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Seznam zkratek:

AA Akrylamid

APS Amoniumpersulfat

BSA Hovézi sérovy albumin

DTT Dithiothreitol

ECL Elektrochemiluminiscence

ER Endoplasmatické retikulum

GIcNAc N-acetyl- f-D-glukosamin

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova kyselina

MALDIMS Hmotnostni spektrometrie s pouZitim
ionizace laserem za pfitomnosti matrice

MHC Hlavni histokompatibilni komplex

MUC glykoproteiny Mucinové glykoproteiny

NK buriky ,»natural killers* — pfirozené zabije¢ské
buriky

PAMAM Polyamidoamin

PVDF Polyvinyliden fluorid

RPMI 1640 médium

Médium objevené v Roswell Park
Memorial Institute

SDS Dodecylsulfat sodny

TCEP Tris(2-karboxyethyl)phosphin
TEMED N,N,N' N'-tetramethylethylendiamin
TFA Trifluoroctova kyselina

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
WGA PSeni¢ny bakteridlni aglutinin

YAC Velké buriky kvasinek jako umélé

chromozomy (YAC, yeast cells as artificial

chromosomes)




1. TEORETICKY UVOD

1.1.Posttransla¢ni modifikace
Po biosyntéze proteinu je dana bilkovina v tzv. nascentni podobé. V uréitych

pfipadech je viak nezbytné, aby probé&hly dal$i vyznamné procesy, na nichZ se nepodileji
nukleové kyseliny, a které se souhrnn& nazyvaji posttranslaéni modifikace'. Do t&chto
uprav patfi i glykosylace.

1.2.Glykosylace
Glykosylace je jednou z nejvyznamnéjsich modifikaci biologicky aktivnich latek.

Podl4 ji fada proteini. Jedn4 se o kovalentni pfipojovani kratkych postrannich fetézci
oligosacharidi. UmoZiiuje pfeménu lipofilnich latek na hydrofilni, méni jednak jejich
farmakokinetické vlastnosti, jako je transport a rozpustnost, ale i farmakodynamické
vlastnosti.

Tyto sacharidy mohou nésledné plnit nejriizné&jsi funkce, chrénit protein pfed
degradaci, zadrZovat ho v endoplasmatickém retikulu (déle jen ER), dokud neni spravné
sloZen, nebo poméhaji pfi jeho orientaci do ndleZité organely tak, Ze funguji jako

transportni signal pro zabaleni
;ﬁ: - i = proteinu do spravného
@ e transportnfho va&ku. Ovliviiuji i

Dy
[@ = N acetylgiukosam n

jeho stabilitu. Oligosacharidy

N\
cviosou vystavené na povrchu bunék jsou

soudasti glykokalyxu,
(‘f Va A HUMENER ochranného plasté, ktery slouzi
‘§ s jako obrana pfed mechanickym i
. :
34 .: . . chemickym poskozenim a
‘.@.:}, T :::E uplatiiuje se i pfi vzdjemné
a identifikaci bun&k’.

®

K tomuto procesu dochazi
Obr. 1: Glykosylace proteinu v ER - téméf ihned po svém P
vstupu do lumen ER je polypeptidovy fetézec glykosylovan v ER a Golgiho aparatu (Golgi), a
ptidanim oligosacharidového postranniho fetézce k uréitym ) oo 1 s
asparaginim to vlivem vysoce specifickych

enzym, glykosyltransferas.



Tyto enzymy rozliduji nejen substrat, ale i strukturu, na niZ mé byt substrat vazan.
Ptipojovani sacharidli probiha ve dvou fazich.

V prvni fazi vznika v fadé dil¢ich reakci aktivované oligosacharidové jadro, které je
pfipojeno na vysokomolekularni lipidovy pfenase¢ — dolichol (Obr. 1, str. 6)

V druhé fazi je toto oligosacharidové jadro pfenaseno na protein, pfesnéji na
aminoskupinu (-NH;) asparaginového fetézce. K této vazb& dochazi jiZ v membranové
Casti ER, kdy &ast proteinu je jeste syntetizovana. Po dokonéeni proteosyntézy je nascentni
glykoproteid transportovan do Golgi, kde je sacharidova ¢ast dokon¢ovana, predeviim
odstépenim glukosovych zbytka (u¢inkem glukosidas) a rizného po¢tu mannosovych
zbytkli (mannosidasami).

Oligosacharidy ptipojené k polypeptidovému fetézci na -NH, asparaginu se
oznacuji jako N-vazané (napojené N-glykosidovou vazbou), jestlize se vazi na
hydroxylovou skupinu threoninu ¢&i serinu jedna se o O-glykosidovou vazbu. U znamych

proteini se viak N-vazané vyskytuji b&zngji'.

1.3.Povrchova nadorova glykosylace
Zména glykosylace nastava v posledni fazi kancerogeneze. Béhem ni, tedy ve fazi

progrese (Obr. 2), kdy nastdva razantni a findlni pfeména, do té doby <&4stedné
kontrolovaného riistu benigniho nadoru na rist nekontrolovany, vznikda maligni nador,
ktery vstupuje i do vedlejsich tkani a nigi je’.

Maligni transformace buiiky Easto vede k dramatickym zméndm mnoZstvi a

struktury jejich povrchovych sacharidi®.

Modifikovana DNA Iniciace Promoce  Progrese

Metabolicka oA ~
aklivace ><1,' | (.? Fixace
H " S
Biologicky =

EXPOZICE  imietidivka acinna davka Lr:;i:;/ané Preneoplazie Malignance \ '
Detoxikace _T Nadorové onemocnéni
Reaktivace Latentni obdobi (perioda) -—1
Vylouceni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT N
: 1 den 20 - 40 let i

Obr. 2: Schéma vicestuptiového procesu kancerogeneze’



Nejb€Zzngjsi zménou v glykosylaci je zvySeni rozvétveni u N-glykosidicky
vazanych glykoproteinid (Obr. 3, str. 8), coZ vede ke zvy3eni apoptosy buriky.

Dal3i ¢asto pozorovatelnou zménou je zvySena exprese antigenii Lewis-typu, jako
je sialyl-Lewis®, sialyl-Lewis® a Lewis, pfitemz epitopy sialyl-Lewis® a sialyl-Lewis®
jsou béZné¢ pouzivany jakoZto indikatory v histologickych diagnosach riznych typd
rakovin. ZvySena syntéza t&chto latek utlumuje naopak expresi normalnich epitelidlnich
glykanii. Projevuje se pfevazné u nadoru epiteld®.

Tyto Lewis-struktury nejsou neseny pouze glykoproteiny, ale také glykolipidy,
které jsou také pfeméitovany b&hem maligni transformace.

U O-glykanti jsou zmény pozorovany v epitelidlnich mucinech plic a stfeva jako
MUCI1, nesouci strukturu O-vazaného N-Acetyl galaktosaminu s bud’ f-1,3-galaktosou a
B-1,6-N-Acetyl glukosaminem (core 2), & f-1,3-N-Acetyl glukosaminem (core 3) u
normalnich zdravych tkani. Zatimco u transformovanych epiteld jsou pozorovatelné

struktury na bazi O-vazané¢ho N-Acetyl galaktosaminu s galaktosou (core D,

Noxmalni tkan Takto modifikované
glykoproteiny mohou byt
Cras- Lo : ;45’ transportovany k povrchu
% Core? \;” " bunky (viz ptedchozi funkce
N-inked ][ O-hnked ] i 1d{ i
NAdoiica egw oligosacharidii v glykosylaci)
coee ] a tim miZe byt i rozliSena
o . : Im burika maligniho nadoru od
*2?’” 1 1 butiky neporusené.
| et

O N-Acetyl-galactosamine O Galactose @ Mannose
® N-Acetyl-glucosamne » Fucose @ Swhc acid

Obr. 3: Zmé&ny v glykosylaci b&hem maligni transformace®
(a) Normalni epitelové buiiky plic a stieva, (b) Buiiky po
maligni transformaci

1.4.Transport lé¢iva k poSkozené buiice
Myslenka cileného transportu lé&iva k postiZzené butice se poprvé objevila v roce

1906 formulovana némeckym lékafem Paulem Ehrlichem. Hlavnim problémem bylo najit



spravny nosi¢, ktery by dané léCivo selektivné a specificky dopravil na cilovou
(poskozenou) tkan.

V roce 1975 vyjadtil némecky polymerni chemik Helmuth Ringsdorf pfedstavu o
tom, jak by se k smérovani daly vyuzit vodorozpustné polymery. Pozdéjsi experimenty
prokéazaly, Zze doséhnuti nejidealn&jsiho zpusobu transportu je pouZiti smé&rovaného
polymerniho 1éCiva. Jeho zékladem je polymerni nosi¢ s urfitym poétem znamych
reaktivnich chemickych skupin, na které lze vybranou chemickou reakci navazat jak
lé¢ivo, tak smérujici molekulu. Dnes vime, Ze smérujici molekulou nemusi byt jen
protilatky, poslouZit mohou také cukry, lektiny (bilkoviny vazajici cukry) & ristové
hormony, prost& molekuly, pro které ma cilova burika specificky znak — receptor .

Komplex farmaka a nosi¢e zasadné¢ meéni vlastnosti neZ by méla volna forma léku
(obvykle je rozpustngjsi, zvysi se stabilita, cileni). V dnes$ni dobé je kladen ptevazné diraz
na systémy umoziujici co nejselektivnéj§i dopravu chemoterapeutik a radiofarmak

k nadoru, jsou jimi napf. dendrimery.

1.4.1. Dendrimery

V souvislosti s nastupem a rozvojem nanotechnologii se v oblasti syntetické chemie
dostavd do popfedi otdzka syntézy nanomolekul s pfesné¢ definovanou strukturou a
velikosti, které by slouZily jako stavebni bloky nanotechnologickych procesu. Polymery,
coby pfedstavitelé makromolekularnich sloufenin, obvykle vykazuji ptili§ vysokou
polydisperzitu, branici jejich vyuziti v konkrétnich technologickych aplikacich s pfesnymi
poZadavky na definovanou velikost molekul. Oproti tomu tzv. dendrimery, z nichZ nékteré
jsou v poslednich letech jiz komeréné dostupné, predstavuji prvni syntetické
makromolekuly s pfesné definovanou velikosti (polydisperzita =~ 1,00), a to i v oblasti

nejvyssich molekulovych hmotnosti®.



jadro —wrewe nvar a zpisob vétveni

vaiti'ni kaskadovitd struktura vnéjsi povrchova oblast dendrimeru

Obr. 4: Struktura dendrimeru (schématicky)®

Zékladnim stavebnim komponentem dendritické struktury (z feckého slova dendros
= strom) je monomer, vétvici se jednotka, jejimZ postupnym spojovanim do stromovité
struktury dospivame k dendronu. Ten miZe byt kovalentné vazan k polyvalentnimu jddru,
takZe vznikd molekularni struktura s jadrem a pravidelné¢ se opakujicimi vétvicimi
jednotkami, pro kterou se vZil nazev dendrimer. DuleZitou soudasti kazdého dendrimeru je
jeho povrchova &ast, ve které jsou znasobené pfisluiné funkéni skupiny (Obr. 4).

Stale pfibyva mozZnosti jejich vyuziti ve farmaceutickém, lékafském a
biomedicinckém inZenyrstvi.

Dendritické struktury byly objeveny jako nova tfida polymeri. Prvné se o nich
zminil Végtle’ roku 1978 a pedstavil je jako kaskadni molekuly (cascade molecules).
Vyvoj v této oblasti vedl ke vzniku vé&tSich dendrimernich struktur. Roku 1985, kdy
Newkome a Tomalia nezavisle publikovali své vysledky o skupin¢ vétvenych molekul,
pfejmenovali tyto struktury jako stromové (arborols) nebo dendrimery. Oznaceni
dendrimer bylo stanoveno jako nazev téchto struktur.

Na rozdil od polymeri se jedna o pfesné definované molekuly s unikatni stavbou a
ptesnou molekulovou hmotnosti'’.

Diky tomu, je lze pfirovnat k vysoce uspofadanym biomolekulam typu DNA nebo
proteintl, jejichZ architektonické uspofadani je v biologickém prostfedi schopno velmi
piesn& zachovavat velikost, tvar, topologii, flexibilitu i vlastnosti povrchu

makromolekuly®.
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Smysl dendrimeri spo¢iva zejména v jedineénych strukturnich vlastnostech.

Klady, které nabizeji jako zakladni stavebni jednotky lze shrnout do téchto bodu:

levné a dostupné vychozi latky,

snadna pfiprava a izolace, uskute€nitelna i ve velkém méfitku,

dobie definované siln¢ vétvené makromolekuly, které maji v idedlnim ptipadé
kulovitou strukturou,

supramolekuly majici tvar stromu, kontrolovanou strukturu a velky pocet
specifickych koncovych funkénich skupin,

nanostruktury umozilujici multivalentni interakce,

snadna chemicka opracovatelnost zakladniho skeletu molekuly,
mono-dispersni,

mozZnost "Hdit" rozpustnost jak v organickych rozpoustédlech, tak i ve vodé.

Zakladni biologické vlastnosti dendrimeri jsou:

stabilita

rozpustnost ve vodé

biokompatibilita

neimunogenita

biodegradabilita

farmakologicka inaktivita - chranit cely systém transportu lé¢iv pied rychlou

eliminaci z organismu (ledviny, jatra)

Ptikladem jednoho z druht dendrimerd jsou sacharidové dendrimery.

1.4.1.1. Sacharidové dendrimery

Vlivem nadorového bujeni jsou v ER exprimovany nové epitopy, které jsou

nasledn¢ pfenaseny glykoproteiny s vysoce multivalentnimi sacharidovymi strukturami. Ty

se daji (¢inn& nahradit sacharidovymi dendrimery''.

Po inkubaci nadorovych

-
' 'é%‘;"vxuﬁ\,\. bun¢k sdendrimery dochézi
E L??’:?c;:”v":/v \/\:g’o\/\.f\j{y:v:__ k jejich prenosu do Golgi a to
E, \:'.‘z;f:"?:ﬁ“@'// v |:Lu . ma za nasledek ovlivnéni
;‘;;7 ok S ) ‘ E]I‘L’L | ) . povrchové nadorové
T . glykosylace.

‘ )
I N | ‘\ N

Zelena flaarscence

Obr. 5: Sacharidovy dendrimer s fluorescenéni znatkou'
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Jedna z dal§ich mozZnosti je oznadeni nadorovych bunék fluorescencni znackou a

zefektivnéni identifikace a dal$i mozné 1é¢by karcinomu (Obr. 5, str. 11 a obr. 6)12.

Obr. 8: Nadorova tkan pod
mikroskopem po inkubaci sacharidovych
dendrimerd s fluorescen&ni znadkou'

1.5.NK buiiky
V roce 1975 byly NK buiky (natural killers — ,,pfirozeni zabije¢i*) objeveny a

definovany jako neadherentni, nefagocytujici buriky. Byly ptvodné popsany jako
lymfocyty, které jsou schopny rychle (bez ptedchozi stimulace, proliferace a diferenciace,
jako je tomu u cytotoxickych T lymfocytt) zabijet nékteré nadorové a virové infikované
buriky. Jsou soudasti nespecifické imunity, jelikoZ nemaji antigenné specifické receptory”.

Evolu¢ni podobnost T lymfocyti a NK bunék ukazuje exprese spolecnych
membranovych antigeni (CD34, CD16) zejména v Casnych vyvojovych stadiich. NK
buriky se oddéluji od T lymfocytarni linie.

Lidi se membranovymi antigeny, pfepisem né&kterych genl, pisobi absolutné
samostatné a na svoji ¢innost nepotfebuji dostavat signaly od jinych imunitnich bunék.
Syntetizuji se v kostni dfeni a vykazuji charakteristickou organovou distribuci. Aktivita je
nejvyssi v periferni krvi a pak postupné klesa. Nejsou obsazeny v thymu.

NK buriky funguji jako obrana pted cizorodymi prvky. Usmrcuji buriky, které se
snazi uniknout cytotoxickym T burikam tim, Ze potlacuji expresi MHC glykoproteini 1.
tiidy na svém povrchu]4 (Obr. 7, str. 13). Spolu s interferonovym systémem se ucastni
obrany organismu proti virim (rozpoznavaji a zabijeji buriky nakaZené viry) i dal$im
mikrobialnim $kadcim.

Vyznamné se uplatiluji v protinadorovém monitorovani a kontrole rozvoje

metastazi'®. Na zasah NK bundk se ukazaly citlivé leukemické buiky, buiky

12



lymfoblastovych linii a také ur¢ité typy normalnich bunék (naptiklad embryonalni buriky a
kmenové buriky). NK builky se u¢astni také reakce odmitnuti $t€pu pii transplantaci kostni
dreng'”.

Jestlize se v8ak NK burika stfetne s normalni butiku ptechodné se na ni navaze
pomoci fady nespecifickych adhesivnich molekul a kdyZ po chvili NK receptory najdou
MHC molekuly, je to signdl k odpoutdni. Pokud se v3ak toto nestane, aktivuji se
cytotoxické mechanizmy a podezfela burika je zabita'>'”. Vyjime&nymi buiikami, které na
povrchu nemaji téméf 2adné MHC-glykoproteiny, jsou ervené krvinky. Ty nejsou NK-
buitkami napadany zfejmé proto, Ze jim chybi nekteré dilezité adhezivni molekuly'’ (Obr.
7).

Tim se NK buiiky stdvaji velmi vyznamnym nastrojem imunitniho systému
zejména z hlediska, Ze mohou rozpoznavat a eliminovat nadorové, ¢i virové infikované
buriky se zménénou povrchovou expresi MUC glykoproteini, které zpravidla nejsou dobfe
rozpoznavany cytotoxickymi CD8" lymfocyty.

Nejpfesn€jsi identifikaci NK bunék umoZiiuje prikaz jejich specifickych
membranovych molekul. Z nich ziejm¢ nejdilezitéj$i je molekula CD56, kterd je
exprimovana na NK burikdch a ¢aste¢né také na T lymfocytech. Molekula CD56 slouzi
jako adhezni molekula v homotypickych adheznich interakcich. Mimo hematopoetickou
tkan je bohaté obsazena v

Induction of apoptosis

- .. - Cytolytic T cell

nervové tkdni a je e

oznatovana jako NCAM-I : - antine
J ""”"’?""" antigen MHC: 1 inhibitary
.............. receplor

(neural cellular adhesion MHC class ] 5 Q
molecule ™. 4 o1 — Natural ki ler cell

molecule-1)"". !f "
.l Normal MHC Class |

expression
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2. CiLE

e Sledovani zmén v profilech povrchovych nadorovych
glykoproteini pomoci ECL systému a lektinovych blott

e Sledovani interakce rozpustnych lektinovych receptori
s povrchovymi sacharidy nadorovych bun€k metodou
oligosacharidovych arrayi
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3.MATERIAL A METODY

3.1.Material

3.1.1. Chemikalie

Tab. 1

Akrylamid Serva, Némecko

APS Serva, Némecko

Azid sodny Sigma, USA
Bromfenolova modf Sigma, USA

BSA Sigma, USA
Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva, Némecko
Dihydrogenfosforenan draselny Penta, CR

DTT Fluka, Svycarsko
ECL™ systém Amersham, USA
Ethanol Lachema, CR
Ethidiumbromid Sigma, USA

Fenol Sigma, USA

HEPES Serva, Némecko
Hydrogenfosfore¢nan sodny Lach-ner, CR
Hydroxid draselny Lachema, CR
Hydroxid sodny Lachema, CR

Chlorid draselny Lach-ner, CR

Chlorid sodny Lach-ner, CR
Kyselina chlorovodikova Lachema, CR
Kyselina octova Lachema, CR
Methanol Lachema, CR
Odtu¢néné susené mléko Laktos, CR

PVDF membrana (BioTrace' ) (0,45um) Pall Corporation, USA
SDS Jersey Lab Supply, USA
Siran hote¢naty Lachema

TEMED Serva, USA

Tris Jersey Lab Supply, USA
Triton X-100 Sigma, USA
Tween-20 Loba Feinchemie, Némecko
Ustalovag¢ Kodak, USA

Vyvojka Kodak, USA

Ostatni chemikalie p.a. Lachema, CR

3.1.2. Roztoky a pufry

o Fixacni a odbarvovaci roztok pro AA SDS elektroforézu:

35% EtOH, 10% HAc
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e Fixacni a odbarvovaci roztok pro PVDF membrdnu:

50% MeOH, 10% HAc

e  Barvici roztok pro SDS elektroforézu:

45% MeOH, 10% HAc, 0,25% CBB R-250

e  PBS pufr: 10 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM KH,PO,, pH = 7,4

e  Transformacni pufr (TB):

10 mM HEPES, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl
pH upraveno pomoci KOH na 6,7 a ptidano 1,1% MnCl,

e Elektrodovy pufr pro SDS elektroforézu:

250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH = 8,3

e Vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu:
50 mM Tris-Cl pH = 6,8
100 mM DTT
2% SDS
0,01% bromfenolova modf
10% glycerol
o Pufr pro elektroprenos:

25 mM Tris pH = 8,3; 150 mM glycin, 20% methanol

3.1.3. Pristroje a pomucky
Tab. 2

384-jamkové desticky Pierce, USA

Analytické vahy AND, USA

Automatické pipety Gilson, USA

Centrifuga Hermle Z233 MK-2 Hermle, Némecko

Chladni¢ka Whirlpool,USA

Chladni¢ka Calex, S&

Magnetickd michacka MM 2A Laboratorni ptistroje Praha, CR
pH metr $200 Beckman, USA

Piedvazky HF-1200G

AND, USA

trazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer
4710 Series

Cole-Parmer Instrument Co., USA

Souprava pro elektroforézu Sigma, USA

Souprava pro elektropfenos Scientific Co., USA

Spektrofotometr SAF IRE’ Tecan-Schoeller Instruments, Rakousko
Trepacka Grand Boekel VSR 23 VELP Scientifica, Italie

Vortexovy mixér VELP Scientifica, Itilie

Zdroj deionizované vody MilliQ Millipore, USA

Zdroj napéti EPS 500/400 Pharmacia, USA
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3.2.DalSi materialy

Pro experiment byly pouZity mysi nadorové linie — mys$i lymfom YAC-1 byl vybran
jako priklad bunék citlivych na zabijeni cytotoxickymi lymfocyty, a mysi mastocytom
P815 byl vybréan jako ptiklad bunék rezistentnich. Ob¢ bunééné linie byly inkubovéany za
standardnich podminek pfi bun&éné hustoté 5 x 10® bun&k / ml v celkovém objemu 200 ml
po dobu jednoho tydne, a to v médiu RPMI 1640 s pfidavkem 10 % fetalniho teleciho séra,
glutaminu, a antibiotik (kontrolni pokus) nebo s pfidavkem uvedenych latek a 10 mol/l
GIcNAc PAMAM dendrimerd'' (experimentalni pokus). Poté byly butiky sklizeny
z kultivaénich nadob, promyty 5 x PBS, a byly pouzity k pfipravé plasmatickych membran
podle publikovaného protokolu”®. Rekombinantni rozpustné receptory lektinového typu
potkana, INKR-P1A a rCD69, byly pfipraveny na zaklad¢ publikovanych protokolﬁZl’ 2.
Rostlinny lektin WGA (wheat germ aglutinin) byl ziskan z Laboratofe pro pfipravu a
kontrolu lektinovych preparati (Lectinola) na katedfe biochemie UK-PfF. V3echny tyto
lektiny byly znageny bud’ radioaktivng do specifické aktivity 10° Bq / pg proteinu2 ! nebo
fluorescenéné pomoci NHS-fluoresceinu nebo NHS-rhodaminu dle dfive popsané
metodiky?.

3.3.Metody

3.3.1. Sledovani vazby pomoci ligandového blotu

Vzorky vy$etfovanych plasmatickych membran ze &tyt riznych typd sledovanych
bunék odpovidajici asi 10 pg na drahu byly separovany pomoci SDS elektroforesy ve 12 %
polyakrylamidovém gelu, a poté pieneseny ve ¢tyfech kopiich na PVDF membranu (0.45
pm, BioTrace PVDF Transfer membrane, Pall Corporation, USA) elektropfenosem
provadénym v Tris-glycinovém elektrodovém pufru sobsahem 20 % methanolu. Po
prenosu byla jedna membrana kratce promyta v destilované vodé, a pfenesené proteiny
jsou vizualizované Coomassie Briliant Blue R-250, a odbarvovany kratce v 50 %
methanolu a 10 % kyseliné octové. Membrana je nékolikrat promyta v PBS pufru, a
ptenesené vizualizované proteiny dokumentovany s pouZitim b&éZného scanneru. Na druhé
membrané byly detekovany povrchové glykoproteiny, postupovalo se pfitom piesné podle
navodu dodaného firmou GE Healthcare ke kitu Glycoprotein detection kit?. T¥eti a &tvrta

membrana byla po elektropfenosu blokovana nejméné¢ 2 hodiny v PBS pufru s pfidavkem
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2 % BSA, ptenesena do chladové mistnosti, a inkubovéana s radioaktivné znaCenymi
vzorky lektini (rNKR-P1A a WGA, cca 100 kBq na pokus) v chladové mistnosti pfes noc.
Nasledovalo oplachnuti chladnym PBS puferem 4 x 1 min, osu$eni membrany, a
proméfeni intenzity radioaktivniho signdlu laboratornim monitorem s Geigerovou trubici
series 900 mini-monitor (Mini-Instruments Ltd., Velka Britanie). Podle intenzity zméfené
fluorescence poté byla stanovena expozice autoradiografickou technikou v kazeté
zpouzZitim filmu Agfa CP-VB (Agfa-Gevaert N.V., Belgie) vexpozi¢ni kazeté
s intenzifika¢ni obrazovkou Wolf L-Plus (Sigma Laboratory Supplies). Po exponovani je
film vyvolan 5 min v ochranném c&erveném svétle vytvafeném filtrem Kodak GBX-2
(Sigma Laboratory Supplies) s pouzitim vyvojky Kodak Polymax RT developer, a poté
promyt a 5 min ustalen v ustalova¢i Kodak Polymax RT fixer. Vyvolany film je skenovan
na standardnim scanneru, a zobrazen bez jakékoliv daldi elektronické manipulace. Pro
identifikaci proteinovych nosi¢i nesoucich oligosacharidové skupiny byl pouzit pivodni
gel vizualizovany na proteiny, z néhoZz byla odpovidajici &ast vykiznuta, a pfitomné
proteiny identifikovany technikou peptidového mapovz’miZ'. Vyfiznuté pruhy z SDS gelu
byly nejprve odbarveny (100mM ethylmorfoline-acetatovy pufr : acetonitril v poméru 1:1).
Poté bylo ke vzorkiim pfidano redukéni ¢inidlo TCEP (50mM) a vzorky byly zahfivany na
95°C po dobu 15minut. Poté byl ke vzorkiim ptidan roztok SOmM iodoacetamidu (1h, ve
tmé, laboratorni teplota) kvuli alkylaci zredukovanych cystein. Kousky gelu byly poté
inkubovany ptes noc pti 37°C v 50mM ethylmorfoline-acetatovém pufru s trypsinem
(0.5pg). Vzniklé peptidy byly extrahovany z gelu roztokem 80% acetonitrilem, 0.1%TFA.
Vzorky byly vysuSeny na zafizeni SpeedVac, rozpustény ve 100ulL 0.1%TFA ve vodé.
Pomoci MicroTrap kolony byly vzorky odsoleny a zkoncentrovany na objem 10pL. Tyto
vzorky byly nastfiknuty na mikrokapilarni kolonu (Michrom, C18AQ, 5u, 200A,
0.2x150mm) spojenou piimo s hmotnostnim spektrometrem LCQ DECA (Thermo
Finnigan). Naméfena fragmentaéni spektra byla analyzovana pomoci softwaru SEQUEST

a prohledavana proti databazi vytvofenou ze viech znamych savéich proteinti.

3.3.2. Uvolnéni povrchovych N-glykosidicky vazanych
oligosacharidi, jejich analyza, separace a znaceni

Pro uvolnéni N-glykosidicky vazanych oligosacharidi z plasmatickych membréan

¢yt riiznych typd nadorovych bunék byl pouZit publikovany protokol zaloZeny na pouZiti
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enzymu N-glykanasy (asparagin amidasy) za denaturujicich podminek®’. Po uvolnéni byla
celkova oligosacharidova frakce podrobena nékolikastupiiovému ¢isténi, a to nejprve na
koloné s obracenou fazi C18, a poté byly oligosacharidy odsoleny na Sephadexu G-15 a na
aktivnim uhli. Pfitomnost a kvalita pfetisténych oligosacharidi byla kontrolovana
hmotnostni spektrometrii MALDI. Takto pfipravena oligosacharidova frakce byla poté
podrobena dvojrozmémé frakcionaci na zakladé néboje a velikosti oligosacharidd, a to na
zékladé protokolu, vnémz byla plvodni serotoninova chromatografie” nahrazena
ionexovou chromatografii na koloné¢ MonoQ. Béhem této separace bylo ziskano celkem 8
frakci, a to frakce neutrdlnich oligosacharidii, dale frakce mono- aZ pentasialovanych
oligosacharidii, a kone¢né¢ dvé frakce vysoce nabitych, zejména sulfatovanych
oligosacharidi. Poté byly oligosacharidy separovany v druhém rozméru na koloné
snormalni fazi Merck Diol (4 x 250 mm) pomoci gradientu vytvafeného 50 mM
mraven¢anem amonnym pH 5.0 a acetonitrilem pti eluéni rychlosti 1 ml / min. Kolona
byla nejprve ekvilibrovana smési 75 % acetonitrilu a 25 % pufru, a poté byl obsah
acetonitrilu snizovan o 0.5 % za minutu az do 50 % acetonitrilu, a pfi tomto sloZeni byla
kolona eluovana je$t¢ 10 min pfed naslednou reekvilibraci ve vychozim rozpoustédle.
Frakce byly jimany po 5 minutach od vytoku pocatku gradientu z kolony, celkem z kazdé
chromatografie jimano 12 frakci. Tyto frakce byly odpateny, oligosacharidy byly
pfevedeny na aminoderivaty inkubaci v1 M 1,6-diaminohexanu v pfitomnosti 0.5 M
NaBH;CN. Poté byly aminooligosacharidy podrobeny hydrazinolyze* nasledované re-N-
acetylaci volnych aminoskupin na zbytcich glukosaminti pomoci 3H-acetanhydridu (GE
Healthcare, specificka aktivita 70 TBq / mg) a repurifikaci na gelové koloné Sephadex
G-15.

3.3.3. Oligosacharidové arraye, vazba lektinovych receptori na

nadorové oligosacharidy
Pro experiment se pouziva 384 jamkova (format 24 x 16 jamek) mikrotitrani

desticka CovaLink plate firmy Pierce (USA) obsahujici kovalentné vazané aktivni N-
hydroxysukcinimidové skupiny. Do ¢tvercovych jamek této desticky o objemu cca 100 pl
pipetujeme ve formatu 12 x 8 jednotlivé frakce separovanych a znaenych sacharidd, které
nechame reagovat s aktivovanymi skupinami 4 hodiny pti pokojové teploté. Poté desky
promyvame nejméné pétkrat destilovanou vodou, vysus$ime, a uchovavame do okamziku

pokusu v zatavené folii pti -20 °C. Pro vlastni vazebny pokus pouZijeme dvé& pfipravené
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desky. Do jedné desky se ptida 100 pl roztoku pro kapalinovou scintilaci, a méfenim
radioaktivity v jednotlivych jamkéch se uréi mnoZstvi navazaného oligosacharidu. Do
jamek druhé desticky ‘pipetujeme fluorescenéné znacenych proteint (0.1 mg/ml) ve formé
dvojic rozpustnych receptor, z nichZ jeden je znaten pomoci fluoresceinu (INKR-P1A) a
druhy pomoci rhodaminu (rCD69). Deska je inkubovana se znatenymi receptory v lednici
(4°C) neyméne dveé hodiny, poté je pétkrat promyta pufrem PBS, a navazané molekuly
receptoru jsou disociovany a ptevedeny do roztoku pfidavkem 100 pl 0.1 M sodno
acetatového pufru pH 3.5 po dobu nejméné dvou hodin. Poté je intenzita fluorescence
v jednotlivych jamkach meéfena pomoci zatizeni Safire 2 (Tecan) na zékladé niZe
uvedenych parametri. Pro fluoresceinem znacené proteiny byla méfena fluorescence na
dn¢ jamky (,.fluorescence bottom®), excita¢ni vinova délka byla 496 nm, emisni vinova
délka 519 nm, $itka excitaéni $térbiny 5 nm, Sifka emisni $t€rbiny 20 nm, citlivost méfeni
(gain) 50, méfeni bylo &tyfikrat opakovano, ¢as integrace signalu byl 40 ps, a méfeni
probihalo pii laboratorni teploté (27.5°C). Pro rhodaminem znacené proteiny byla téz
métena fluorescence na dné jamky (,,fluorescence bottom*) pfi excitaéni vinové délce 546
nm, emisni vinova délka byla 577 nm, $ifka excitaéni $térbiny 5 nm, $ifka emisni $térbiny
20 nm, citlivost mé&feni (gain) 55, méfeni bylo opakovano &tyfikrat, Eas integrace signalu
byl 40 ps, méfeni probihalo pti laboratorni teplot¢ (26.5°C). Hodnoty fluorescence
v jednotlivych jamkach umémé mnoZstvi navazaného proteinu byly poté prepocitany na

mnoZstvi navazanych oligosacharidi zji$téné radioaktivnim méfenim.
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4. VYSLEDKY

4.1 Stanoveni experimentalni strategie

Cilem bakalafské prace bylo sledovat zmény v povrchové nadorové glykosylaci u
nadorovych bunék v pribéhu lé¢by nadoru sacharidovymi dendrimery obsahujicimi
koncové zbytky N-acetylglukosaminu. O téchto latkach bylo v pfedchazejicich pokusech
provadénych ve spolupraci s Laboratofi pfirozené bunééné imunity MBU AV CR
prokazano, Ze vyznamné prodluzuji dobu Zivota mysi s B16 melanomem, a Ze tento u¢inek
je zavisly na zabije¢skych buiikach imunitniho systému'" '? Dal$im vyzkumem tohoto jevu
se zjistilo, ze sacharidové dendrimery velmi vyznamné ovliviiyji aktivitu klicovych
bunéénych  glykosyltransferas, konkrétné¢ zvySuji  aktivitu protinddorové N-
acetylglukosaminyltransferasy = III, a  sniZuji  aktivitu  protinddorové  N-
acetylglukosaminyltransferasy V'° V souvislosti s témito poznatky bylo mym tkolem
sledovat zmény v povrchové nadorové glykosylaci u nadorovych bunéénych linii, a to
jednak kontrolnich linii, a jednak linii inkubovanych v pfitomnosti sacharidovych
dendrimeru. Pfitom byly sledovany jednak buné¢né linie citlivé na zabijeni lymfocytarnimi
buiikami, a jednak linie na takové zabijeni necitlivé. Oba typy buné¢nych linii byly
pouzivany proto, Ze v pfedchazejicim vyzkumu bylo ukazano, Ze pravé citlivost nadord na
bunélné zabijeni mize mit vztah k povrchové nadorové glykosylaci, kdy citlivé bun&tné
linie exprimuji naddorové sacharidové neoantigeny, a necitlivé linie je naopak

neexprimuji’”

4.2 Sledovani reaktivity povrchovych glykoproteinii nadorovych
bunék s lektinovymi receptory zabije¢skych bunék pomoci
ligandového blottingu

Jako prva metoda pro sledovani interakce povrchovych glykoproteini nadorovych
bunék s lektinovymi receptory NK bunék byla vybrana metoda tzv. ligandového blotu
s pfevrstvenim  elektroforeogrami  znalenymi receptory. Tato metoda vyuZiva
elektropfenosu sledovanych membranovych glykoproteinii na PVDF membranu po jejich
separaci SDS elektroforesou. Elektropfenos se provede v nékolika kopiich, jedna
membrana je poté vizualizovana proteinovymi barvivy, zatimco druha je pouZita pro

detekci celkovych membranovych glykoproteini, a posledni dvé membrany jsou
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blokovany pomoci BSA, a poté pfevrstveny roztokem sledovaného lektinu znaceného
radioaktivné. Po kratké inkubaci v chladové mistnosti pfi 4 °C se provede promyti
nezreagovanych lektinovych receptorti, poté je membrana vysus$ena, zabalena do ochranné
folie, a vazba lektinli zviditelnéna pomoci pfimé autoradiografie.

Vysledek experimentu je uveden na obr. 8. V experimentu byly pouzity
plasmatické membrany ze &tyf riznych vzorkd nadorovych bunék, a to nddorovych bune¢k
citivych na pulsobeni zabije¢skych lymfocyti YAC-1, tychZ nadorovych bunék
opracovanych sacharidovymi GlcNAc dendrimery, a ddle nadorovych bun&k necitlivych na
pisobeni zabije¢skych lymfocyti P815 kontrolnich, a kone¢né necitlivych P815 bunék
opracovanych sacharidovymi dendrimery. Panel obsahujici tyto ¢&tyfi vzorky byl
analyzovan ve ¢tyfech kopiich, z nichz prva byla pouzita pro celkovou proteinovou
vizualizaci (panel 8A), druha pro specifickou detekci sacharidovych komponent (panel
8B), na tfeti kopii (replice) byla zkouména reaktivita s NKR-P1A receptorem potkana,
klasickym lektinovym receptorem pfirozenych zabije€skych bunék u tohoto Zivo&isného
druhu, a na &tvrté replice byly specificky detekovany sacharidové struktury s koncovymi
B—N-acetylhexosaminy interakci s rostlinnym lektinem WGA.

200 kDa ->  gud L

5.9
65kDa ->
44 kDa ->
30 kDa ->

B
14 kDa ->

Obr.8: Glykoproteiny plasmatickych membran bun&k YAC-1 (opracovanych dendrimery v draze
1 a kontrolnich v draze 2) a bun¢k P815 (opracovanych dendrimery v draze 3 a kontrolnich v draze
4) byly separovany SDS elektroforesou v 12 % polyakrylamidovém gelu, a poté ve &tyfech kopiich
vizualizovany pomoci Coomassie Brillian Blue R-250 (panel A), nebo pomoci glykoproteinového
vizualizaéniho systému ... (Amersham) (panel B), nebo pomoci sledovani reaktivity s lektinovym
receptorem potkana NKR-P1A (panel C) a srostlinym lektinem WGA (panel D). Velikosti
glykoproteinti byly ode¢teny pomoci markeru molekulovych hmotnosti, a jsou uvedeny na Jevé
strané obrézku.. Cést proteinového gelu vytiznuta pro hmotnostné spektrometrickou identifikaci je
znazornéna Sipkou.
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Vysledky tohoto experimentu ukazuji piedev§im na pomérné nizkou uroven
povrchové nadorové glykosylace s pomémé malym poétem identifikovanych povrchovych
nadorovych glykoproteini (Obr. 8B, str. 22). I pfes nizkou turoven glykoproteinového
signalu je nicméné patrné, Ze celkova trovent povrchové glykosylace je vyrazné niZ$i u
bun&né linie YAC-1 citlivé na &innost zabije¢skych bunék oproti buitkkdm P815, které
nejsou na takové zabijeni citlivé. Jesté¢ zajimavéjsi je ovSem vizualizace n&kterych
povrchovych bunéénych komponent interakci se specifickymi lektinovymi receptory
odpovédnymi za citlivost k bun&énému =zabijeni. Naptiklad pfi sledovani reaktivity
s lektinem NKR-P1A, ktery je jednim z nejdilezitéj$ich aktiva¢nich receptori tohoto
druhu, pozorujeme u bunék opracovanych sacharidovymi dendrimery jasné zvy3eni
reaktivity stimto lektinem oproti kontrole, a to jak u bun€k citlivych na zabije¢ské
lymfocyty, tak také u bun€k na toto zabijeni necitlivych (Obr. 8C, str. 22). Pro potvrzeni,
Ze se jedna opravdu o interakci zdvislou na sacharidovych komponentich byla jeste
sledovana na &tvrté replice reaktivita s rostlinnym lektinem WGA, ktery by mél reagovat
s volnymi koncovymi zbytky N-acetylglukosaminu (Obr. 8D, str. 22). Tento kontrolni
pokus opravdu potvrdil, Ze tento rostlinny lektin reaguje s molekularni komponentou o

stejné velikosti, a reaktivita je zvy$end po opracovani sacharidovymi dendrimery.

4.3 Identifikace proteinovych nosi¢u reaktivnich oligosacharidovych
struktur

Vzhledem k tomu, Ze extrakci plasmatickych membran a jejich separaci SDS
elektroforesou lze ziskat zejména frakci membranovych glykoproteint, jevi se jako
zajimavé identifikovat povahu proteinovych nosi€li, na nichZ jsou potom navazané
oligosacharidové komponenty reaktivni se zkoumanymi lektiny. Tato identifikace je
vyznamna proto, Ze¢ se muZe jednat o nékteré funkéné¢ vyznamné komponenty
plasmatickych membran jejichz aktivita mize byt regulovana pravé pomoci pfipojenych
oligosacharidovych komponent a interagujicich receptori. Proto byla zéna odpovidajici
glykoproteinu reaktivnimu s lektinovym receptorem NKR-P1A potkana vyfiznuta, jak je
ukazano v obr. 8A (str. 22), a pfitomné proteinové komponenty analyzovany hmotnostni
spektrometrii vyuZivajici trypsinového $tépeni pfitomnych komponent, jejich separaci na

kapilarnich kolonach s obracenou fazi s naslednou identifikaci komponent v iontové pasti.
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Tab. 3

Proteiny identifikované v z6né reagujici s NKR-P1A receptorem potkana s pouZitim

hmotnostné spektrometrickych technik

Komponenta Identifikovany protein Identifikované
peptidy(sekvence)

1 Ribosomalni protein L7 IALTDNSLIAR
VPPAINQFTQALDR
LKVPPAINQFTQALDR
EANNFLWPFK

2 Histon ASGPPVSELITK

3 VDAC, iontovy kanal pro | LTEDTTFSPNTGK

) VNNSSLIGLGYTQTLKPGIK
transport anioni LTLSALIDGK

Seznam identifikovanych proteint je uveden v tabulce 3. Dva ze tfi proteint nalezenych ve
zkoumaném vzorku byly identifikovany jako ribosomalni protein L7 a histonovy protein,
tyto proteiny evidentné pochézeji z kontaminujicich organel pfitomnych v dusledku
nedokonalé separace b&hem ptipravy plasmatickych membran. Zajimavéjsi je tfeti
nalezeny protein identifikovany jako iontovy kanal pro transport aniond. Tyto transportni
kanaly jsou v nadorovych buiikach velmi vyznamné, podileji se mj. na eliminaci molekul
nadorovych lé¢iv a tudiZ nizkém u¢inku chemoterapii v pfipadé n€kterych nadord. Detailni
charakterizace tohoto iontového transportéru je v soucasné dobé pfedmétem dalsiho

vyzkumu.

4.4 Uvolnéni frakci oligosacharidi, jejich vazba na polystyrenové
desti¢ky, a provedeni lektinovych arrayu

Strategie  identifikace povrchovych glykoproteini interagujicich s receptory
zabije¢skych bunék pomoci metody ligandového blottingu je sice systematickd, ale narazi
na né&které problémy charakteristické pro mnohastupriové biochemické frakcionace. Béhem
nich dochazi k postupné ztraté biologického materidlu a tudiZ nizké citlivosti pouzitych
analytickych postupt, které se tak dostavaji na samu hranici svych detekénich moZnosti.
Reseni tohoto problému v posledni dobé& ptichazi ze strany modernich proteomickych a
glykomickych technologii, zejména techniky sacharidovych a lektinovych arrayd.
Technika sacharidovych arrayti je moderni a rychld technika méfeni protein —

sacharidovych interakci, ktera je velmi reprodukovatelna, vyZzaduje pouze minimalni

24




mnoZstvi interagujicich sloudenin, a lze ji do zna¢né miry automatizovat. Proto se tato
technika stava stale popularn&j$i v souasném glykobiologickém vyzkumu. Aby bylo
mozZno vysledky vazby lektini na imobilizované sacharidy spravné vyhodnotit, je v3ak
nejprve tieba jednotlivé oligosacharidové ligandy uvolnit z molekul glykokonjugati
buné&¢ného povrchu, frakcionovat, a dale je imobilizovat ve vysoké hustoté na pevné fazi
(plastikovy povrch desti¢ky, jiné modifikované materidly, ligandovy &ip).

Ptiklad jednoho z fady vysledki ziskanym pomoci technologie sacharidovych arrayi je

=

]

Obr. 9: Vysledek vazby lektinovych receptori INKR-P1 (Zlut&) a rCD69 (&erven&) na array
ziskanou ze vzorku plasmatickych membran bunék P815, kontrolnich (panel A) a preinkubovanych
s dendrimery (panelB). Jeden fadek této sacharidové arraye vybrany pro podrobnou analyzu (viz.
text nize) je vyznaden Cernym obdélnikem. Sacharidy davkovany podle vzristajici velikosti (zleva
doprava) a vzrustajiciho naboje (seshora doli).

uveden na obr. 9. Je zde uk4zin vysledek interakce dvojice lektinGi rNKR-P1A
(znageny fluoresceinem, Zluta barva) a rCD69 (znafeny rhodaminem, ¢ervend barva) na
oligosacharidy extrahované jednak zkontrolnich P815 bun&k, jednak zP815 bunék
opracovanych sacharidovymi dendrimery.
V mém ptipadé sestaval cely protokol z nékolika kroku:
1. Uvolnéni v3ech oligosacharidovych komponent z plasmatickych membran
nadorovych bunék,
2. Jejich frakcionace v zavislosti na naboji, velikosti, poptipad¢ dalich vlastnostech,
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3. Radioaktivni znaleni jednotlivych oligosacharidovych frakci chemickou
deacetylaci a re-N-acetylaci pomoci zna¢eného anhydridu,

Navazéni na povrch polystyrenové desti¢ky pokryté neglykosylovanym nosi¢em,
Zmé&feni uéinnosti vazby na desti¢ku,

Vyhodnoceni interakce lektinovych receptorti se sacharidovou arrayi,

N o e A

Piepocitani vazebnych vysledkti na mnoZstvi imobilizovaného oligosacharidu.

Jak je z obr. 9 (str. 25) patrné, u kontrolnich bunék dochazelo k velmi nizké vazbé
obou sledovanych lektinid, tato vazba se v$ak zvysila po inkubaci naddorovych bunék
v ptitomnosti sacharidového dendrimeru. Jednotlivé fadky sacharidové arraye je poté
moZno podrobit detailni molekularni analyze na zakladé obou typi vy$e uvedenych
méfeni. Pfiklad takového vyhodnoceni je uveden na obr. 10 (str. 27) a to pro jeden fadek
sacharidové arraye jak je vyznadeno na obr. 9. (str. 25). Na obr. 10 (str. 27) je uvedeno
nahofe odpovidajici méteni intenzity fluorescence, v prostfednim panelu je potom uvedeno
meéteni radioaktivity odpovidajici mnoZstvi navazanych oligosacharidli, a ve spodnim
panelu jsou potom uvedeny korigované hodnoty.

Podle téchto vysledkid dochézelo k nejvyssi vazbé v jamce oznacené jako M4, coZ
je patrné i na fotografii (str.25) celé desti¢ky. Naslednou molekuldrni analyzou pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI bylo poté mozno identifikovat i strukturu pfislu$ného
interagujiciho oligosacharidu o molekulové hmotnosti 2358,9, jednalo se o sialovany a
sulfatovany oligosacharid 0 celkovém sumarnim vzorci

(NeuAc);(Sulf);(Hex)s(HexNAc)>(Man)3(GlecNAc);.
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Obr.10: Podrobné vyhodnoceni sacharidovych arrayli — jedna se o vysledek méfeni na
vyznaleném fadku na obr. 9 (str. 25). V hornim panelu jsou znazornéné Ciselné hodnoty
méfeni fluorescence rhodaminu, uprostfed méfeni mnoZstvi navazaného oligosacharidu, ve
spodnim fadku jsou potom korigované hodnoty vazby vztazené na mnozstvi sacharidu.
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5. DISKUSE

Protinadorova chemoterapie pouziva cytotoxické (pro buiiku jedovaté) nebo
cytostatické (rust a déleni bunék zastavujici) latky. Vétsina téchto latek ma vliv pouze na
buriky, které rostou a déli se, coz viak nejsou jen buriky nadoru, ale i buriky zdravych
tkani. Protinadorova chemoterapie ma proto fadu nezadoucich (vedlejsich) u¢inki. Ty
omezuji moZnosti u¢inné 1é¢by pouzitim vysokych davek cytotoxického 1é¢iva, jeZ by bylo
potfeba pro dosazeni uplného terapeutického G¢inku,

V souvislosti s timto problémem se v moderni 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni snazi
sou¢asna véda docilit u jednotlivych Ié¢iv, jak vysoké farmakologické inaktivity, tj.
protekci 1é¢iv pted rychlou eliminaci z organismu, tak i sniZeni cytotoxicity pro zdravé
buiiky (tkané). Hlavnimi poZadavky na farmaka, je zaji$téni co nejvyssi specifi¢nosti a
selektivnosti pro danou nadorovou tkan.

Vyvojem novych protinadorovych 1é¢iv se v dne$ni dobé zabyvaji velké pocty
vyzkumnych skupin. Zaméfuji se na poznani patologickych mechanismti nadorového
bujeni s jasnym tcelem zacilit cytotoxicky ucinek kancerostatika predev§im na nadorovou
tkan. Tuto podminku splituji tzv. nosice 1é¢iv, které pravé dokazi identifikovat infikovanou
buriku. Systémy transportu 1é¢iv jsou obvykle makromolekularni nebo supermolekularni
struktury (dendrimery, polymerni micely nebo lipozomy), vaZici riznym zptisobem lé¢ivo,
které tak ziskava zcela odli$né vlastnosti nezZ ma volna forma 1éku.

Mechanismy, které slouzi k odliSeni nddorové buriky od zdravé (viz teoreticky
uvod), jsou zaloZeny na rozdilech a transformacich exprese jednotlivych latek pro
nadorové a zdravé buriky.

V mé bakalafské praci jsem se zaméfila praveé na sledovani téchto zmén v profilech
povrchovych nadorovych glykoproteini pro nadorové linie P815 a YAC-1. Bylo
prokazéno, Ze celkova mira povrchové glykosylace je vyrazné nizsi u bunééné linie YAC-1
citlivé na ¢innost zabije¢skych bunék oproti buitkam P815, které nejsou na takové zabijeni
citlivé.

Velmi zajimavého vysledku bylo docileno vizualizaci nékterych povrchovych
bunéénych komponent interakci se specifickymi lektinovymi receptory odpovédnymi za
citlivost k buné&nému zabijeni. Sledovanim reaktivity slektinem NKR-PIA,

vvvvv

opracovanych sacharidovymi dendrimery byla velice zfejma zvyS$eni reaktivita s timto
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lektinem oproti kontrole, a to jak u bun&k citlivych na zabije¢ské lymfocyty, tak také u
bunék na toto zabijeni necitlivych. Abychom se ujistili, Ze se opravdu jednalo o interakci
zavislou na sacharidovych slozkach byla jes§té sledovana reaktivita s rostlinnym lektinem
WGA, ktery mél reagovat s volnymi koncovymi zbytky N-acetylglukosaminu. Kontrolni
pokus se potvrdil a reaktivita byla opét zvy$ena po opracovani sacharidovymi dendrimery.

V ziskané frakci membranovych glykoproteini, jsme povaZovali za ucelné
identifikovat povahu proteinovych nosi¢l, na nichZ byly navazané oligosacharidové
komponenty reaktivni se zkoumanymi lektiny. Vyznamnost spo¢ivala v tom, Ze se mohlo
jednat o né&které funkéné vyznamné komponenty plasmatickych membran, jejichZ aktivita
muZe byt regulovana pravé pomoci pfipojenych oligosacharidovych komponent a
interagujicich receptori. Analyzou vzorku na MALDI MS byly identifikovany tfi proteiny,
z nichz mél prioritni vyznam VDAC protein, iontovy kanal pro transport anionti. Tento
protein je zodpovédny za eliminaci farmaka z butiky a tim znaéné ovliviiuje efektivnost
jeho u€inku na nadorové buriky.

PH pouziti techniky sacharidovych arrayti dochazelo u kontrolnich bun¢k P815
k velmi nizké vazb& sledovanych lektini a to jak INKR-P1A, tak i rCD69. Nicméné po
inkubaci nadorovych bun&k v pfitomnosti sacharidového dendrimeru se vyrazné zvysila.
Detailni molekuldrni analyza vybrané jamky (inkubace s rCD69 zna¢enym rhodaminem)
umoznila, pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI, identifikovat strukturu ptislu$ného
interagujiciho oligosacharidu o molekulové hmotnosti 2358,9 o celkovém sumérnim vzorci

(NeuAc);(Sulf);(Hex)s(HexNAc),(Man);(GlcNAc);.
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6.ZAVER

Bylo prokazano, Ze povrchova nadorova glykosylace buné&né linie YAC-1 je
vyrazné€ niZ$i neZ u buné&né linie P815.

Byla dokazana zvy$end reaktivita YAC-1 i P815 bunék s lektinem NKR-P1A u
bunék opracovanych dendrimery.

Podafilo se identifikovat vyznamny protein VDAC, iontového kanalu pro aniony.
Podatilo se identifikovat interagujici oligosacharid o sumarnim vzorci
(NeuAc);(Sulf)(Hex)4(HexNAc)>(Man);(GIcNAc),.
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