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1. Teoreticky uvod
1.1. Posttranslaéni modifikace

Po biosyntéze proteinu proteosyntézou mame danou bilkovinu v tzv. nascentnim
formé&. V nékterych ptipadech je v3ak nezbytné, aby prob&hly dali vyznamné procesy,
na nichZ se nepodileji nukleonové kyseliny, a které se souhrnné nazyvaji posttranslaéni
modifikace'. Mezi tyto procesy patti i glykosylace.

1.2. Glykosylace

Glykosylace je jednou z nejvyznamnéjsich modifikaci biologicky aktivnich la-
tek. UmozZiuje konverzi lipofilnich latek na hydrofilni, méni nejen jejich farmakokine-
tické vlastnosti (rozpustnost, transport), ale téZ i farmakodynamické u¢inky. Jedna se o
kovalentni pfipojeni kratkych postrannich fetézci oligosacharidi.

Tyto cukry mohou nasledné plnit rozli¢né funkce, mohou chranit protein pfed
odbouravanim, zadrZovat ho v endoplazmatickém retikulu (dale pouze jen ER), dokud
neni spravné sloZen, nebo poméhé pti jeho nasmérovani do spravné organely tak, Ze
slouZi jako transportni signél pro zabaleni proteinu do spravného transportniho vacku.
PHi vystaveni na povrchu buiiky tvofi oligosacharidy &ast glykokalyxu a mohou se
uplatnit p¥i vzdjemném rozpoznavani bundk’.

K tomuto procesu dochazi v ER a Golgiho aparatu (Golgi), a to za pomoci uin-

ku vysoce specifickych enzymi,
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Obrazek 1: Glykosylace proteinu v ER témé&f ihned po svém
vstupu do lumen ER je polypeptidovy fetézec glykosylovén pti-
dénfm oligosacharidového postranntho fetézce k uréitym aspara-
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lipidovy prenase¢ — dolichol (viz Obrazek 1, str. 3).

V druhé fazi je toto oligosacharidové jadro pfenaSeno na protein. A to pfesné na
aminoskupinu (-NH;) asparaginového postranniho fetézce. K této vazb€ dochézi jiz v
membranové ¢asti ER, kdy ¢ast proteinu je jeSté syntetizovdna. Po dokonceni proteo-
syntézy je nascentnim glykoprotein transportovan do Golgi, kde je sacharidova ¢ast
dokonéovana, pfedevs§im odstépenim glukosovych zbytku (i¢inkem glukosidas) a ruz-
ného po&tu mannosovych zbytkd (mannosidasami)'.

Oligosacharidové postranni fet€zce prfipojené v proteinu k aminoskupiné aspa-
raginu se oznacuji jako N-vazané (vdzano N-glykosidovou vazbou), pakliZe se vazi tzv.
O-glykosidovou vazbou je pfipojeni na hydroxyskupinu threoninu ¢i serinu. N-vazané
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predstavuji zdaleka nejbéZné;jsi zptsob spojeni ve zndmych glykoproteinech.

1.3. Povrchova nadorova glykosylace

Béhem posledni faze kancerogeneze, tedy ve fazi progrese (viz Obrazek 2) , kdy
nastava kone¢na pfeména, do té doby ¢aste¢né kontrolovaného ristu benigniho nadoru
na rist nekontrolovany, vznika tedy maligni nddor, ktery prochazi i do sousednich tkani

a ni¢i je’, dochdzi k pozménéni glykosylace.
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Obrizek 2: Schéma vicestupiiového procesu kancerogeneze®
Nejcastéj§i zmeénou v glykosylaci je zvySeni rozvétveni u N-glykosidicky vaza-

nych glykoproteidd (viz Obrazek 3, str. 5)*, coz m4 za néasledek zvy3eni apoptosy buii-
ky. Tato zména je indukovana riznymi druhy nadora.

Dalsi ¢asto pozorovatelnou zménou je zvySena exprese antigenu Lewis-typu, ja-
ko je sialyl-Lewis®, sialyl-Lewis* a Lewis®, pfi¢emZ epitopy sialyl-Lewis™ a sialyl-

Lewis” jsou b&Zn& pouZivany jakoZto indikétory v histologickych diagnoséch riznych



typd rakovin. Toto zvySena syntéza téchto latek utlumuje naopak expresy normalnich
epitelidlnich glykand. Projevuje se pfevazn& u nadoru epiteld’.

Tyto Lewis-struktury nejsou neseny pouze glykoproteiny, ale také glykolipidy,
které jsou také pfemétiovany béhem maligni transformace.

U O-glykant jsou zmény pozorovany v epitelidlnich mucinech plic a stfeva jako
MUCI, nesouci strukturu O-vazaného N-Acetyl galaktosaminu s bud’ B-1,3-galaktosou
a pB-1,6-N-Acetyl glukosaminem (core 2), &i B-1,3-N-Acetyl glukosaminem (core 3) u
normalnich zdravych tkani. Zatimco u transformovanych epitelti jsou pozorovatelné
struktury na bazi O-vazaného N-Acetyl galaktosaminu s galaktosou (core .

Norm&lni tkas Obrazek 3: ZmE&ny v glykosylaci
b&hem maligni transformace’ (a)
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S takto ziskanou selektivitou lze zaméfit u¢inek lé¢iva na cilovou (poskozenou)
tkan, buriku a co nejvice tak omezit neZzddouci G¢inky lé¢iva na zdravé tkané€. Jakozto
nosice téchto 1é¢iv byla vyvinuta celd fada typt zaloZenych na rozpustnych polyme-
rech, nanodasticich a liposomech. Ziskany komplex léku a nosite se zcela méni vlast-
nosti neZ by méla volna forma léku (obvykle je rozpustnéjsi, zvysi se stabilita, cileni).
V dnesni dobé je kladen pfevazné diraz na systémy umoziujici co nejselektivnéjsi do-

pravu chemoterapeutik a radiofarmak k nadory, jsou jimi napf. dendrimery.

1.4. Dendrimery
Dendrimery jsou jednou ze skupin materidlti uZivanych ve vyzkumu systémi
transportu 1é¢iv. Stale pfibyva mozZnosti jejich vyuzZiti ve farmaceutickém, 1ékafském a

biomedicinckém inZenyrstvi.



Dendritické struktury byly objeveny jako nova tfida polymeri. Prvné se o nich
~ zminil Végtle® roku 1978 a predstavil je jako kaskadni molekuly (cascade molecules).
( Vyvoj v této oblasti vedl ke vzniku vétsich dendrimernich struktur.
Roku 1985, kdy Newkome a Tomalia nezavisle publikovali své

vysledky o skupiné vétvenych molekul, pfejmenovali tyto struktury

jako stromové (arborols) nebo dendrimery. Slovo dendrimer bylo
pfijato jako nézev téchto struktur.

Obrézek 4: Grafické znd- Dendrimery jsou pravideln€ se vétvici slou€eniny s
lz:::':i":tm?:’::; dendri- . abilnim sloZenim, strukturou, molekulovou vahou,

povrchovymi skupinami, mocenstvim, fyzikdln€-chemickymi vlastnostmi a biologic-
kou aktivitou. Na rozdil od polymeri se jedna o pfesné definované molekuly s unikatni
stavbou a pfesnou molekulovou hmotnosti (viz Obrazek 4).

V)"znath dendrimert tkvi zejména v unikatnich strukturnich vlastnostech. Vy-
hody, které dendrimery nabizeji jako zakladni stavebni jednotky lze shrnout v n€kolika
bodech:

e levné a dostupné vychozi latky,

¢ snadnd pfiprava a izolace, uskute¢nitelna i ve velkém métitku,

e dobfe definované siln¢ vétvené makromolekuly, které maji v idealnim ptipad€ ku-
lovitou strukturou,

e supramolekuly majici tvar stromu, kontrolovanou strukturu a velky pocet specific-
kych koncovych funké&nich skupin,

¢ nanostruktury umoZiiujici multivalentni interakce,

e snadna chemicka opracovatelnost zékladniho skeletu molekuly,

e mono-dispersni,

e moZnost "fidit" rozpustnost jak v organickych rozpoustédlech tak i ve vodé.

Zékladni biologické vlastnosti dendrimerti jsou:

e stabilita

e rozpustnost ve vodé

¢ biokompatibilita

e neimunogenita

e Dbiodegradabilita



o farmakologicka inaktivita - chranit cely systém transportu 1é¢iv pfed rychlou elimi-
naci z organismu (ledviny, jatra)

Jednim z druht dendrimeri jsou sacharidové dendrimery.

1.41. Sacharidové dendrimery

Nové epitopy, které jsou exprimovany v ER v disledku nadorového bujeni (viz
nadorové zmény glykosylace) jsou pfenaseny glykoproteiny s vysoce multivalentnimi
sacharidovymi strukturami, ty se daji u&inn& nahradit sacharidovymi dendrimery®.

Po inkubaci naddorovych bunék s dendrimery dochazi k jejich ptenosu do Golgi
a ovlivni se tak povrchova nadorova glykosylace.

Dal$im moZnym vyuZitim je oznateni nadorovych bunék fluorescenéni znatkou
a zam&feni tak nadoru k dali 16&b& (viz Obrazek 5 a 6)’.
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Obrazek 5: Sacharidovy dendrimer s fluorescentni znatkou
Obrazek 6: Nddorova tkait pod mi-

kroskopem po inkubaci sacharido-
vych dendrimeri s fluorescen&ni

znatkou

1.5. NK burnky

Tyto buriky byly objeveny roku 1975 a definovany jako neadherentni, nefagocy-
tujici buiiky a jsou soudésti nespecifické imunity, jelikoZ nemaji antigenné specifické
receptory.

O vyvojové blizkosti T lymfocytii a NK bunék svéd¢i exprese spole¢nych mem-
branovych antigenti (CD34, CD16) zejména v ¢asnych vyvojovych stadiich. NK burtiky
se oddéluji od T lymfocytarni linie.



Li§i se membranovymi antigeny, pfepisem nékterych gend, pusobi absolutné
samostatn€ a na svoji ¢innost nepotfebuji dostdvat signdly od jinych imunitnich bunék.
Jejich syntéza probiha v kostni dfeni a vykazuji charakteristickou organovou distribuci.
Aktivita je nejvy$si v periferni krvi a pak postupné klesa. Nejsou obsaZzeny v thymu.

NK buiiky jsou kli¢ové pti ochrané pfed cizorodymi prvky. Zabijeji buriky, kte-
ré se snaZi uniknout cytotoxickym T burnikdm tim, Ze potlacuji expresi MHC glykopro-
teind 1. tfidy na svém povrchug. Spolu s interferonovym systémem se Gcastni obrany
organismu proti virim (rozpoznavaji a zabijeji buiikky nakaZené viry) i dal§im mikrobi-
alnim $kudctm.

Vyznamné se uplatiiuji v protinddorovém dozoru a kontrole rozvoje metastaz.
Na zdsah NK bunék se ukdzaly citlivé leukemické buiiky, buiikky lymfoblastovych linif
a také urcité typy normélnich bunék (napfiklad embryondlni buriky a kmenové buriky).
NK buiiky se ucastni také reakce odmitnuti Stépu pfi transplantaci kostni dfené.

Pokud vSak NK buiika narazi na normélni buriku, pfechodné se na ni navaze
pomoci fady nespecifickych adhesivnich molekul a kdyZ po chvili NK receptory najdou
MHC molekuly, je to signal k odpoutini. Pokud se vSak toto nestane, aktivuji se cyto-
toxické mechanizmy a podezfela burika je zabita. Tim se NK buriky stavaji velmi dile-
Zitym nastrojem imunitniho systému zejména z hlediska, Ze mohou rozpoznévat a eli-
minovat nadorové, &¢i virové infikované buiiky se zménénou povrchovou expresi MUC
glykoprotein(, které zpravidla nejsou dobfe rozpoznavény cytotoxickymi CD8" lymfo-
cyty.
branovych molekul. Z nich zfejmé nejdiileZitéji je molekula CD56, kterd je exprimo-
vana na NK buiikdch a ¢astecné také na T lymfocytech. Molekula CD56 slouZi jako
adhezni molekula v homotypickych adheznich interakcich. Mimo hematopoetickou
tkan je bohaté obsazena v nervové tkéni a je oznacovana jako NCAM-I (neural cellular

adhesion molecule-1).

-10 -



2. Cile prace

e Odstépeni N-glykosidicky vdzané oligosacharidy z plasmatickych membrén a jejich
precisténi

e Ziskani profilid N-glykant sledované hmotnostni spektrometrii MALDI

11 -



3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

SDS (10%, Denat.) Jersey Lab Supply, USA
2-merkaptoethanol (10%)

Roztok NP40

Acetonttril (5%, 20%, 10%, hypergrade) Merck, Némecko
LiChoprep RP-18 (20 pm) Merck, Némecko
Sephadex G-10 Merck, Némecko
Sephadex G-15 Merck, Némecko

3.1.2. Pufry

Fosfatovy pufr NaCl, KCl, KH,PO,, Na,HPO, - 12 H,0,
pH=74

3.1.3. Pristroje a pomicky

Centrifuga Spectrofuge 16M Edison, USA
Analytické vahy AND, USA
Automatické pipety Gilson, USA
Chladnicka Whirpool, USA
Vysokotlaka sklenénd kolona Merck, Némecko

HPLC Beckman BioSys 510 Protein Puri- Beckman, USA

fication

3.2. Metody

3.2.1. Priprava vzorkl, odstépeni N-vazanych oligosachari-
da
K dispozici byly 4 vzorky bunéénych membranovych frakci sestavajici se ze 2

typt naddorovych bunék. Jednalo se YAC-1 buiiky, které jsou sensitivni na NK zabijeni

a P815 buriky, které jsou naopak resistentni na NK zabijeni. Oba druhy byly déle roz-

-12-



Clenény do dvou vzorkil (tedy dohromady do 4) a to membranové frakce bunék, které
nebyly opracovany dendrimery a poslouZily tedy jakoZto kontrola a membranové frak-
ce bunék, které byly inkubovany sdendrimery typu GIcNAc octaPAMAM
(v koncentraci 10 moW/1) po dobu jednoho tydne abyly jimi tedy opracovany.

K odstépeni N-vazanych oligosacharididl bylo pouzito nasledujiciho postupu (viz
tab.1, str. 11). Ke kazdému vzorku po 400 pl (resuspedovano v dest. H,O) bylo pfiddno
400 pl vodného roztoku obsahujici 10% SDS pufr a 10% 2-merkaptoethanol, v poméru
1:1. Tato smés se ponofila na dobu 10 minut. do vafici vody a po ochlazeni se k ni pfi-
dalo 20 pl roztoku NP40 a 20 pl fosfatového pufru (pH 7,5).

Po pridani Stépiciho enzymu N-glykanasa (EC 3.2.2.18, peptid-N4-(N-acetyl-3-
glucosaminyl) asparagin amidasa) (2 pl) byla smés inkubovana v 37°C pfes noc. Nésle-
dujici den po prob&hnuti enzymové reakce se smés opét vloZila na dobu 10 minut do
vafici vody a poté centrifugovdna 5000 x g po 10 minut. Supernatant byl sesbirdn a
vysuS$en k dalSimu pouiitn’g. Tento postup byl uplatnén u kazdého vzorku.

Takto ziskané vzorky je nutno déle pfecistit.

Membr. frakce Denat. 10% SDS, Var (10 | NP40 | Fosf. | N-glyc. | 37°C, Var (10
(400 pl) 10% 2-SH-EtOH | min.) pufr (noc) min.)
YAC-1 control 200 pl 4 20pl | 20pl | 2ul \ v
YAC-1 dendrimer v v v v v v v
P815 control v v v 4 v v v
P815 dendrimer v v v v 4 v v

Tabulka 1: Odstépeni N-vizanych oligosacharidi; membr. frakce — membranové frakce, con. - neo-
pracované dendrimerem, pre. — opracované dendrimerem; Fosf. pufr — fosfatovy pufr (pH 7,5); N-glyc. —
enzym N-glykanasa

3.2.2. Precisténi oligosacharidii na obracené fazi

VysuSené vzorky byli resuspendovany ve 150 pl 5% acetonitrilu ve vodé, stoce-
ny na Spectrafuge 16M Labnet. Separace latek probihala na koloné Superformance
(Merck) o rozmérech 1x9 cm, o objemu 7,1 ml, naplnéna latkou LiChoprep RP-18 (5-
20um) Merck. Detekce probihala pfi vinové délce 210 nm s rozliSenim 0,2 AUFS a
s prutokem 1 ml/min. Sbirdno manuélné. Solventem A pro obricenou fazi byl 5% ace-

tonitril (hypergrade Merck) ve vodé a solventem B 90% acetonitril (hypergrade Merck)

ve vodé.

-13 -




Nastfik byl v mnoZstvi 100 pl a program separace byl 10 minut 0% solventu B,
posléze 10 minut 0 = 100% solventu B, 10 minut 100% solventu B a 0,1 minuty 100
-> 0% solventu B.

V3e bylo provadéno na pfistroji HPLC Beckman BioSys 510 Protein Purificati-
on, vybaveného dvémi hlavami pump (Biopreparative Liquid Head) a UV lampou.

Takto ziskané vzorky byli opét usuSeny a volné k dal§imu pouZiti.

3.2.3. Odsoleni oligosacharidi na G-10

Vysu$ené vzorky byli opét resuspendovany ve 100 pl 10% acetonitrilu ve vodé,
sto¢eny na Spectrafuge 16M Labnet. Separace latek probihala na koloné Superforman-
ce (Merck) o rozmérech 1x29,5 cm, o objemu 23 ml, naplnéna latkou Sephadex G-10
Merck. Detekce probihala pfi vinové délce 210 nm s rozliSenim 0,1 AUFS a s pritokem
0,4 ml/min. Sbirano manualné. Solventem byl 10% acetonitril (hypergrade Merck) ve
vodé€. Byla méfena i konduktivita.

Nastfik byl v mnoZzstvi 100 pl a program separace byl 60 minut 50% solventu.

V3e bylo provadéno na pfistroji HPLC Beckman BioSys 510 Protein Purificati-
on, vybaveného dvémi hlavami pump (Biopreparative Liquid Head) a UV lampou.

Takto ziskané vzorky byli op€t usuSeny a dany k pouZiti na hmotnostni spekt-

rometrii.

3.2.4. MALDI Hmotnostni spektrum
Vzorky byli pfedany k MALDI hmotnostni spektrometrii, kterd byla provedena

zkuSenym operdtorem Mgr. Petrem Pompachem PhD. Pozitivni detekci.

3.2,5. Odsoleni oligosacharidli na G-15

VysuSené vzorky byli opét resuspendovany ve 100 pl 5% acetonitrilu ve vodé,
sto¢eny na Spectrafuge 16M Labnet. Separace latek probihala na koloné Superforman-
ce (Merck) o rozmérech 1,6x60 cm, o objemu 120 ml, naplnéna latkou Sephadex G-15
Merck. Detekce probihala pfi vinové délce 210 nm s rozli§enim 0,1 AUFS a s pritokem
2 ml/min, s dpravou na 1 ml/min pro vzorek 3. Sbirdno manudlné. Solventem byl 5%
acetonitril (hypergrade Merck) ve vod€. Byla méfena i konduktivita.

Néstfik byl v mnoZstvi 100 pl a program separace byl 60 minut 50% solventu.

-14-



V3e bylo provadéno na pfistroji HPLC Beckman BioSys 510 Protein Purificati-
on, vybaveného dvémi hlavami pump (Biopreparative Liquid Head) a UV lampou.
Takto ziskané vzorky byli opét usuSeny a dany k pouZziti na MALDI hmotnostni

spektrometrii II.

=15 -



4. Vysledky

4.1. Experimentalni strategie

Membranové frakce nadorovych bunék
YAC-1 YAC-1 P815 P815
kontrola | dendrimer | kontrola | dendrimer

-

Stépeni N-glykoamidasou

(—

Precisténi oligosacharidi na RP-18

(—

Odsoleni oligosacharidi na G-10

(—

MALDI - MS

(—

Odsoleni oligosacharidi na G-15

(—

MALDI-MS II

Obrazek 7: Experimentalni strategie bakaliarské prace

Analyza v8ech povrchovych naddorovych oligosacharidt je velmi sloZitd a vyZa-
duje jak velkd mnoZstvi vychoziho materiélu, tak také pouZiti velmi specifickych expe-
rimentélnich technik'’. V&t§inou proto nelze sledovat viechny formy t&chto sacharidd,

ale je tfeba se soustfedit pouze na nékteré.
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Ve své prici jsem se soustfedil pouze na ziskani N-glykosidicky vazanych oli-
gosacharidu, protoZe jsou k dispozici zkuenosti z literatury od riznych autoru.

Mnou navrzend experimentéln{ strategie (obrdzek 7, str. 13) vychézela jednak
z publikovanych postupti’ a jednak z experimentalnich moZnosti laboratote. Cely po-
stup zahrnuje odstépeni oligosacharidu z jiz pfipravenych bunénych membran, jejich

precisténi a odsoleni pomoci HPLC a kone¢na MALDI analyza.

4.1.1. Odstépeni N-vazanych oligosacharidu

Po odstépeni N-glykoamidasou ziskavame velmi zneciSténé vzorky obsahujici
odStépené oligosacharidy, reak&ni pufr, pfidavné detergenty, zbytky plasmatickych
membran atd. Ziskani kvalitnich analytickych dat z takto komplexnich vzorka je kritic-

ky zavislé na jeho spravném precisténi, které je vétSinou mnohostupniové.

4.1.2. Precisténi oligosacharidli na obracené fazi

Zatina chromatografii na obracené fazi se silikagelem C18 (oktadeyl), na némz
se hydrofilni l1atky (oligosacharidy, soli) nevdZou, ale detergenty a lipidy ano.
Jednotlivé vzorky byly sbirdny ru¢né (viz metodika) a na chromatogramu jsou

jejich piky zndzornény Cernou Sipkou (viz obrazek 8, strana 16).
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Obrazek 8: Pretisténi extrahovanych oligosacharidi chromatografii na obracené fazi. Kolona Li-
ChoPrep RP-18 (1x9 cm) byla ekvilibrovana v 5% acetonitrilu a po naneseni a vymyti nezachycenych

latek byla kolona regenerovana 90% acetonitrilem. Cerna Sipka ukazuje piky sbiranych vymytych oligo-
sacharida.

4.1.3. Odsoleni oligosacharidi na G-10

Takto ziskané vzorky vSak jsou sice ¢aste¢né preciStény, avSak stile obsahuji
nami nechténé soli, proto bylo nutné pfistoupit k dalSimu odsoleni tentokréte na koloné
Sephadexu G-10, kde byla krom méfeni absorbance zméfena i1 konduktivita, jejiz vyso-

ké hodnoty ukazuji na vylu¢ovani soli. Proto pfi zvySeni konduktivity (Cervena linie,

v horni ¢asti grafu, viz obrazek 9, strana 17) byl ruéni sbér prerusen (viz Cervené kiiz-

ky). Cerné gipky opét ukazuji piky na chromatogramu ty frakce které byly brany.

Ziskané frakce byly usuSeny a dale pouzity pro identifikaci oligosacharidu
hmotnostni spektrometrii MALDI.
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Obrizek 9: Odsoleni smé&si oligosacharidit na kolon& Sephadex G-10 (1x29,5 cm) Frakce odsolenych
oligosacharidii (nizk4 konduktivita, znalen4 Cerven& v horni &asti grafu) je oznatena u kazdého vzorku &er-
nou $ipkou a byla brdna od mista ozna&eného &ervenym k¥iZkem do mista oznaéeného stejng.

41.4. MALDI Hmotnostni spektrum

Identifikaci hmotnostniho spektra MALDI, v pozitivnim moédu, jsme dostali
kvantitativni vyhodnoceni N-glykosidicky vazanych oligosacharidii v plasmatickych
membranach kontrolnich a experimentalnich buné€k line P815 (tabulka 2, strana 18),
ktera vychazela ze ziskanych spekter (obrazek 10, strana 18).

Jednotlivé molekuly oligosacharidii o danych molekulovych hmotnostech jsou
vyznaceny tmavé a jejich kvantitativni vyhodnoceni vychazi z velikosti nejvétsiho piku
(molekulova hmotnost 600), jehoZ velikost byla vzata jako velikost 1.

Procentudlni zastoupeni ubytku, ¢&i pfibytku jednotlivych oligosacharidi byla

brana velikost piku linie P815 control jako 100% a jeji zména znaci dany rozdil.
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Obrazek 10: MALDI spektrum odsolenych oligosacharida pripravenych z kontrolni niadorové linie
P815 (horni ¢ast) a z t€Ze nadorové linie opracované dendrimery (spodni C4st).

Skupina Struktura Molek. P815 P815 ubytek/
hmotnost control dendrimer pribytek
Jadro 1 NeuAca2-6GalNAc 551,7 0,45 0,98 +117 %
Galp1-3(NeuAca2-6) 7217,6 0,06 0,03 -50%
GalNAc
Jadro 2 GalB1-3(GIcNAcB1-6) Gal- 600 1 1 0%
NAc
Galp1-3(NeuAca2-6 888,2 0,26 0,04 -75%
GIcNAcB1-6)GalNAc
NeuAcoa2-6Galf1-3 1176,4 0,03 0,01 -67 %
(NeuAca2-6G1cNAcB1-6)
GalNAc
Jadro 3 GIcNACcB2-6GalNAc 4878 0,6 0,85 +42 %
NeuAo2-6G1cNAcB1-6 Gal- 776,1 0,13 0,05 -62%
NAc

Tabulka 2: Kvantitativni vyhodnoceni N-glykosidicky vazanych oligosacharidu v plazmatickych
membranach kontrolnich a experimentalnich bunék line P815
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4.1.5. Odsoleni oligosacharidi na G-15
Identifikace oligosacharidii hmotnostni spektrometrii MALDI ndm ukézala, Ze
se nam podafilo vyextrahovat oligosacharidy pouze o nizkych molekulovych hmotnos-
tech, zatimco vSechny ostatni, vysokomolekularni, ndm zustali skryty, proto bylo nutno
dale pristoupit jest€ k jednomu precisSténi a odsoleni, tentokrite na koloné Sephadex G-
15.
Jednotlivé frakce byly sbirdny opét ru¢né a jejich piky jsou oznaCeny na chro-
matogramu ¢ernou Sipkou (viz obrazek 11, strana 19), ¢ervené kiiZky znaci pocatek a

konec sbéru frakce.
Takto ziskané smési byly podstoupeny k identifikaci na hmotnostni spektromet-

rii MALDI II.
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Obrazek 11: Odsolené smési oligosacharidia na koloné Sephadexu G-15 (1,6x60 cm) Frakce odsole-

nych oligosacharidi (nizkd konduktivita v horni ¢asti grafu) je oznacena u kazdého vzorku Cernou $ip-
kou, Cervené kiizky znai preruSeni a potatek ¢i konec dalsi frakce sbéru. Po odpareni byly tyto frakce

pouzity pro identifikaci oligosacharidi hmotnostni spektrometrii MALDI 11

4.1.6. MALDI Hmotnostni spektrum Il

Identifikaci hmotnostniho spektra MALDI, v pozitivnim mddu, jsme dostali
N-glykosidicky ~ vazanych  oligosacharidl

opét  kvantitativni  vyhodnoceni
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v plasmatickych membrandch kontrolnich a experimentalnich bunék line P815 (tabulka
3, strana 21), ktera vychazela ze ziskanych spekter (obrazek 12, strana 20).

Jednotlivé molekuly oligosacharidi o danych molekulovych hmotnostech jsou
vyznaceny tmavé a jejich kvantitativni vyhodnoceni vychézi z velikosti nejvétSiho piku
(molekulova hmotnost 1338,3), jehoZ velikost byla vzata jako velikost 1.

Procentudlni zastoupeni ubytku, ¢i piibytku jednotlivych oligosacharidi byla

bréna velikost piku linie P815 control jako 100% a jeji zména znaci dany rozdil.

P815 control

-182 ; Hex i -162 | Hex i -162 : Hex . -162 ; Hex

P81l5 dendrimer

-162 : Hex -162 : Hex -162 ; Hex -162 : Hex

Obriazek 12: MALDI spektrum II odsolenych oligosacharidu ptipravenych z kontrolni niddorové linie

P815 (horni ¢4st) a z téZe nadorové linie opracované dendrimery (dolni ¢ast).
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Jak je vidét na pfislu§ném spektru (obrazek 12, strana 19) jednotlivé oligosacha-

ridy se od sebe 1i8f vZdy o zménu molekulové hmotnosti 162, coZ pfislusi odStépenému

zbytku hexosy.
Molek. hmot- P815 dendri-
Struktura P815 control ubytek/ pribytek
nost mer

Hex-HexNAc, 1013,8 0,19 0,48 +152 %
Hex,-HexNAcy 1176,1 0,32 0,59 +84 %
Hex3;-HexNAcy 13394 1 1 0%
Hexs-HexNAcy 1501 0,82 1,02 +24 %
Hexs-Fuc;-

1662,4 0,1 0,25 +150 %
HexNAcs-Sul,

Tabulka 3: Kvantitativni vyhodnoceni N-glykosidicky vazanych oligosacharidu v plazmatickych
membranich kontrolnich a experimentalnich bunék line P815 pro MALDI spektrum I1
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5. Diskuze

Klasickou chemoterapii vét§iny nadorovych onemocnéni pomoci dostupnych a
v klinické praxi pouZivanych 1é¢iv doprovazi fada neZddoucich toxickych d¢inkd. To
omezuje moZznosti U¢inné 1€¢by pouzitim vysokych davek cytotoxického léCiva, jeZ by
bylo potfeba pro dosaZzeni uplného terapeutického tGcinku.

V moderni 1é¢bé nddorovych onemocnéni se dnes$ni véda snazi nalézt cesty jak
doséhnout u jednotlivych léCiv, jednak vysoké farmakologické inaktivity, nebo-li o
ochranu celého systému lé¢iv pfed rychlou eliminaci z organismu, jednak nizké cytoto-
xicyty pro zdravé buriky (tkdné) a predev§im o co nejvy$si specificnost a selektivitu
daného 1é¢iva pro danou nadorovou tkan.

Mnohé vyzkumné skupiny se, po poznani patologickych mechanismi nadoro-
vého bujeni, v€nuji vyvoji léCiv s cilem zaméfit cytotoxicky ucinek kancerostatika pre-
deviim na nadorovou tkai a to zpusobem navazani nosic¢a 1€¢iv, které dokazi rozpoznat
pravé infikovanou buriku nddoru. Tyto systémy transportu léciv jsou obvykle mak-
romolekularni nebo superamolekuldrni struktury (dendrimery, polymerni micely nebo
lipozomy) a vazi riznym zpusobem 1é¢ivo, které tak ziskava zcela jiné vlastnosti nez
mé volna forma léku.

K rozpoznani nidorové buriky od zdravé dochézi za pomoci mechanismd, které
byly popsany vySe (viz teoreticky uvod) a jsou zaloZeny na rozdilech a zménéch expre-
se jednotlivych latek pro nddorové a zdravé buniky. V mé bakaldiské prici jsem se za-
méfil pravé na identifikaci téchto zmén pro niddorové linie P815 a YAC-1, a optimali-
zaci protokolu postupu extrakce nadorovych oligosacharidi jednotlivych linii z povr-
chovych membran, vychéazejici z konceptu prace panid Naky, Kamody, Ishizuky a kol.”
notné upravenému podminkam Laboratofe architektury proteini prof. Bezousky na
MBU AV CR.

Takto dany postup (viz experimentélni strategie) nebyl jest€ plné optimalizovan
a dosud provadén. Ackoliv odstépeni N-vazanych oligosacharidl z jiZz pfipravenych

YeX_ 7

bunéénych membrén bylo uspésné, bylo nutné preisténi a odsoleni ziskanych vzorki
oligosacharidd na HPLC, v kone¢né fazi byly vzorky podstoupeny k identifikaci na
MADLI hmotnostnim spektru, aviak zneci$téni bylo jeSté natolik patrné a mnoZstvi
vzorku natolik malé, Ze hmotnosti spektrum linie YAC-1 se ndm nepodafilo vubec zis-

kat. Jak ukdzalo hmotnostni spektrum linie P815 podatilo se identifikovat pouze niz-
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komolekuldrni oligosacharidy, které jsou pro danou linii jedine¢né. K identifikaci vy-
sokomolekularnich oligosacharidi bylo nutno pfistoupit k dal§imu odsoleni a pfecisténi
vzorkl, poté jsme teprve ziskali Zddana spektra, ktera opét ukazuji specifické N-vazané
oligosacharidy pro nddorovou linii povrchovych membran P815.

Zivérem lze shrnout, Ze dand analyza vyZaduje co nejvétsi presnost a peclivost,
jelikoZ naSe experimentdlni strategie vyZaduje jak velkd mnoZstvi vychozich vzorkd,
tak néasledné zneciSt€ni a zasoleni je bohuZel natolik kritické, Ze je nutno pfistoupit
k mnohastupiiovy krokim odsolovani a pfecistovani, coZ nakonec vede k dalSim ndmi

nechténym ztratdm zkoumanych vzork.
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6. Souhrn vysledk

e V prici byl optimalizovan postup k odStépeni N-glykosidicky vézanych oligosacha-
ridd z povrchovych membran linii P815 a YAC-1 a nésledné pfeci$téni a odsoleni
na HPLC.

e Byly pfipraveny vzorky nadorovych oligosacharidi k identifikaci na MALDI hmot-
nostnim spektru.

e Byly ziskany informace o nizkomolekulédrnich i vysokomolekuldrnich oligosachari-

dech specifickych pro povrchovou nddorovou membranu linie P815.
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