkubaci byla desticka opétovné promyta 3 x 250 pL PBST a byla nanesena
mysi protilatka proti histidinové znacce konjugovand s kienovou peroxidasou (1:2000 fedéni,
50 uL/jamka); inkubace probéhla po dobu 1 hodiny za laboratorni teploty. Nenavazana protilatka
byla vymyta poslednim promyvéanim 3 x 250 uL PBST a za tmy byl pfidan fotosenzitivni substrat

TMB One (50 pL/jamka) ¢imZ byla zahdjena jeho enzymova pfeména z bezbarvého na modry
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produkt. Enzymovéa pfeména byla zastavena pfidanim 3M HCl (50 pL/jamka), v case, kdy
zabarveni odpovidalo absorbanci zhruba 0,8; to zptisobilo zménu barvy z modré na zlutou.
Kvantifikace kolorimetrick¢é zmény byla provedena pomoci spektrofotometru Sunrise Tecan
meéfenim absorbance pti 450 nm.

Vazebnd afinita konstruktu Gal-8N-AVI byla také ovéfena pomoci interferometrie na
biovrstvé (BLI, z angl. biolayer interferometry), kterou provedl Mgr. Jakub Cerveny z Laboratore

biotransformaci.
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4. VYSLEDKY

4.1. Pfiprava genovych konstruktu galektini

Pomoci metody PCR byl z plasmidu pET-Duet-1-Gal-8-AVI, ktery byl pouZit jako templat
(k dispozici na skolicim pracovisti) pfipraven genovy konstrukt Gal-8N-AVI. Pfiprava genového
konstruktu byla provedena namnozenim genu obsahujici podjednotku Gal-8N-AVI (i s peptidovym
mustkem), jeji naslednou restrikci a ligaci (viz kapitola 3.2.1). Produkty PCR reakce byly
analyzovany pomoci 1% agarosového gelu (Obr. 11). Nagelu bylo patrné, Ze v reakci vznikl
produkt odpovidajici velikosti pozadovaného genu Gal-8N-AVI (drahy 3 a 4) - zhruba 600 bp
(migroval tedy vyrazné rychleji nez templat pET-Duet-1-Gal-8-AVI viditelny v horni ¢asti gelu).
Nésledné byla provedena izolace PCR produktu z gelu a jeho purifikace pomoci komeréniho setu.
Nasledovala restrikce produktu pomoci restrikénich endonukleas 4scl a Notl, aby doslo k nastépeni
pozadovaného produktu, ktery tak mohl byt nasledné vlozen do plasmidu pET-Duet-1 $tépeného
stejnymi restrikénimi endonukleasami. Po restrikci byla smés purifikovana pomoci komercniho
setu, aby doslo k odstranéni inaktivovanych endonukleas a pufrti. Poté byl takto pfipraveny genovy
konstrukt vloZzen do nastépené¢ho expresniho vektoru a linedrni useky DNA byly spojeny do
cirkularniho plasmidu pomoci ligace T4 DNA ligasou. Spravnost jednotlivych krokl byla ovéfena

transformaci kompetentnich bun¢k E. coli Top10.
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Obr. 11: Preparativni 1% agarosovy gel na separaci PCR produktu.

Zleva, 1 - hmotnostni pravitko [bp] (DNA ladder); 2 - referenéni vzorek Gal-8-AVI; 3 a 4 - ve dvou drahach
rozdéleny PCR produkt Gal-8N-AVI.

Z narostlych kolonii bylo vybrano osm, které byly o¢kovany do LB média s ampicilinem.
Tyto kolonie byly zpracovany v analytickém mnozstvi komerénim setem High Pure Plasmid

Isolation Mini Kit od firmy Sigma-Aldrich (viz kapitola 3.2.2). Izolované plasmidy byly
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analyzovany pomoci 1% agarosového gelu. Plasmidy 1-2 a 4-8, které mély odpovidajici velikost
a koncentraci na gelu, byly sekvenovany Sangerovou metodou firmou SEQme s.r.o. Sekvenace byly
analyzovany v programu Nucleotide BLAST a bylo zjiSténo, Ze vSechny plasmidy (vyjma €. 3)
obsahovaly pozadovany genovy konstrukt.

Vybrany plasmid (¢. 7) byl pouzit na transformaci kompetentnich bunék E. coli ToplO.
Vybrana narostla kolonie po transformaci byla naockovand do LB média s ampicilinem a dale
pouzita pii izolaci genu v preparativnim mnozstvi komercnim setem Genopure Plasmid Midi Kit od
firmy Roche Life Science (viz kapitola 3.2.3). Spravnost sekvence genu byla opét ovétfena
Sangerovou metodou firmou SEQme s.r.o. Sekvenace byla analyzovdna v programu Nucleotide
BLAST. Touto metodou se podatilo pfipravit pozadovany genovy konstrukt Gal-8N-AVI ve vektoru
pET-Duet-1, ktery tak mohl byt pouzit pro expresi biotinylované N-koncové podjednotky

Gal-8N-AVI. Koncentrace a ¢istota DNA izolovaného plasmidu je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1: Koncentrace a Cistota DNA izolovaného genu.

Izolovany Koncentrace DNA Cistota DNA
gen [pg/mL] (A260/A280)
Gal-8N-AVI 730 1,4

4.2 Produkce a purifikace galektini

4.2.1 Produkce a purifikace

Na produkci galektinovych konstruktii nesoucich pouze histidinovou kotvu (Gal-8, Gal-8N)
byly pouzity buiky E. coli Rosetta 2 (DE3) a na pfipravu galektinovych konstruktii nesoucich
AVI-kotvu (Gal-8-AVI, Gal-8N-AVI) byly pouzity buiikky E. coli BL 21 ADE3 (birA) pro selektivni
biotinylaci in vivo (viz kapitola 3.3.1). Kultivace E. coli Rosetta 2 (DE3) bun€k byla provedena
v TB médiu, jejichZ naoCkovanim do no¢ni prekultury, dale byla kultivovana hlavni kultura po dobu
2 hodin, a indukce byla provedena IPTG. Kultivace E. coli BL 21 ADE3 (birA) byla provedena
v MDO médiu, jejichz naockovanim do no¢ni prekultury, dale byla kultivovana hlavni kultura po
dobu 2 hodin, a indukce byla provedena IPTG; zarovenl byla v tomto kroku provedena samotna
biotinylace AVI-kotvy (viz kapitola 3.3.2). Po rozbiti produkovanych bun¢k sonikaci byla
provedena purifikace galektini afinitni chromatografii s imobilizovanymi nikelnatymi ionty na
NTA nosi¢i (viz kapitola 3.3.3). Po rozbiti produkovanych bun€k sonikaci byla provedena
purifikace galektint afinitni chromatografii s imobilizovanymi nikelnatymi ionty na NTA nosici
(viz kapitola 3.3.3). Nasledn¢ byla provedena dialyza pro odstranéni imidazolu pouzitého pro eluci

galektinu z kolony a sterilni filtrace produkovanych galektint. Sterilni roztoky galektinl byly pak

47



uskladnény pfi teploté 4 °C v nezménéné aktivité po dobu 4-6 tydnl. I kdyz byly pro porovnani
produkovany i formy galektinti bez biotinylované AVI-kotvy, dale s nimi nebyla provadéna vSechna
méieni. Byly pouzity hlavné jako negativni kontrola pro ovéieni spravnosti biotinylace metodou
Western blot, jak je popsano v kapitole 4.2.2.

Vysledkem produkce a purifikace bylo Sest galektinovych konstrukti: Gal-8, Gal-8N,
Gal-8-AVI, Gal-8-AVI s biotinem, Gal-8N-AVI a Gal-8N-AVI s biotinem. VSechny galektiny se
podafilo piipravit Cisté a ve vysoké koncentraci. Nizky vytézek bun¢k u galektinti s AVI-kotvou
(viz Tab. 2) je ddn mens$im mnozstvim produkovanych bun¢k z diivodu kratké kultivace, ktera byla
ukoncena jiz po 4 hodinach, aby byla zachovédna aktivita biotinligasy (optimalizovany protokol
k dispozici na Skolicim pracovisti). Vytézky produkce a purifikace galektinl, spolu s jejich

koncentracemi stanovenymi dle Bradforda, jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Mnozstvi produkovanych galektinti

mnozstvi bunék na 1 L mnoZstvi proteinu na molarni koncentrace

Galektin
media [g] 1 g bunék [mg] [pM]
Gal-8 6,9 20,0 171,9
Gal-8N 7,5 24,0 2789
Gal-8-AVI s biotinem 3,0 7,6 25,2
Gal-8N-AVI s biotinem 33 6,6 38,1

Byla ovéfena Cistota vyprodukovanych galektinii Gal-8 a Gal-8N pomoci SDS elektroforézy
(viz kapitola 3.3.4). Na gel byly naneseny vzorky surovych galektini pfed nanesenim na kolonu
(pted purifikaci, LOAD), vzorek protekly ptes kolonu (ELUT) a finalni vzorek po dialyze.
Molekulova hmotnost byla srovnana pomoci hmotnostniho pravitka obsahujiciho nizkomolekularni
proteinové standardy (LMW, z angl. low molecular weight) (Obr. 12). Dle gelu je ziejmé, Ze byly
produkovany galektiny s Cistotou 99 %, které odpovidaji tabelovanym velikostem (Gal-8 37,6 kDa;
Gal-8N 22,7 kDa). Zaroven je vidét, ze purifikace vedla k precisténi surovych proteint. Jediny veétsi
prouzek, ktery neodpovida velikostné celému galektinu, je ve draze Gal-8 (Obr. 12, levy gel). Tento
prouzek velikostné odpovida jedné podjednotce tohoto galektinu (Obr. 12, pravy gel) — podjednotky
maji podobné velikosti: Gal-8N 22,7 kDa; Gal-8C 20,6 kDa, takze 1ze pfedpokladat, Ze se na gelu
nebudou za téchto podminek dobte délit. K rozstépeni na podjednotky doslo bud’ béhem purifikace
nebo postpurifikacnich krok; k ¢astenému rozstépeni mize dojit t€zZ béhem samotné SDS-PAGE.

KaZzdopadné se jednd o méné nez 10 % celkového mnozstvi galektinu, a proto jsme v dalsi studii
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tento fakt dale nezohlediiovali. Cistota galektinti Gal-8-AVI a Gal-8N-AVI a jejich forem s biotinem

byla téZ ovéfena a je popsana v kapitole 4.2.2.

Gal-8 k-2 3 4 Gal-sN 1 2 3 4
97.0 — 97.0 —
66.0 — 66.0 —
45.0 — 45.0 —
30.0— w 30.0 — @
-
20.1 — 20.1 —
14.4 — 144 — —

Obr. 12: 12% SDS-PAGE gel s Gal-8 a Gal-8N, zobrazujici pritbéh jejich purifikace a jejich Cistotu
Gal-8: Zleva, 1 -LMW; 2 -LOAD; 3 - ELUT; 4 - Gal-8 po dialyze.

Molekulova hmotnost Gal-8 je 37,6 kDa.
Gal-8N: Zleva, 1 - LMW; 2 - LOAD; 3 - ELUT; 4 - Gal-8N po dialyze.
Molekulova hmotnost Gal-8N je 22,7 kDa.

4.2.2 Western blot

Metoda Western blot s imunochemickou detekci byla pouZita k analyze biotinylace
galektinovych konstrukti Gal-8-AVI, Gal-8-AVI s biotinem, Gal-8N-AVI a Gal-8N-AVI s biotinem.
V prvnim kroku byla provedena SDS-PAGE (viz kapitola 3.3.4), a byla tak ovéfena Cdistota
a velikost galektinti (Obr. 13). Gel ukazuje, Ze byly produkovany cisté galektiny, s Cistotou vétsi nez
95 %. Jsou viditelné pouze prouzky odpovidajici velikosti prislusSnym galektinim, proto mizeme
konstatovat, Ze odstranéni necistot pomoci purifikace a dialyzy bylo uspésné. Velikosti jsou oproti
Obr. 12, kde jsou galektiny pouze s histidinovou kotvou, vyssi. To je dano pfitomnosti AVI-kotvy,
coz piinasi zvySeni velikosti konstruktu o cca 2,2 kDa. Velikost D-biotinu je pfiblizné¢ 0,2 kDa,

proto jeho navazani neni z SDS-PAGE analyzy ziejmé.
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Obr. 13: 12% SDS-PAGE gel zobrazujici velikost a Cistotu galektinii
Zleva, 1 - LMW (barevny); 2 - Gal-1 AVI s biotinem (standard pro pozitivni kontrolu pro metodu Western blot);
3 — Gal-8N-AVI (bez biotinu); 4 - Gal-8N-AVI s biotinem; 5 — Gal-8-AVI (bez biotinu); 6 — Gal--8-AVI s

biotinem.

Uspé&snost biotinylace (navazani D-biotinu) byla ovéfena metodou Western blot. Proteiny
z SDS-PAGE gelu byly blotovanim pfeneseny na nitrocelulosovou membranu. Membrana byla
blokovana 10% roztokem odtu¢néné¢ho mléka pies noc. Druhy den byla membrina omyta
anavazany biotin byl oznacen anti-biotin protilatkou s kienovou peroxidasou, kterd byla
zodpovédna za chemiluminiscenci. Byla detekovana chemiluminiscence biotinu v konstruktech
pomoci ECL substratu v G: boxu Chemi XRQ (viz kapitola 3.3.5). Detekce biotinu byla uspésna, t;.
bylo prokazano, Ze pfipravené konstrukty nesou navéazany biotin, jak lze vidét na Obr. 14.
Potvrzenim spravnosti provedené techniky jsou vysledky pozitivni a negativni kontroly. Pozitivni
kontrolu ptedstavuje diive ovéfeny konstrukt Gal-1-AVI s biotinem (k dispozici na Skolicim
pracovisti). Negativni kontrolou jsou galektiny bez biotinylované AVI-kotvy, u kterych neni
detekovana chemiluminiscence, bylo tedy ovétfeno, Ze se u nich biotin nenavazal a ze samotny

konstrukt chemiluminiscenci nevykazuje.
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Obr. 14: Chemiluminiscencni detekce biotinylovanych galektinovych konstrukti

Zleva, 1 - LMW (neni viditelny, pouze kontrola pro blotovani); 2 - Gal-1-AVI s biotinem (standard pro pozitivni
kontrolu); 3 - Gal-8-AVI (bez biotinu slouzici jako negativni kontrola); 4 - Gal-8-AVI s biotinylovanou
AVI-kotvou; 5 - Gal-8N-AVI s biotinylovanou AVI-kotvou; 6 — Gal-8N-AVI (bez biotinu slouzici jako negativni

kontrola).

4.3 Stanoveni aktivity galektini

Vazebna afinita pfipravenych galektinovych konstruktl ke standardnim inhibitorim byla
ovéfena pomoci imunochemické kompetitivniho metody ELISA. Lektinova aktivita pfedstavuje
biologickou schopnost galektinii vazat B-galaktosidy. Byly vybrany tii standardy pro stanoveni,
komerén€ dostupné inhibitory galektini, pomoci nichZ byla lektinova aktivita pfipravenych
konstrukt ovéfena: laktosa (B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa); TDG
(thiodigalaktosid, p-D-galaktopyranosyl-1-thio-f-D-galaktopyranosid); 2'-FL (2'-fukosyllaktosa,
a-L-fukopyranosyl-(1—2)-p-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa).

Stanoveni vazebné afinity pfedstavuje schopnost inhibitoru inhibovat vazbu galektinu ke
standardnimu ligandu asialofetuinu (ASF), pouzivanému jako imobilizovany kompetitor.
Vysledkem stanoveni vazebné afinity je hodnota ICso (polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace).
ICso predstavuje koncentraci ligandu, u které inhibice vazby galektinu na imobilizovany ASF
dosdhne 50 %. Hodnota ICso byla kvantifikovana komer¢ni protilatkou proti histidinové kotvé
s kfenovou peroxidasou. Ta reagovala po pfidani fotosenzitivniho substratu TMB One enzymovou

proménou na modry produkt. Enzymova reakce byla zastavena 1M HCI a Zluté zabarveni bylo
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meétfeno spektrofotometricky pii 450 nm. Hodnota ziskané absorbance byla nepiimo umérna
vazebné afinité analyzovaného inhibitoru.

Meéieni probéhlo ve tfech nezavislych stanovenich, vSechny métfené proteiny mély stejnou
koncentraci (1 pM) a zaroven vSechny standardy byly méfeny se stejnymi koncentracemi
(vrozmezi 200 mM — 0,56 uM). Ziskand data byla vyhodnocena nelinearni regresi v programu
z testovanych inhibitorti; pro Gal-8N 2,1 = 0,2 mM; pro Gal-8N-AVI s biotinem 2,1 + 0,2 mM;
a pro Gal-8N-AVI bez biotinu 1,9 + 0,1 mM; hodnoty jsou velice podobné a poné¢kud nizsi nez pro
cely Gal-8 (ICso = 2,9 + 1,2 mM). Inhibitor 2'-FL se zd4 byt nejlep$im inhibitorem pro
N-podjednotku Gal-8. Hodnoty ICso pro inhibitor TDG byly pro cely Gal-8 2,4 + 0,3 mM; pro
Gal-8N 3,1 £ 0,1 mM; pro Gal-8N-AVI s biotinem 2,8 £ 0,3 mM; tyto hodnoty jsou pro
N-podjednotku pon¢kud vyssi nez pro cely Gal-8. Hodnoty ICso pro inhibitor laktosa jsou ze vsech
inhibitorti nejvyssi, a to pro Gal-8 3,9 + 0,3 mM; pro Gal-8N 4,4 + 1,1 mM; pro Gal-8N-AVI
s biotinem 2,6 = 0,4 mM. Zde v jediném piipad€ vidime vyznamnéjsi rozdil ve vazebné afinité mezi
chovéanim piivodniho konstruktu bez AVI-kotvy a biotinylované podjednotky. U 2°-FL i u laktosy je
evidentni, ze biotinylace N-podjednotky neméla na vazebnou afinitu zadny vliv. Vytvorené
inhibi¢ni kfivky v zavislosti na koncentraci inhibitori pro jednotlivé galektiny vytvorené
prolozenim experimentalnich dat nelinearni regresi jsou na Obr. 15 a vSechny namétené hodnoty
jsou uvedeny v Tab. 3.

Funkénost pripraveného konstruktu Gal-8N-AVI s biotinem byla ovéfena také pomoci
interferometrie na biovrstvé (BLI analyzu provedl Mgr. Jakub Cerveny). Lektinova aktivita

ptipraveného galektinu s AVI-kotvou byla zachovéna.
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Tab. 3: Afinita standardu vyjadfena inhibi¢nim potencidlem (ICso)

Primer Smérodatna
Galektin Inhibitor  ICso [mM]  ICso [mM]  ICso [mM] odchylka
[mM]
[mM]
4,3 3,9 3,7 3,9 0,3
Gal-8 TDG 2,6 2,7 2,1 2,4 0,3
2'-FL 2,3 2,2 4,4 2,9 1,2
4,8 3,2 52 4,4 1,1
Gal-8N TDG 3,2 3,0 2,9 3,1 0,1
2'-FL 2,2 2,3 1,9 2,1 0,2
2,2 2,8 2,8 2,6 0,4
Gal-8N-AVI
o TDG 2,8 2,5 3,0 2,8 0,3
s biotinem
2'-FL 2,3 2,2 1,9 2,1 0,2
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Obr. 15: Priubéh zavislosti miry inhibice vazby galektinii na imobilizovany ASF na koncentraci testovanych
sacharidovych inhibitori laktosy, TDG a 2'-FL (vytvoieno v programu GraphPad Prism 8.4.3)

A: Inhibice celého konstruktu Gal-8 sacharidovymi inhibitory

B: Inhibice podjednotky Gal-8N sacharidovymi inhibitory

C: Inhibice znacené podjednotky Gal-8N s biotinylovanou AVI-kotvou sacharidovymi inhibitory
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S. DISKUZE

V klasifikaci galektint patii galektin-8 do skupiny tandemovych galektind. Sestava ze dvou
odlisnych CRD podjednotek spojenych peptidovym mustkem [8]. /n vivo vystupuje jako modulator
bunécného rustu nebo bunécné adheze, dale mé dulezity klinicky vyznam pii autoimunitnich
zanétech 1 nddorovych onemocnénich. Diky jeho Siroké expresi napfi¢ tkdnémi ma potencial pro
terapeutické vyuziti, napt. ve formé klinického prognostického faktoru pro spinocelularni karcinom
hrtanu pii sledovani hladin jeho exprese [20]. Jeho role v angiogenezi naznacuji také moZznosti pro
vyuziti v terapii rakoviny, diky jeho schopnosti specificky vazat glykany, které se nachazeji na
povrchu krevnich desticek, které spousti Sifeni, mobilizaci vapniku a vazbu fibrinogenu [7].
Detailni zkoumani interakce tohoto galektinu se syntetickymi glykokonjugaty a vyzkum ucéinnych
selektivnich inhibitort je proto atraktivnim vyzkumnym smérem, ktery ma potencidlni vyuZiti ve
vyvoji jak novych terapeutik, tak novych diagnostickych postupl, napt. zalozenych na analyze
vzorkll od pacienti pomoci biosenzort.

In vivo biotinylace je novou levnou a praktickou metodou pro znaceni proteinovych
konstruktti. Umoziiuje pfimo béhem samotné heterologni exprese produkovany protein selektivné
oznacit jednou molekulou biotinu na vybraném misté konstruktu. To pfinasi zna¢nou vyhodu oproti
v zasadé neselektivnim postuptim znaceni, jak jsou popsany v kapitole 1.3.2.1, a kde se selektivity
da doséhnout pouze vhodnou volbou specificky lokalizovanych funkénich skupin pro modifikaci,
jako v ptipad¢ Cho a kol. [52]. Jinak jsou takové modifikace ohledné své lokalizace nebo i ¢etnosti
spiSe malo selektivni, jako v pfipadé Kiiciik a kol. [51]. Selektivné znaceny konstrukt se da vyuzit
jak pro imobilizaci na biosenzory ¢i jiné povrchy pro biofyzikalni detekci, tak pro sledovani
chovani konstruktu napf. v bunééné kultufe pomoci pritokové cytometrie. Oproti specifickym
protilatkdm je tato metoda né€kolikanasobné levnéjsi a v podstaté umoziuje jednoduse pfipravit
témer neomezené mnozstvi ozna¢eného proteinu.

Oproti neselektivnim metodam znaceni vyZaduje ale selektivni in vivo biotinylace pfedchozi
pfipravu proteinového konstruktu nesouciho AVI-kotvu metodami molekularni biologie.
U tandemovych galektinli je navic problematické, Ze blizkost AVI-kotvy miize ovlivnit jednu
z galektinovych podjednotek vice nez tu druhou, coz muze vést k nechténému ovlivnéni
ptirozeného biologického chovéni vysledného konstruktu. Cilem je proto, aby vlozeni AVI-kotvy
a nasledna biotinylace mély na lektinovou aktivitu konstruktu zanedbatelny nebo minimalni vliv.
Proto se tato bakalafska prace zabyvala primarné N-terminani podjednotkou Gal-8, ktera pfimo
sousedi s vlozenou AVI-kotvou. Zaroven dle prace od autori Carlsson a kol. [27] mlzeme

N-podjednotku povazovat za aktivngj$i a dle prace od autorG Hiroko a kol. [29] vidime jeji
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vyznamngj$i roli ve vazebnych interakcich. N-podjednotka se podle téchto publikaci tedy zda byt
vyznamnéjsi 1 zajimavéjsi pro dalsi studium.

V této praci byl proto ptipraven konstrukt Gal-8N nesouci peptidovou AVI-kotvu z jiz
existujictho konstruktu Gal-8-AVI ve vektoru pETDuet-1, ktery byl k dispozici na Skolicim
pracovisti z predchozich studii. To bylo realizovano pomoci PCR s néslednou restrikci a ligaci.
Nov¢ ptipraveny plasmid byl sekvenovan a byla potvrzena spravnost vlozené sekvence odpovidajici
N-terminalni podjednotce Gal-8N. Diulezitym faktorem je 1 ponechani spojovaciho peptidového
mustku za sekvenci genu Gal-8N, protoze vramci piedchozich experimenti s tandemovymi
galektiny v laboratofi bylo zjiSténo, Ze zachovani peptidového mistku napomdhd spravnému
slozeni podjednotek a zachovani jejich lektinové aktivity. Plasmid byl pfipraven cisty dle
spektrofotometrického stanoveni (Azeo / A2g0 = 1,4) a v dostatecné koncentraci (730 pg/mL) pro
dalsi praci. Nasledné jsem se zabyvala produkci ptfipraven¢ho konstruktu a jeho purifikaci. Pak byl
tento konstrukt, uz ve formé aktivniho proteinu, porovnavan se svym nebiotinylovanym protéjskem,
podjednotkou galektinu bez AVI-kotvy i s celym galektinem.

VSechny pfipravené galektiny mély ovéfenu i svou Cistotu a velikost pomoci SDS-PAGE.
Dle 12% SDS gelu je ziejmé, ze byly produkovany cisté galektiny (vétSinou s Cistotou veétsi nez
99 %), které odpovidaji svym tabelovanym velikostem dle své aminokyselinové sekvence (pf.
Gal-8 37,6 kDa; Gal-8N 22,7 kDa). Jedind vétsi ,necistota”, viditelnd na SDS-PAGE, byla
u purifikovaného Gal-8 (Obr. 12 ¢ast Gal-8). Tento prouzek velikostn€ odpovidal jedné podjednotce
tohoto galektinu (Obr. 12 ¢ast Gal-8N; Gal-8N 22,7 kDa; Gal-8C 20,6 kDa), takze ptfedpokladam,
ze doslo ve velmi malém procentu (méné€ nez 5 %) k ¢astecnému rozstépeni celého galektinu, bud’
béhem purifikace, nebo pii postpurifikacnich krocich ¢i pifi samotné piipravé vzorku na
SDS-PAGE. Dile i firma abcam pii prodeji rekombinantniho lidského Gal-8 uvadi SDS-PAGE,
v které jsou viditelné necistoty o velikosti N-podjednotky [58]. Metodou Western blot byla nasledné
ovéiena ucinnost biotinylace AVI-kotvy u obou konstruktd (jak podjednotky, tak celého galektinu).
Pozitivni i negativni kontroly byly uspésné. Touto metodou nemizeme stanovit vytézek in vivo
biotinylace, protoZe velikost molekuly biotinu je natolik nizka (0,2 kDa), Ze na gelu nedojde
k rozdéleni biotinylovanych a nebiotinylovanych molekul. Teoreticky muize tedy vzorek
biotinylovaného galektinu obsahovat smés mono-biotinylovanych a nebiotinylovanych molekul
a z intenzity luminiscence v porovndni s jinym biotinylovanym konstruktem muizeme piipadné
orientacné usuzovat na jejich pomeér. Lepsi odpoveéd ndm mohou dat dalsi metody, napt. funkénost
detekce proteinu navazaného na builkky metodou pritokové cytometrie ¢i vytézek imobilizace
konstruktu na biosenzor. Praktické provedeni téchto metod bylo mimo rozsah této prace. Nicmén¢
pfipraveny konstrukt byl uspé€Sné a v dostate¢né koncentraci imobilizovan na biosenzor pro

interferometrii na biovrstvé, coz provedl Mgr. Jakub Cerveny z Laboratofe biotransformaci, pii
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zachovani lektinové aktivity po imobilizaci. Z toho usuzuji, ze navrh i pfiprava zamyslen¢ho
Gal-8N-AVI konstruktu v ramci této prace byla ispésna.

V posledni casti prace jsem se zabyvala potvrzenim lektinové aktivity pfipraveného
konstruktu metodou ELISA, kterd je jiz zavedena pro jiné galektiny v laboratofi. Nejprve bylo
nutné optimalizovat samotnou metodu ELISA pro tento konstrukt, zejména z hlediska pouzité
koncentrace galektinu a koncentrace protilatky proti histidinové kotvé. Vyssi koncentrace galektinu
vedla k nutnosti pouzit vyss$i koncentrace inhibitori, coz bylo nepraktick¢ vzhledem k riziku
nedostate¢né saturace inhibicnich kfivek a vysoké spotieby mnohdy pomérné drahych inhibitort
(napt. 2'-FL, 10 mg za 67 €, tj. 1650 CZK, od firmy Biosynth s.r.0., coz je spotfeba na n¢kolik malo
stanoveni). Ptili§ nizk4a koncentrace galektinu zase zhorSovala kolorimetrickou detekci. Nakonec
byla zvolena po optimaliza¢nich experimentech koncentrace 1 uM.

Pro studium lektinové aktivity byly zvoleny tfi inhibitory — standardni inhibitor laktosa,
zakladni synteticky inhibitor thiodigalaktosid (TDG) a oligosacharidovy inhibitor 2 -fukosyllaktosa
(2’-FL). Porovnani vazebné afinity téchto ligandl u jednotlivych galektinovych konstrukti ukazuje
na vzajemné rozdily. Cely Gal-8 a jeho podjednotka Gal-8N nevykazuji stejny trend preferenci
ligandti. Pro Gal-8 je nejhorSim inhibitorem laktosa (3,9 + 0,3 mM), lepsim 2°-FL (2,9 + 1,2 mM)
a nejlepsim TDG (2,4 + 0,3 mM); zatimco pro Gal-8N je TDG (3,1 = 0,1 mM) lepSim inhibitorem
nez 2°-FL (2,1 £ 0,2 mM). Nejbé&znéji pouzivany inhibitor laktosa vySel pro tento galektin i jeho
podjednotku jako nejméné uUc¢inny. Z vysledkli se dale zda, Ze pifidani biotinylované peptidové
AVI-kotvy na N-konec N-termindlni podjednotky Gal-8 nezpisobilo zisadni zmény v jeho
lektinové aktivit¢ vaci testovanym inhibitorim. Pti pouziti ligandu 2'-FL jsou hodnoty pro
podjednotku Gal-8N (2,1 £ 0,2 mM), Gal-8N-AVI (1,9 + 0,1 mM) a Gal-8N-AVI s biotinem
(2,1 £0,2 mM), podobné v ramci experimentalni chyby méfeni, a zaroven byla 2'-FL v ramci trendu
preferenci ligandi vyhodnocena jako nejlep$i. Ligand TDG byl vyhodnocen v ramci trendu
preferenci ligandi u Gal-8N (3,1 = 0,1 mM) v potadi jako druhy nejlepsi, a ziskana hodnota se
dobfe shoduje s hodnotou pro Gal-8N-AVI s biotinem (2,8 + 0,3 mM). Ligand laktosa byl v ramci
trendu preferenci ligandli vyhodnocen u Gal-8N-AVI s biotinem (2,6 + 0,4 mM) jako druhy nejlepsi
a u Gal-8N (4,4 £ 1,1 mM) jako nejhorsi; zde pozorujeme vyznamny rozdil v afinité jednotlivych
konstruktl. Zarovenn mél tento ligand velky rozptyl hodnot a vys$$i smérodatnou odchylku, co
naznacuje moznou technickou chybu samotného méfeni metodou ELISA. Chyba mohla téZ nastat
pti ptipravé standardniho roztoku tohoto ligandu. Kazdopadné je nutné provést dalsi zptesnujici
experimenty, idedlné s riznymi Sarzemi nové produkovanych proteint za pouziti dalSich ligandd,
coz bylo mimo rozsah této prace. Otazka ovlivnéni vazebné afinity u tandemového galektinu, jako
je Gal-8, a jeho podjednotky piitomnosti AVI-kotvy je zcela nova a poprvé je studovana v této
préci. U pfedchozich znamych AVI-konstruktl galektind (napi. Bumba a kol. [37], nebo Hovorkova
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a kol. [60]) kde je popisovana aktivita galektinli po navdzani AVI-kotvy, se jednalo o galektiny
z jinych skupin — chimericky Gal-3 nebo prototypicky Gal-1, kde jsou strukturni vlastnosti pomérné
odlisné, a proto nenabizeji tolik opérnych bodi pro tuto studii. Ziskané vysledky naznacuji, ze
podjednotka Gal-8N se zdd vhodnéa pro navazani AVI-kotvy v usporadani, jak je uvedeno v této
préci. Finalni potvrzeni vhodnosti konstruktu pro jak biologické, tak biofyzikalni aplikace si jesté
vyzada vétsi rozsah budoucich experimenti.

Jak jiz bylo zminéno, prace od autorti Hiroko a kol. [29]; od autort Carlsson a kol. [27]; od
autori Bohari a kol. [40] se zabyvaji studiem vazebnych interakci Gal-8 azejména jeho
N-podjednotky. AvSak inhibi¢ni potencidl Gal-8 ¢i Gal-8N vici inhibitorim studovanym v této
praci neni dle ziskanych informaci z literatury v téchto pracich srovnateln¢ kvantifikovan a zatim
asi nebyl podrobné zkouman, a proto nejsme schopni porovnat nase vysledky s literaturou. Nicméné
i znaSich vysledkd vyplyva, ze Gal-8N podjednotka méa dobrou afinitou ke vSem testovanym
inhibitortim, a to 1 po navazani biotinylované AVI-kotvy (Obr. 15). Zaroven je nutno podotknout, ze
z vybranych komer¢nich ligandii se jako nejlepsi jevi 2'-FL (Obr. 15). Je ziejmé, ze biologicky
vyznam ma samoziejme spiSe cely galektin, jak ukazuje 1 Hutter a kol. [8], kde je popsano zhorSeni

schopnosti bunécné adheze a signalizacnich funkci Gal-8 pokud neni pfitomen cely galektin.
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6. ZAVER

Tato prace ve své teoretické Casti obsahuje dosavadni poznatky o galektinech, konkrétné se
zaméfuje na popis tandemovych galektind a jejich zastupce Gal-8. D4l stru¢né popisuje informace
o ligandech/ inhibitorech galektinii a moznostech metod pro jejich znaceni.

V experimentalni Casti prace byl pfipraven konstrukt N-termindlni podjednotky
Gal-8N-AVI, z jiz existujiciho konstruktu celého galektinu Gal-8-AVIL Pfipraveny konstrukt byl
spolu s ostatnimi konstrukty Gal-8 slouzicimi pro porovnani v dalSich experimentech heterologné
exprimovan v E. coli a purifikovan afinitni chromatografii. Purifikaci a naslednou dialyzou byl
dosazen vytézek 6,6 mg Ccistého proteinu Gal-8N s biotinylovanou AVI-kotvou. Ptitomnost
biotinylace byla ovétena metodou Western blot.

Dale byla potvrzena lektinova aktivita produkovanych galektinovych konstrukti pomoci
metody ELISA se tfemi komeréné¢ dostupnymi sacharidovymi inhibitory galektini. Zde bylo
zjisténo, ze cely Gal-8 a jeho podjednotka Gal-8N nevykazuji zcela stejny trend vazebnych afinit
vici inhibitorim. U Gal-8 byl vyhodnocen jako nejlepsi inhibitor TDG a u Gal-8N byl vyhodnocen
za nejlepsi inhibitor 2'-FL, u obou byla nejhor$im inhibitorem laktosa. Dale bylo zji§téno, Ze afinita
studovanych inhibitort k  pfipravenému  konstruktu  Gal-8N-AVI s  biotinylovanou
i nebiotinylovanou AVI-kotvou se oproti Gal-8N vyrazn¢ nezménila. Odlisnost byla nalezena jenom
u jednoho ze tfi testovanych inhibitort, laktosa, kde byla hodnota ICso odlisna. Findlni validace
funkénosti nového konstruktu vcetné biologickych experimenti bude predmétem budouciho

vyzkumu.
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