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2. Seznam zkratek

eBSA z angl. bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
eccpm z angl. corrected counts per minute, prepoctené

impulzy za minutu, tedy vlastné dpm (60 dpm =

1 Bq)
oCD69 z angl. cluster of differentiation 69, systematické
oznaceni tohoto receptoru
eCD69NG70 CD69 nekovalentni dimer, kazda podjednotka
odpovida zkracené sekvenci Gly70 - Lys199
eCD69NS84 CD69 nekovalentni dimer, kazda podjednotka
odpovida zkracené sekvenci Ser84 - Lys199
eCD69NV82 CD69 nekovalentni dimer, kazda podjednotka

odpovida zkracené sekvenci Val82 - Lys199
oCRD z angl. carbohydrate recognition domain, sacharid

rozpoznavajici doména

eDMA dimethyladipimidat

eDMS dimethylsuberimidat

eDST dusukcinimidyltartarat

eGal galaktosa

eGalNAc N-acetylgalaktosamin

oGlc glukosa

oGIcNAc N-acetylglukosamin

eGIcNACc;;BSA hovézi sérovy albumin modifikovany 17 molekulami

GlcNAc na lysinovych zbytcich!t!!

eGalNAc;,BSA hovézi sérovy albumin modifikovany 17 molekulami
GIcNAc na lysinovych zbytcich

oHAC kyselina octova

eHPAE-PAD z angl. High-pH anion-exchange chromatography
coupled with pulsed electrochemical detection,
anexova chromatografie za vysokého pH spojena s
pulzni elektrochemickou detekci

eMALDI-TOF z angl. matrix assisted laser desorption/iontization

with time-of-flight detection, hmotnostni
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eMan
eManNAc
eNeuAc
eNeuGc
eNK-burika

oNKC

eOVOPENTA

oOvoTRI

eOvoTRI-Dimer(2)
eOvoTRI-Dimer(4)
o0OvOoTRI-Dimer(6)
oPSM

eSDS-PAGE

eSiaTn
eSjiaTn-Dimer(2)
eSiaTn-Dimer(4)
eSjaTn-Dimer(6)
eSiaTn-L

eSiaTnTRI-Dimer(2)
eSiaTnTRI-Dimer(4)
eSiaTnTRI-Dimer(6)

spektrometrie s desorpci/ionizaci laserem za pomoci
matrice a detekci mérenim doby letu

manosa

N-acetylmanosamin

kyselina N-acetylneuraminova

kyseliny N-glykolylneuraminova

z anglického natural killer cell, pfirozena zabijecska
burika

z angl. natural killer complex, komplex gen{
prirozenych zabijecskych bunék

pentaantenarni N-glykiosidicky sacharid izolovany z
ovomukoidu (viz. 3.2. Sacharidove ligandy recent g
CD69 na str. 11)

triantendrni N-glykiosidicky sacharid izolovany z
ovomukoidu (viz. 3.2. Sacharidoveé ligandy receptoru
CD69 na str. 11)

OvoTRI dimerizovany pomoci DST

OvoTRI dimerizovany pomoci DMA

OvoTRI dimerizovany pomoci DMS

z angl. porcine submaxillary mucin, veprovy
podcelistni mucin

z angl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného
disacharid NeuAca2—6GalNAc

SiaTn-L dimerizovany pomoci DST

SiaTn-L dimerizovany pomoci DMA

SiaTn-L dimerizovany pomoci DMS

SiaTn antigen s pripojenym linkerem (viz.

3.2. Sacharidové ligandy receptoru CD69 na str. 11)
SiaTn-L dimerizovany pomoci DST

SiaTn-L dimerizovany pomoci DMA

SiaTn-L dimerizovany pomoci DMS



eSjiaTnTRI-L trimerizovany SiaTn antigen, s linkerem (viz.
3.2. Sacharidove ligandy receptoru CD69 na str. 11)
eTEMED N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminoethan

oTris tris(hydroxymethyl)aminomethan



3. Uvod

3.1. Leukocytarni lektinovy receptor CD69

Ve starSi literature se tato molekula vyskytuje pod nékolika jmény EA-1
(z angl. early activation antigen 1), AIM (z angl. activation inducer
molecule)®, MLR3 antigen (antigen rozpoznavany protilatkou MLR3)" nebo
Leu-23"P), Nakonec byla ozna¢ena CD69'®,

Molekula CD69 je glykosylovany receptorovy transmembranovy protein
II. tfidy (jeho C-konec je orientovan extracelularné)!”l., Na bunééném povrchu
je prezentovana jako disulfidicky vazany homodimer® s konstitutivné
fosforylovanymi podjednotkami® o velikosti 28 nebo 32 kDa!® - coZ je dano
tim, Ze jedna z podjednotek muze byt glykosylovana vice nez druhatoti,
CD69 je asociovana s GTP-vazajicim proteinem!*?, Spadd do rodiny lektin{
C-typul7I34lis)(|ektin je protein vazajici sacharid). Spoleénym znakem této
rodiny lektint je CRD doména, kterd vaze sacharidy za pfitomnosti vapenatych
iontd, z EehoZ je odvozen i jejich nadzev (z angl. calcium-type lectins)®®,
V rodiné lektinG C-typu se CD69 Fadi spolu s receptorem NK-buné&k NKR-P1
do skupiny V, pro kterou je charakteristické, Ze témér zcela postrada
konzervované AMK pro vazbu Ca®* a sacharidd. Vazebnd doména takovych
proteind je ¢asto oznalovana jako ,doména podobnd lektinGm C-typu", CTLD
(z angl. C-type lectin-like domain). Gen CD69 je evolu¢né pribuzny
s genovymi rodinami receptrorl NK-bunék kédujicimi lektinové receptory
C-typu a je umistén v NKC, komplexu gend ptirozenych zabijeéskych
buné&k!7118le].

CD69 se sklada z cytoplazmatické casti, transmembranové Casti,
extracelularniho kréku a extracelularni globuldrni casti. Cytoplazmaticka a
transmembranova cast je zodpovédna za signalizaci a expresi na bunécném
povrchu. Kréek obsahuje Cys68, ktery je dllezity pro dimerizaci receptorut*®,
Koncova globularni ¢ast odpovidajici sacharid rozpoznavajici doméné (Ser100
- Lys199) je schopnd fungovat nezdvisle na zbytku molekuly!?”
a pravdépodobné vaze fyziologické ligandyt*,



Pdvodné se myslelo, Ze exprese molekuly CD69 je omezena na aktivované
lymfocyty (odtud také nazvy jako Casny aktivacni antigen, viz. vyse). Nyni se
vi, Ze je exprimovana na vsech leukocytech hematopoetického pdvodu, mj.
thymocytech, monocytech, neutrofilech, epidermalnich Langerhansovych
bunkach a krevnich destickach, a ze je to univerzalni spoustéci molekula

aktivujici mnoho dulezitych efektorovych funkci leukocytd™?,

Ohledné ligandd tohoto receptoru bylo zjiténo, Ze se na CD69 vaZou vadpenaté
ionty®l131120) “nékteré sacharidové struktury (viz. nize, 3.2. Sacharnidove figandy
receptoru CD69) a také napr. mykobakteridlni protein tepelného Soku hsp65
(za specifickou vazbu je zodpovédna aminokyselinova sekvence LELTE)!??,

Vzhledem k tomu, Ze fyziologicky ligand receptoru CD69 ale stale zUstava

neznamy?

, neni zndma ani jeho funkce. Je jen znamo, Ze monoklonalni
protilatka proti této molekule spousti cytotoxickou aktivitu in vitro napf. u
CD3°CD16* NK bunék a u T-lymfocytl exprimujicich receptor TCR y/3*, ale ne
TCR a/B*'™®), Naproti tomu CD69-/- my$i vykazuji ve srovnani s mysmi
divokého kmene zvySenou odolnost a dobu pfeziti pfi ristu MHC I~ nadord diky
az trojnasobné zvy3ené lokalni koncentraci NK-bunék a CD3* T-lymfocytd
(nikoliv diky zvySené aktivité NK-bunék)P®. Dale, pouziti monoklonalni
protilatky proti CD69 in vivo u mysi zcela prerusi jeji expresi ve zralych
i nezralych hematopoetickych bunkach v centrdlnich i perifernich lymfoidnich
organech, coz zvysuje protinddorovou imunitni odpovéd!®, CD69 zmensuje
nejen protinddorovou imunitni odpovéd, ale i autoimunitni odpovéd a
zanétlivou reakci - CD69-/- mysi vykazuji napf. vyssi vyskyt a zavaznost
kolagenem indukované artritidy, coz je dano zejména zvySenou T- a
B-bunéénou odpovédi ke kolagenu typu II(%%,

Signalizace spusténa receptorem CD69 zvySuje produkci TGF-B4, coz je
faktor potladujici zanétlivé reakce regulaci hladiny prozanétlivych cytokinG®®
MysSi oSetrené blokujici monoklonalni protilatkou proti TGF-B vykazuji rovnéz

zvy$enou protinadorovou odpovédt®*,

K vazebnym studiim byl v mé praci pouzit konstrukt lidské CD69 Gly70 -
Lys199 (dlouhy 130 aminokyselin), vyskytujici se v roztoku jako nekovalentni
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dimer!?”! (oznafovan jako CD69NG70). Vzhledem k tomu, Ze konstrukt
CD69NG70 byl nachylny k degradaci od N-konce aZ o 11 aminokyselin®®, byly
vyprodukovany i konstrukty CD69NV82 (Val82 - Lys199) a CD69NS84 (Ser84
- Lys199), které se v roztoku vyskytuji rovnéz jako nekovalentni dimer. Jejich
sacharidovéa specifita byla porovnana pomoci inhibi¢nich testd se sacharidovou
specifitou CD69NG70 (viz. 7.2. Destickové inhibi¢ni testy na str. 60).

Vsechny konstrukty byly bez glykosylace, protoZe k jejich produkci byl pouZit

bakteridlni expresni systém!!,

3.2. Sacharidové ligandy receptoru CD69

Z monosacharidd maji k CD69 nejvyssi afinitu GIcNAc a GalNAc!™!. Bylo
prokazano, Ze kazda ze dvou podjednotek CD69 ma jedno vazebné misto pro
vapenaty ion a vazebna mista pro molekuly N-acetylhexosaminu (tfi pro
GIcNAc a dvé pro GalNAc)???, CD69 silné interaguje se sacharidovymi sloZzkami
obsahujicimi motiv NeuAca2—6GalNAc nebo jesté lépe NeuGca2—6GalNACP®,
Rovnéz bylo evidentni, Ze ligandy obsahujici n&jakym zplsobem klastrovany
GIcNAc nebo GalNAc maji vyssi afinitu k CD69 - neoglykoproteiny GIcNAc;;BSA
a GalNAc;;BSA maji o nékolik Fadl vy3&i afinitu k CD69 nez pouhé
monosacharidy GIcNAc a GalNAc. Souvisi to pravdépodobné s jiz zminénou
existenci vazebnych tfi vazebnych mist pro GIcNAc a dvou pro GalNAc na
kazdé ze dvou podjednotek molekuly CD69 - z tohoto divodu byla zkoumana
afinita  vysoce  vétvenych  N-glykosidickych  sacharidd  izolovanych
z ovomukoidu, zejména triantenarniho (OvoTRI) a pentaantenarniho
(OvoPENTA), syntetického sacharidu GIcNAcal—3(GIcNAcal—4)-
(GlcNAcal—6)GIcNAc k CD69 a také OvoTRI-Dimerd.

3.2.1. N-glykosidické sacharidy ovomukoidu

N-glykosidické sacharidové slozky ovomukoidu byly pro vazebné studie

izolovany z ddvodl vySe uvedenych (viz. vy3e, 3.2. Sacharidové ligandy

receptoru CD69) a také proto, Ze jejich struktura je pomérné dobre
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prozkoumana!®®% g 7e pro izolaci ovomukoidu z vajeéného bilku byl

vypracovan postupt3iz2l,
Vybrané N-glykosidické sacharidy ovomukoidu 1
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Obr. 1: Vybrané N-glykosidické sacharidy ovomukoidu. Vlevo je zndzornéna schematicka
znacka, ktera bude pouzivdna v dalSim textu, vpravo je jsou znazornény jednotlivé polohové
izomery. Triantenarni sacharid je v dal$im textu oznacovdn OvoTRI. Izoforma je zde znadzornéna
pouze pro tetraantenarni N-glykosidicky sacharid - v pfipadé triantendrniho sacharidu by izoforma
analogicky vypadala tak, Ze jeden zbytek N-acetylglukosaminu by byl nahrazen jednim zbytkem

galaktosy.
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Vybrané N-glykosidické sacharidy ovomukoidu 2
Pentaantenarni N-glykosidicky sacharid
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Obr. 2: Vybrané N-glykosidické sacharidy ovomukoidu. Vievo je zndzornéna schematicka
znacka, ktera bude pouzivdna v dalSim textu, vpravo je jsou zndzornény jednotlivé polohové
izomery. Pentaantendrni sacharid je v dalSim textu oznacovan OvoPENTA. Izoformy
pentaantenarniho sacharidu resp. pentaantenarniho sacharidu s galaktosou by vypadaly tak, ze
jeden zbytek N-acetylglukosaminu by byl nahrazen jednim zbytkem galaktosy (stejné jako v
pripadé tetraantenarniho N-glykosidického sacharidu, viz. vySe, Obr. 1).

3.2.2. Syntetické sacharidy

Na zakladé jiz znamé sacharidové specifity (viz. 3.2. Sacharidové ligandy
receptoru CD69 na str. 11) byly provedeny inhibicni testy se sacharidy
SiaTn-Dimer(2), SiaTn-Dimer(4), SiaTn-Dimer(6), SiaTnTRI-Dimer(2),
SiaTnTRI-Dimer(4), SiaTnTRI-Dimer(6) a také OvoTRI-Dimer(2),
OvoTRI-Dimer(4) a OvoTRI-Dimer(6) - jejich struktury viz. nize, Obr. 3 az 8.
Na zakladé vysledkd inhibi¢nich testd byl se sacharidy SiaTnTRI-Dimer(2),
SiaTnTRI-Dimer(4), SiaTnTRI-Dimer(6), OvoTRI-Dimer(2), OvoTRI-Dimer(4) a

OvoTRI-Dimer(6) proveden rovnéz precipitacni test - sacharidy poslouzily jako
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tzv. molekularni pravitka - vice viz. 3.3.4.2. Destickové precipitacni testy na
str. 28.

Pro inhibicni test byl pouzity také sacharidy OvoTRI, OvoPENTA
a GlcNAcal—3(GIcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNACRY - 7z d8vodd uvedenych

vyse, viz. 3.2, Sacharidove ligandy receptoru CD6A9 na str. 11,
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Obr. 3: SiaTn-L. SiaTn antigen modifikovany linkerem, ktery umoziiuje.po redukci nitroskupiny na
aminoskupinu na palladiu dimerizaci napf. pomoci DST (vznikne SiaTn-Dimer(2)), DMA (vznikne
SiaTn-Dimer(4)) nebo DMS (vznikne SiaTn-Dimer(6)) - struktura rlizné dlouhych dimeriza¢nich
mUstk{ viz nize, Obr. 6.
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Obr. 4: SiaTnTRI-L. Trimerizovany antigen SiaTn, SiaTnTRI, modifikovany linkerem umoziiuje po
redukci nitroskupiny na aminoskupinu na palladiu dimerizaci napf. pomoci DST (vznikne
SiaTnTRI-Dimer(2)), DMA (vznikne SiaTnTRI-Dimer(4)), nebo DMS (vznikne SiaTnTRI-Dimer(6)) -
struktura réizné dlouhych dimeriza¢nich mlstkd viz nize, Obr. 6.
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Obr. 5: Zesitovaci ¢inidla pouzita pro dimerizaci sacharidu SiaTn, SiaTnTRI a OvoTRI.
Tato zesitovaci Cinidla byla navrzena pro zkoumani struktury proteind - koncové esterové vézané
skupiny pfi reakci s aminoskupinou odstupuji i s esterovym kyslikem a vznikaji tak struktury
uvedené na Obr. 6, viz. nize.
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Obr. 6: Struktura dimerizaénich mustkd pouzitych pro dimerizaci sacharidi SiaTn,
SiaTnTRI a OvoTRI. Dimerizované sacharidy v pfipadé SiaTn a SiaTnTRI byly pfipraveny tak, ze
nitroskupina nedimerizovanych jednotek (viz. vySe, Obr. 3 a 4) byla redukovana na palladiu na
aminoskupinu a s pouzitim DST, DMA nebo DMS byly sacharidy zdimerizovany. V pfipadé OvoTRI
byl dimerizovany sacharid pripraven tak, Ze hydroxyskupina na redukujicim konci byla pfevedena
na B-aminoskupinu'® a s pouzitim DST, DMA nebo DMS byly sacharidy zdimerizovany.
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OvoTRI-Dimery
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@ Man

B cicnac

i .. ’ , @@ DimerizaCni mustek
Obr. 7: OvoTRI-Dimery. Schematické zndzornéni struktury dimert OvoTRI-Dimer(2),

OvoTRI-Dimer(4) a OvoTRI-Dimer(6) - struktura rlzné dlouhych dimeriza¢nich mdstk( viz vyse,
Obr. 6. OvoTRI je triantenarni N-glykosidicky sacharid izolovany z ovomukoidu, viz. Obr. 1 na
str. 12.
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SiaTnTRI-Dimery

‘_h . . ?, SiaTnTRI-L

&—————e Dimerizacni mistek

Obr. 8: SiaTn-Dimery a SiaTnTRI-Dimery. Schematické znazornéni struktury dimerd
SiaTn-Dimer(2), SiaTn-Dimer(4), SiaTn-Dimer(6), SiaTnTRI-Dimer(2), SiaTnTRI-Dimer(4) a
SiaTnTRI-Dimer(6) - struktura rdzné dlouhych dimeriza¢nich mustk viz vyse, Obr. 6. Struktura
SiaTn antigenu s pfipojenym linkerem (SiaTn-L) je uvedena na Obr. 3 na str. 14, struktura
trimerizovaného SiaTn antigenu s pfipojenym linkerem (SiaTnTRI-L) na Obr. 4 na str. 14.

3.3. Uvod do metod

3.3.1. Deglykosylace glykoproteini

K deglykosylaci glykoproteinl se pouzivaji bud’ enzymatické nebo chemické
metody.
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3.3.1.1. Enzymatické metody deglykosylace
glykoproteinti

3.3.1.1.1. Enzymatické metody pro odstépeni
N-glykosidicky vazanych sacharidovych slozek

Existuje nékolik enzymd pro odtépeni N-glykosidicky vazanych sacharidovych
sloZzek. Nejpouzivanéjsi je peptid: N-glykosidasa FB*, znama jako PNGasa F,
ktera Stépi vazbu mezi N-acetylglukosaminem na redukujicim konci
N-glykosidicky vazané sacharidové slozky a aminokyselinovym zbytkem
asparaginu (detaily viz. nize, Obr. 9). PNGasa F Stépi prakticky vsechny typy
N-glykosidicky vazanych sacharidovych slozek, bez ohledu na jejich strukturu,
kromé téch obsahujicich fukosu vazanou al1—-3 na N-acetylglukosamin
nachazejici se na redukujicim konci, coZz je béziné u rostlinnych N-
glykosidickych sacharidG®%. V tomto pfipadé byva G¢innéd PNGasa AP, PNGasa
F je komeréné dostupna a ziskdvda se =z organizmu Flavobacterium

menigosepticum.

HOCH- O
Roee e 0
COTT N T\ N
\ \’ \ \u CHy—C,,
HO L\ \\X'}/ N
\H
/\ s ¢ == O

Obr. 9: Misto sStépeni PNGasou F. Peptid: N-glykosidasa F Stépi vazbu mezi
N-acetylglukosaminem na redukujicim konci N-glykosidicky vdazané sacharidové slozky a
aminokyselinovym zbytkem asparaginu (misto Stépeni vyznaceno Sipkou)®!, Produktem enzymové
reakce tak je glykosylamin a aminokyselinovy zbytek kyseliny asparagové!®*®!, Glykosylamin pak
ochotné hydrolyzuje na sacharid, pokud reak¢ni pufr neobsahuje amonné ionty'*”.,

Velmi pouzivanym enzymem je i peptid: N-glykosidasa H, ktera narozdil od
PNGasy F (viz. vySe, Obr. 9) neodstépuje celou N-glykosidicky vazanou
sacharidovou slozku, ale $tépi mezi dvéma N-acetylglukosaminy®®®! - viz. nize,
Obr. 10.
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Obr. 10: Misto S$tépeni PNGasou H. PNGasa H odstépuje pouze N-glykosidicky vazané
sacharidové slozky vysokomanosového typu (kdy n = 2 - 150, x = (Man)., a y = H) a hybridniho
typu (kdy n = 2, x a/nebo y = NeuAc-Gal-GIcNACc)?*, Sipkou je ozna¢eno misto Stépeni.

3.3.1.1.2. Enzymatické metody pro odstépeni O-glykosidicky

vazanych sacharidovych slozek

V soucasnosti je jedinou moznosti pouzit enzym O-glykosidasa, ktery ma ale
velmi omezenou specifitu - Stépi vazbu GalNAcal—O-Ser/Thr, pricemz
odstépuje pouze zadnymi dalSimi sacharidy nesubstituovany disacharid
GalB1—3GalNAc!®®!, Pokud jde tedy o analyzu nebo preparaci O-glykosidickych
sacharidd, neni k dispozici zadny stejn& mocny nastroj jako PNGasa F v

pripadé N-glykosidickych sacharidd.

3.3.1.2. Chemické metody deglykosylace

glykoproteint

Nejpouzivanéj§imi metodami chemické deglykosylace glykoproteini jsou
hydrazinolyza®! a alkalickd B-eliminace!* - pokud je cilem ziskat pouze
sacharidy.

3.3.1.2.1. Hydrazinolyza

Hydrazinolyticky se daji odstépovat bez omezeni jak O-glykosidicky tak
N-glykosidicky vazané sacharidové slozky®®!, O-glykosidické sacharidy se daji
odstépit inkubaci pfi 60 °C (pomérné specificky - na 90 % de-O-glykosylaci
pripadd asi 10 % de-N-glykosylace), pro odstépeni N-glykosidickych sacharidt
se pouziva inkubace pfi teploté 95 °C, pri které se odstépuji zaroven i

O-glykosidické sacharidy™".
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Mezi problémy této metody patii rGzné modifikace na redukujicim konci
oligosacharidl, de-N-acetylace N-acetylaminosacharidd!*? a acetylace
hydroxyskupin pFi reacetylaci de-N-acetylovanych aminosacharidd (v malé
mire)!*2],

Redukujici konec oligosacharidd je obvykle uvolfiovan ve formé hydrazidu -
zpatky na aldehyd je preveden N-acetylaci:

-CH=N-NH; - -CH=N-NH-Ac — -CH=0 + H,N-NH-Ac*!

VytéZek této reakce ale neni 100 %, odhaduje se, e 20 - 25 % sacharidd
nelze ziskat s intaktnim redukjicim koncem!,

N-acetylaci se zaroven prevadi aminosacharidy zpét na N-acetylderivaty, které
byly de-N-acetylovany hydrazinolyzou - dochdzi ale pfitom ke ztraté
informace, zda se jednalo o neacetylovany aminosacharid a v pripadé kyseliny
neuraminové zda se jednalo 0 kyselinu N-acetyl- nebo

N-glykolylneuraminovou!®?,

3.3.1.2.2. Alkalicka B-eliminace

O-glykosidické sacharidové slozky se od proteinové kostry odstépuji nejcasté&ji
alkalickou hydrolyzou (alkalickou B-eliminaci)“¥. Jako baze se pouZiva
hydroxid sodny, triethylamin, ethylamin nebo n-butylamin (n-butylamin je
méné alkalicky nez ethylamin). Nejlepsi vysledky poskytuje asi 70 %
ethylamin (w/v)®*¥, ale i v tomto pfipadé dochazi k nezanedbatelnému
rozkladu redukujiciho konce sacharidu anebo jinym druhdm degradace!*?.
Zabranéni rozkladu redukujiciho konce sacharidu v alkalickém pH - viz. nize,

3.3.1.2.3. Redukcni B-eliminace,

3.3.1.2.3. Redukcni B-eliminace

Aby se zabranilo rozkladu redukujiciho konce sacharidu pfi vysokém pH, je
mozné spolu s alkalii pouzit také redukéni cinidlo borohydrid sodny!® -
aldehydova skupina na redukujicim konci je tak redukovana, sacharidy jsou
uvolnovany ve formé zvané alditol (kdy uhlik €. 1 redukujici sacharidové

jednotky nese misto aldehydové skupiny alkoholovou). Alditoly jsou pak
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stabilni i pfi vysokém pH a je mozné uvazovat napf. o analyze pomoci
HPAE-PAD (viz. 2.3.2.9. Separace sacharidi pomoci HPAE-PAD na str. 23).

3.3.2. Separacni metody sacharidli zalozené na
HPLC

3.3.2.1. Volba mobilni faze pro HPLC s detekci v UV
oblasti

GIcNAc a kyselina N-acetylneuraminova maji v oblasti 400 az 200 nm
absorpéni maximum pfi 200 nm, takze pokud sacharidy nechceme nebo
nemUzeme oznalit napf. 2-aminobenzamidem, je tfeba najit mobilni fazi,
ktera v tomto rozmezi nebude absorbovat.

Jako mobilni faze se nejlépe hodi voda, kterd umoznuje spektrofotometrickou
detekci i pfi 200 nm (v oblasti 400 az 200 nm vibec neabsorbuje). Pouzit Ize
i napr. 5 % (v/v) ethanol s detekci pfi 210 nm, 25 % methanol (v/v) s detekci
pfi 200 - 210 nm a acetonitril : voda v rdzném poméru (podle druhu
chromatografie) - napf. smés acetonitril : voda v poméru 1:1 ma i pri
200 nm absorbanci pouhych 0,04.

Jako pufr se hodi 50 mM NH;/HAc pufr o pH 5 nebo 10 mM NHi/HAc pufr o pH
6 s detekci pfi 230 nm, 10 mM N(C,Hs)s/HCOOH pufr o pH 4,5 s detekci pri
200 nm nebo 30 mM KH,P04-K;HPO, pH 7,0 : acetonitril (s obéma slozkami v
rizném objemovém poméru) s detekci pfi 214 nm!**! (pfi poméru 37,5 : 62,5
je dle mych méreni citlivéjsi detekce v pripadé N-acetylglukosaminu a kyseliny
N-acetylneuraminové v rozmezi 210 - 205 nm).

Pokud jsou predmétem naseho zajmu sialované oligosacharidy, jsou vhodné

rovnéz mobilni faze jako 3 % kyselina octoval*!.
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3.3.2.2. Separace sacharidid od glykopeptid(,
peptidd a proteinové slozky

Glykopeptidy a peptidy, pokud je jejich molekulovd hmotnost dostatecné vétsi
nez molekulovd hmotnost sacharidl, se daji od sacharidd oddé&lit gelovou
permeacni chromatografii na nosi¢i Sephadex G-15 (frakcionacni rozmezi do
1500 Da) nebo Bio-Gel P-6 (frakcionac¢ni rozmezi 1000 Da - 6000 Da).

Pfi enzymatické deglykosylaci zbyde proteinova kostra neprerusena v celé
sekvenci - vhodnym prvnim krokem je srazeni ethanolem v objemovém
pomeéru k vodé 2 : 1.

Proteiny, peptidy, glykopeptidy a detergenty se daji od sacharidd rovnéz
oddélit chromatografii na obracené fazi napf. na koloné Vydac C, 25 x 0,46 cm
pfi eluci 12 % acetonitrilem a 0,1 % trifluoroctovou kyselinou pti pritoku

1 mil/mint”),

3.3.2.3. Odsoleni

Odsoleni sacharidd lze provést rovnéz gelovou permeacni chromatografii na
nosi¢ich Sephadex G-15 (frakcionacni rozmezi do 1500 Da), Bio-Gel nebo
Toyopearl HW-40.

3.3.2.4. Odstranéni detergent

Rozdélit smés detergentl a sacharidd je mozné chromatograficky na koloné s
nosicem LiChroprep RP-18 (silikagel modifikovany osmnactiuhlikatymi
linearnimi retézci). Sacharidy se z kolony eluuji 5 % ethanolem, detergenty
20 % ethanolem. Detekci je mozné provadét pri 210 nm.

Detergenty se daji odstranit rovnéz chromatografii na obracené fazi napr. na
koloné Vydac Cs 25 x 0,46 cm pri eluci 12 % acetonitrilem a 0,1 %

trifluoroctovou kyselinou pfi pratoku 1 ml/minf’3,
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3.3.2.5. Separace sacharidd gelovou permeacéni

chromatografii

Sacharidy slozené z jedné aZz Sesti monosacharidovych jednotek se daji
pomérné uspokojivé frakcionovat podle své molekulové hmotnosti gelovou
permeacni chromatogafii na nosic¢i Toyopearl HW-40, ktery se dodava ve tfech
zrnitostech a nejvyssi rozliseni frakcionace se dosahuje s nejmensi zrnitosti
(Toypearl HW-40S, superfine, velikost ¢astic 30 pm). Touto chromatografii ale
nelze rozliSit napf. jednotlivé polohové izomery (viz. 3.3.2.9. Separace
sacharidl pomoci HPAE-PAD na str. 23) o stejné molekulové hmotnosti.
Vyhodou této chromatografie je moznost pouziti pomérné hydrofilni mobilni
faze, takze i rozpustnost vzorku neni nijak omezena (na rozdil od
chromatografie na normalni fazi s diolovou kolonou, viz. nize). Dalsi vyhodou

je, Zze chromatografie bézi pfi nizSim tlaku (i samospadem).

3.3.2.6. Separace sacharid chromatografii na

normalni fazi

Sacharidy slozené z Sesti a vice monosacharidovych jednotek lze oddélit
chromatografii na normalni fazi na koloné s nosi¢em LiChrosorb® DIOL
(o rozmérech napfr. 25 x 0,4 cm) - tento nosi¢ je tvoren silikagelovymi
CasteCkami pokrytymi epoxysilanem. Vzorek se nandsi na kolonu
ekvilibrovanou v hydrofobnéjSim solventu, napfr. 75 % acetonitrilu, a velmi
pozvolnym gradientem do solventu s vyssSim podilem vody se eluuji jednotlivé
sacharidy - sacharidy slozené z vét&iho po¢tu monosacharidl se eluuji pozdéji
nez sacharidy slozené z mensiho poétu monosacharidd. Uspokojivé mnozstvi
sacharidd obvykle nelze rozpustit v hydrofobnéj$im solventu nez je 60 %
acetonitril, coz je nejvyraznéjsi omezeni této metody - takovyto vzorek je ale
pfesto mozné nanaset na kolonu ekvilibrovanou 75 % acetonitrilem. Dalsim
omezenim je velky provozni tlak kolony - pfi pritoku 1 ml/min je potfeba
HPLC systému, ktery umoznuje pracovni tlak minimalné 10 - 14 MPa.
Nejvyraznéjsim pozitivem této metody je Setrnost k sachariddm, nehrozi pfi ni

Zzadna degradace.
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3.3.2.7. Separace sacharidi chromatografii na

obracené fazi

Separace je umoznéna hydrofobni interakci acetylovych skupin s hydrofobnim
nosicem!®, Timto druhem chromatografie Ize rozdélit napf. smés
n-acetylglukosaminu, chitobiosy, chitotriosy a chitotetraosy pfi pouziti vody
jako mobilni faze!*?!, Dokonce je takto mozné rozliSit i a a B anomery. Pokud je

zvySena hydrofobicita mobilni faze, je mozné oddélit az chitoheptaosu.

3.3.2.8. Separace sacharidii chromatografii na

grafitizovaném uhliku

Hydrofobnost tohoto materidlu je vétsi nez u konvenénich nosi¢d pro
chromatografii na obracené fazi, takze ve srovnani s ni je pro eluci sacharidd
potfeba pomérné vysoké procento organického solventu. Velkou vyhodou je
odolnost tohoto materidlu, kterd umoznuje opakované pouzivani bez ztraty
reprodukovatelnosti. Nosi¢ vydrzi celé rozmezi pH a mize byt pouzit s Sirokou
Skalou solventld. Nejvétsi vyhodou je bezkonkurenéni schopnost rozlidit

i strukturné blizké a izomerické sacharidy®.

3.3.2.9. Separace sacharidli pomoci HPAE-PAD

HPAE-PAD nebo-li anexova chromatografie za vysokého pH spojend s pulzni
elektrochemickou detekci umoziiuje Géinnou separaci sacharidd slozenych z
jedné az jedendcti monosacharidovych jednotek nejen podle poctu
monosacharidovych jednotek, ale i oddéleni polohovych izomer( o stejné
molekulové hmotnosti®®,

Tato metoda je zaloZzena na skutecnosti, Ze monosacharidy jsou slabé kyseliny
s hodnotou pKa 12 - 13, které se daji za vysokého pH separovat
mechanismem ionexové chromatografie. Pulzni ampérometricka detekce
umozfiuje detekovat i pouhych 10 pmol sacharidd pfi vynikajicim poméru

signalu k Sumub,
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Pro separaci sacharidd existuji zejména tyto kolony (jak v rozmérech
25 x 0,4cm pro analytické Ucely, v rozmérech 25 x0,9cm pro
semipreparativni ucely, tak i v rozmérech 25 x 2,2 cm pro preparativni ucely):
- CarboPac MA1 od firmy Dionex. Tento typ kolony je vhodny zejména pro
separaci monosacharidi a dokonce i jejich redukovanych forem, které jsou
jesté slabsi kyseliny nez neredukované (pK. maji mezi 13 a 14). Rovnéz
redukované di- a trisacharidy (uvolnéné napf. redukcni B-eliminaci) se na této
koloné dobfe separuji. Oproti koloné PAl1 (viz. nize) je MA1l plnéna
makroporéznim polymernim nosi¢em se zhruba 45 krat vétsi kapacitu, coz
zvy$uje rozliSovaci schopnost zejména u redukovanych monosacharidd.

- CarboPac PA1l od firmy Dionex. Tento typ byl navrZzen zejména pro separaci
redukujicich monosacharidd a linedarnich homopolymerl. Nosi¢ je tvoren
polymernimi neporéznimi ¢asticemi o velikosti 5 um (stejné tak i u kolony PA-
100).

- CarboPac PA-100 od firmy Dionex. Je optimalizovdna pro separaci
oligosacharidt, napf. N-glykosidickych sacharidd.

Mezi vyhody této metody patfi hlavné vysoka rozliSovaci schopnost, velka
stabilita nosiCe pfi zvySeném tlaku umoziujici maximalni pracovni tlak od 14
MPa (CarboPac MA1) az do 28 MPa (CarboPac PA1 a PA-100) a vysoka citlivost
detekce (detekéni limit min. 10 pmol).

Mezi nevyhody patfi zejména nestabilita nékterych vazeb pfi vysokém pHPY:

- N-acetylglukosamin epimerizuje na N-acetylmanosamin, takZe oligosacharidy
separované pomoci 100 mM NaOH, zejména pokud jsou sialylované (coz
zvysuje jejich retencni cas), vykazuji 0 - 15 % epimerizaci. ProtoZe alditoly pri
vysokém pH neepimerizuji, lze tomuto jevu zabranit redukci
N-acetylglukosaminu na alditol (viz. 3.3.1.2.3. Redukini  B-eliminace
na str. 19).

- Deacetylace N-acetylaminosacharidd - GIcNAc inkubovany pfes noc pfi
laboratorni teploté ve 150 mM NaOH se rozloZi zhruba z 20 % na glukosamin.
PFi chromatografii s GIcNAc vSak k Zadnému pozorovatelnému rozkladu
nedochazi, stejné tak s kyselinou N-acetyl- nebo N-glykolylneuraminovou.

- B-eliminace 3-O-substituentd redukujicich sacharidi - tato vazba je opét

citlivd na vysoké pH, napf. chromatografie s laminaribosou ale probéhne tak
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rychle, ze zadny rozklad neni pozorovatelny. Naopak D-glukosa-3-sulfat se

béhem chromatografie rychle rozpada na D-glukosu a sulfat.

3.3.2.10. Separace sialovanych oligosacharid

Pfedfrakcionaci sialovanych oligosacharidd Ize provést podle poltu kyselin
sialovych na koloné Mono Q - sacharidy se na kolonu nanasi ve vodé a
gradientem do 100 mM NaCl se sacharidy eluuji podle poctu kyselin
sialovych™®!, Jako dalsi separalni krok lze zafadit napf. chromatografii na
normalni fazi stzv. aminokolonu (silikagel s aminoskupinami, napf.
LiChrosorb®-10-NH,) za pouziti pufru acetonitril/30 mM KH,PO,-K,HPO,
zminéného v oddile 3.3.2.1. Volba mobilni faze pro HPLC s detekci v UV oblast
na str. 20. Pouziteina by pravdépodobné byla i kolona s nosi¢em LiChrosorb®
DIOL (tzv. diolovd kolona). Jako finalni purifikaéni krok mulze poslouzit
HPAE-PAD na CarboPac PA1 koloné&l®%,

3.3.3. Analytické metody

3.3.3.1. Chemicka stanoveni

3.3.3.1.1. Stanoveni hexos (vazanych a volnych)

Stanoveni hexos, vazanych a volnych zaroven, lze provést pomoci 5 % fenolu
a koncentrované kyseliny sirovél®3, Jako standard je moZné pouzit napf.
glukosu. Technické detaily viz. oddil 6.1.12. Stanoveni hexas (vazany:h i

volnych) na str. 44.

3.3.3.1.2. Stanoveni vazanych a celkovych kyselin

sialovych perjodat resorcinolovou metodou

Stanoveni kyselin sialovych (kyseliny N-acetylneuraminové nebo
N-glykolylneuraminové) je mozné provést pomoci 40 mM kyseliny

hexaoxojodisté, resorcinového Ccinidla (viz. 5.9. Pouzite roztoky a cinidle,
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str. 37) a tercidrniho butylalkoholu (2-methyl-2-propanolu)®, Pro stanoveni
vazanych kyselin sialovych je mozné pouzit jako standard fetuin, o kterém je
znamo, ze 1 mol proteinu obsahuje asi 13,6 mol kyselin sialovych®!. Pro
stanoveni  volnych  kyselin  sialovych je mozné pouzit kyselinu
N-acetylneuraminovou. Technické detaily viz. oddil Metody, 6.2.1. Staroven,
vazanych a celkovych kyselin sialovych perjodat resorcinolovou metedou na

str. 45.

3.3.3.2. SDS-PAGE

SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je technika pouzivand pro
separaci proteinl zejména podle jejich elektroforetické pohyblivosti, co? je
v téchto podminkach funkce zejména délky polypeptidového retézce a stupné
jeho glykosylace.

Vzorkovy pufr obsahuje SDS, anionicky detergent, ktery denaturuje
sekundarni a terciarni struktury (kromé disulfidickych mdstkd). SDS se vaze
na protein v poméru asi 1,4 g SDS : 1,0 g proteinu, coZ protein linearizuje,
davd mu priblizné jednotny pomér molekulova hmotnost : naboj a zarucuje
déleni podle molekulové hmotnosti. Protein se ve vzorkovém pufru pred
nanesenim na gel 5 minut povati; pokud je tfeba pterudit disulfidické mistky,
pouzije se vzorkovy pufr navic s redukénim cinidlem, napf. DTT nebo 2-
merkaptoethanolem.

SDS elektroforéza se provadi nejcastéji v dvougelovém provedeni. V prvnim
gelu (do kterého se vzorek nanasi) je pH 6,8 a pory jsou tak velké, ze nedojde
k zadné separaci proteinu, nybrz jen k izotachoforetickému zakoncentrovani
vzorku do jednoho ostrého pruhu, proto se tento gel nazyva zaostrovaci. V
nasledujicim gelu je pH 8,8 a pdry jsou o takové velikosti, ze kladou pohybu
denaturovanych proteinu odpor, diky kterému dochazi k separaci podle

molekulové hmotnosti, proto se tento gel nazyva separacni.

3.3.3.3. Hmotnostni spektrometrie

Pro analyzu sacharidd se pouzivd zejména MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie (z angl. matrix assisted laser desorption/iontization). Vzorek se
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kokrysalizuje na ter&iku s matrici, v pfipadé sacharidd nejéastéji s kyselinou
2,5-dihydroxybenzoovou!*?!, v molarnim poméru 1 : 10000 - 1: 100 000,
ozari kratkym pulsem UV laseru, ¢imz se matrice se vzorkem odpafi, a vzorek
je matrici ionizovan. Energii laseru absorbuje hlavné matrice a tato energie je
také zodpovédna za desorpci a ionizaci (ve vakuu). Tento typ ionizace je velmi
mékky, nedochdzi bud k Z2adné nebo malé fragmentaci (u sacharidd také).
Nejcastéji vznikaji molekulové ionty [M + H]* nebo [M - H]', u sacharidl pfi
pouziti kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové jako matrice byva hlavni ion sodny

adukt [M + Na]*, v mensi mife také Casto draselny adukt [M + K]*(42,

3.3.4. Vazebné studie

3.3.4.1. Destickové inhibic¢ni testy

Principem inhibi¢niho testu je inhibice vazby zkoumaného proteinu na
imobilizovany (polyvalentni) ligand zkoumanym potencidlnim ligandem.
Prakticky se v pripadé CD69 postupuje tak, Ze jamky PVC desticek se nejprve
~pokryji* molekulami GIcNAc;;BSA (které na povrchu PVC drzi hydrofobnimi
interakcemi) a potom molekulami BSA, které na povrchu PVC ,blokuje" mista,
ktera neobsadil GIcNAc;;BSA (technické detaily viz. 7.2. Destickové inhibicni
testy na str. 60). Do takto upravené jamky se pfida smés radionuklidem '*°1
znaceného proteinu CD69 a zkoumaného zkoumaného ligandu o urcité
koncentraci — ¢im vétsi afinitu ma zkoumany ligand k proteinu, tim mensi
mnozstvi proteinu se béhem inkubace navaze na GIcNAc;;BSA imobilizovany
na destickach. Po inkubaci se desti¢ky oplachnou pufrem, ve kterém byl test
provadén, vysusSi se a pomoci scintilacniho roztoku se v jamkach meéri
radioaktivita. Inhibice se méfi pri nékolika koncentracich inhibitoru - obvykle
se voli ,desitkové fedéni® - inhibitor je Fedén napf. 10° 10%, 10% 10°% 10* a
10° krat. Z takovych dat je mozné sestrojit inhibi¢ni kfivku a z ni odecist ICso
(platici pro prislusnou koncentraci proteinu).

Procento inhibice se pocita dle nasledujiciho vztahu:
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__ccpm ( jednotlivé méFeni)—ccpm ( pozadi )
ccpm(maximalni ) —ccpm ( pozadi )

Rovnice 1: ccpm (z angl. corrected counts per minute) udava impulsy namérené pristrojem a

prepoctené na rozpady za minutu. Odecet pozadi provadi pfistroj vérdinou automaticky. Hodnotu

ccpm(maximalni) 1ze zjistit tak, ze v jedné sadé se misto fady rlznych koncentraci inhibitoru
pouzije slepy vzorek {napr. voda, pokud jsou inhibitory rozpusténé ve vode).

-100 %

procento inhibice=|1

3.3.4.2. Destickové precipitacni testy

Pri destickovém precipitacnim testu se meéri precipita¢ni krivka stejnym
zpUsobem, jako Ize méFit precipitaéni kFivku pfi sraZeni proteinu protilatkou.
Podminkou pro vytvoreni precipitatu je obecné to, aby jak protein tak i ligand
byly minimalné bivalentni.

Sacharidy OvoTRI-Dimery a SiaTnTRI-Dimery slouzi v precipitacnim testu jako
tzv. molekuldrni pravitka - sacharidovy dimer s dimerizaénim mdstkem
o optimalni délce precipituje protein nejlépe. Tento test je ale vhodné doplnit
o test bunécné aktivace, protoZe receptor vazany na bunéfnou membranu
mlzZe vykonavat pouze laterdlni pohyb. Pravidelné proto pfi téchto testech
vychazi jina optimalni délka dimerizaéniho mustku, vétdinou vé&tsi.

Prakticky se postupuje tak, Ze ligand - OvoTRI-Dimery nebo SiaTnTRI-Dimery
(detaily struktur viz. Obr. 1, 4, 5, 6, 7, a 8 na str. 12 az 16) - se inkubuje
s proteinem, poté se inkubuje se srazecim roztokem (napr. roztok (NH4).S0.
nebo PEG 6000 - koncentrace je optimalizovana tak, Ze podpofi tvorbu
precipitatu, ale zaroven neprecipituje samotny protein) a srazenina se stoci v
centrifuze. V destickovém provedeni se supernatant vyhodi, srazenina
resuspenduje ve srazecim roztoku o optimalizované koncentraci, opét stodi a
supernatant opét vyhodi. Toto promyti se provadi celkem trikrat.

PFi vyhodnoceni vysledkl se vynasi procento vysrazeného proteinu proti
molarnimu  poméru ligand : protein (v logaritmické Skale). Procento
vysrazeného proteinu se zjisti tak, ze se vydéli radioaktivita zmérena v jamce

radioaktivitou, ktera by byla zmérena, kdyby se protein vysrazel ze 100 %.
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3.3.4.3. Rovnovazna dialyza

Rovnovazna dialyza je nejpresnéjsi metoda pro charakterizaci sily vazby
ligandu na protein®®, Jedinym problémem je stanoveni koncentrace ligandu,
coz se reSi tak, Ze napr. v pfipadé vazby sacharidového ligandu na CD69 se
sacharid naznacdi radioaktivhim tritiem a koncentrace je pak mirou
radioaktivity.

Experiment je dobré navrhout napr. tak, aby molarni pomér protein : ligand
byl napr. 20; 6,7; 2,2; 0,74; 0,25; 0,08; 0,03; 0,01 (,trojkové redéni").

Po experimentu v piipadé tritiem znacenych sacharidd, ktery trva obvykle 48
hodin, se odeberou prislusné alikvoty, ve kterych se zméfi radioaktivita,
a radioaktivita se pomoci specifické aktivity (dpm/mol nebo Bg/mol latky)

pirepolte na koncentraci sacharidd.

Pro dalsi vyklad si definujme nasledujici symboly:

[B] = celkova koncentrace obsazenych vazebnych mist, nebo-li koncentrace
vazaného ligandu

[R] = celkova koncentrace neobsazenych vazebnych mist

[F] = koncentrace volného ligandu

[L] = celkovd koncentrace ligandu

[Rr] = celkova koncentrace vazebnych mist

[P] = celkova koncentrace proteinu

ko = disociacni konstanta

ki

k-; = rychlostni konstanta zaniku komplexu ligand - protein

rychlostni konstanta vzniku komplexu ligand - protein

Vypocet vazebnych parametrt z experimentalnich dat:

Pfepokladem je, Ze pfi rovnovaze se rychlost vznikani komplexu rovna
rychlosti rozpadani komplexu:

[FI-[R]-k,=[B]k_,

Rovnice 2: Definice jednotlivych symboll - viz. vy3e.

Z rovnice 2 vyplyva:

FHRI_ K i pyi L)

[B] k., [F]
Rovnice 3: Definice jednotlivych symbold - viz. vyse.
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Dosazenim vztahu pro [R] (viz. vySe, rovnice 3) do vztahu pro stupen
nasyceni (viz. nize, rovnice 4) dostavame:
B]__(Bl __ B __ 1 _ [F] _ [F] _|[B]

Sy et = R T IRI+1B] . 1Bl o kp.. [Fl+ky [Fltky IRy]
[F] [F]

Rovnice 4: Definice jednotlivych symboll - viz. vyse.

Z predchozi rovnice zaroven vyplyva:

| Fl+kp
Rovnice 5: Definice jednotlivych symbold - viz. vyse.

Z rovnice 5 vyplyva, Ze proloZzenim experimentalnich bodd zavislosti
koncentrace vazaného ligandu, [B], na koncentraci volného ligandu, [F],
hyperbolou ziskame jak parametry [Rr], tak kp. Pro vypocet stechiometrie
vazby ligandu na receptor plati tento vztah:

&)
7] , o
Rovnice 6: n je poCet vazebnych mist na receptoru, definice ostatnich symbolu - viz. vyse.

Ziskani parametr( [Rr], ko a n je mozné i pomoci tzv. Scatchardova vynosu,

fitovani dat je v tomto pFipadé ale méné presné nez v predchozim pfipadél®,

takzZe rovnici Scatchardova vynosu uvedme bez dikazu:

et

Rovnice 7: Scatchardlv vynos. Definice jednotlivych symbold - viz. vyse.
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Cile diplomové prace

Izolovat N-glykosidické sacharidy z ovomukoidu pro vazebné studie s

proteinem CD69.

Izolovat O-glykosidické sacharidy z PSM pro vazebné studie s proteinem
CD69.

Provést vazebné studie se sacharidy izolovanymi z ovomukoidu a PSM, se
syntetickymi sacharidy a s dimery syntetickych sacharidd o rlzné délce
dimeriza¢niho mustku.

Ovérit sacharidovou specifitu proteinu CD69.

Porovnat sacharidovou specifitu dvou novych konstruktG CD69NV82
a CD69NS84 s CD69NG70.
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5. Material

5.1. Pouzité pristroje

eAnalytické vahy
eAutomatické pipety
eCentrifuga J2-21
eCentrifuga J-6M
eCentrifuga MPW-365

eCentrifuga stolni, Spectrafuge 16M
eCentrifuga Z 233 MK-2

eDialyzacni trubice (M. “cut off” 10000)
oFiltry PVDF 0,22 um a 0,40 um
oHPLC systém BioSys 510

AND, USA
Gilson, Francie
Beckman, USA
Beckman, USA
Mechanika Precyzyjna,
Polsko

Edison, USA
Hermle, SRN
Sigma, USA
Millipore, USA
Beckman, USA

oHPLC systém Waters 660 Controller, Waters 717 Autosampler, Waters 996

Photodiode Array Detector, program Millenium??

®HTS monochromatorova ¢tecka Safire?
eChladnicka
eChladnicka

Waters Corporation, USA
Tecan, Rakousko
Zanussi, Italie

Skandiluxe, Dansko

eKolona Superformance cartridge 150-16 (15 x 1,6 cm)

Merck, SRN

eKolona Superformance cartridge 150-26 (15 x 2,6 cm)

Merck, SRN

eKolona Superformance cartridge 300-10 (30 x 1 cm)

Merck, SRN

eKolona Superformance cartridge 600-16 (60 x 1,6 cm)

Merck, SRN

eKolona Hibar® RT 250-4 LiChrosorb® DIOL (25 x 0,4 cm)

eLyofilizator Lyovac GT-2
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eMagnetickd michacka MM 2A Laboratorni pfistroje Praha,

CR
®MALDI TOF hmotnostni spektrometr BIFLEX II BRUKER, SRN
eMicrobeta 1450 Trilux Wallac, Finsko
eMrazici box (-20°C) Zanussi, Italie
eMrazici box (-80°C) Ultra Low Revco, USA

eNdstavec pro centrifugaci desti¢ek do rotoru 1JS-5.2
Beckman, USA

eOlejova vyvéva Chirana, CR
eParafilm Sigma, USA
opH metr ©®200 Beckman, USA
ePredvazky HF-1200G AND, USA
oPVC desticky Thermo, USA
eRotor 220.87 VO5/6 Hermle, SRN
eRotor JA25.50 Beckman, USA
eRotor 1JS-5.2 Beckman, USA
eSouprava pro elektroforézu Sigma, USA
eSouprava pro filtraci za snizeného tlaku Sigma, USA
eSpektrofotometr DU70 Beckman, USA
eUltrazvukova lazen KRAINTEK, Slovensko

eUltrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

Cole-Parmer Instrument

Co., USA
eVakuova centrifugacni odparka RC 10.10 Jouan, Francie
eVortexovy mixér 2x3 VELP Scientifica, Italie
eZdroj deionizované vody MilliQ Millipore, USA
eZdroj napéti EPS 500/400 Pharmacia, USA
5.2. Pouzité chemikalie
eAceton Lachema, CR
eAcetonitril Merck, SRN
eAcetonitril Fluka, Svycarsko
e3'-N-acetylneuraminyllaktosa Sigma, USA
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e6'-N-acetylneuraminyllaktosa
e3'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosamin
e6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosamin
eAkrylamid

®APS (peroxodisiran amonny)
eAzid sodny

eBiodegradable Counting Scintillator, NBCS 104
eBromfenolovd modr
en-butylamin

eCoomassie Brilliant Blue R-250
eCpavek, 25 % vodny roztok
eDihydrogenfosfore¢nan draselny
oDTT

®EDTA, disodna sul, dihydrat
eEthanol pro UV spektroskopii
eFenol

oGIcNAc;BSA

eGlukosa, mohohydrat

oGlycerol

eGlycin

eHydrogenfosforecnan disodny
eHydroxid sodny

eChlorid draselny

eChlorid sodny

eChlorid vapenaty

eKyselina N-acetylneuraminova
eKyselina hexaoxojodista
eKyselina chlorovodikova
eKyselina octova

eKyselina trichloroctova
eKyselina sirova
e2-merkaptoethanol

eMethanol

oN N’-methylen-bis-akrylamid
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Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Merck, SRN
Amersham Biosciences, UK
Serva, SRN

Sigma, USA

Serva, SRN
Lachema, CR
Lachema, CR

Fluka, Svycarsko
Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR
Reactivul, Rumunsko
Sigma, USA

Merck, SRN
Lachema, CR

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Reactivul, Rumunsko
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Merck, SRN
Lachema, CR
Avondale Laboratories, UK
Lachema, CR

Merck, SRN

Fluka, Svycarsko
Serva, SRN



®PEG 6000 Lachema, CR

eResorcinol Fluka, Svycarsko

eSDS Jersey Lab Supply, USA
eStandard pro SDS-PAGE Serva, SRN

e TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diamincethan) Serva, SRN

oTris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) Jersey Lab Supply, USA
eTriethylamin Fluka, évycarsko

Vsechny pouzité chemikalie byly nejvyssi komeréné dostupné Cistoty, nejméné

vSak p. a.

5.3. Pouzité proteiny

oCD69NG70 Mgr. Daniel Kavan
eCD69NV82 Mgr. Daniel Kavan
eCD69NS84 Mgr. Daniel Kavan
¢'2I-CD69NG70 Prof. Bezouska

¢ [-CD69NV82 Prof. Bezouska
¢'2’I-CD69NS84 Prof. Bezouska
ePSM Laborator prof. Tiché

5.4. Pouzité sacharidy

eSiaTn Lectinity, Finsko

eSiaTnTRI Lectinity, Finsko

eOvoTRI-Dimer(2) Laborator biotransformaci,
MBU AV CR, v. V. i., prof.
Kien

eOvoTRI-Dimer(4) Laborator biotransformaci,
MBU AV CR, v. V. i., prof.
Kren

eOvoTRI-Dimer(6) Laboratof biotransformaci,
MBU AV CR, v. v. i., prof.
Kren

35



eSiaTn-Dimer(2) Lectinity, Finsko

eSiaTn-Dimer(4) Lectinity, Finsko
eSiaTn-Dimer(6) Lectinity, Finsko
eSiaTnTRI-Dimer(2) Lectinity, Finsko
eSiaTnTRI-Dimer(4) Lectinity, Finsko
eSiaTnTRI-Dimer(6) Lectinity, Finsko

oGlcNAcal—3(GIcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNAc Mgr. Anna

Kovarova-Rohlenova, PhD

5.5. Pouzité enzymy

ePNGasa F (500000 jednotek/ml) New England Biolabs, UK

5.6. Pouzité protilatky

emonoklonalni protilatka proti CD69 BD Biosciences, USA

5.7. Pouzité nosice do kolon

eSephadex G-15 Amersham Biosciences, UK
eSP-Sepharosa FF Amersham Biosciences, UK
oLiChroprep RP-18, 5 - 20 pm Merck, SRN

5.8. Pouzité pufry

eAcetatovy pufr: kyselina octova o pozadované koncentraci titrovana
hydroxidem sodnym

ePBS: fosfatovy pufr, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM KH,PO,, 10,1 mM
Na,HPO,, pH 7,4
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5.9. Pouzité roztoky a cinidla

5.9.1. Stanoveni sacharidi

5.9.1.1. Stanoveni hexos (volnych i vazanych)

estandard glukosy: 502 pg/ml
efenolové Cinidlo: 5 % fenol (w/v)

ekoncentrovana kyselina sirova

5.9.1.2. Stanoveni vazanych a celkovych kyselin
sialovych

estandard fetuinu: 20 nmol/ml

estandard kyseliny N-acetylneuraminové: 100 pg/ml (=0,32 pmol/ml)

ekyselina jodista: 40 mM

eresorcinolové Cinidlo: 0,60 g resorcinolu + 6,1 mg CuS04:5H,0 + 40 ml H,0O
+ 60 ml konc. HCI

5.9.2. De-N-glykosylace glykoproteini

10 x Glycoprotein Denaturing Buffer [5 % SDS, 0,4M DTT]

New England Biolabs, UK
oNP-40 (10 %) New England Biolabs, UK
e10 x G7 Reaction Buffer[1 x G7 Reaction Buffer = 50 mM Na,HPO. pH 7,5]

New England Biolabs, UK

5.9.3. SDS-PAGE

e\/zorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris (pH = 6,8), 100 mM
DTT, 10 % glycerol, 2 % SDS, 0,01 % bromfenolovd modr
eV/zorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris (pH = 6,8), 10 %

glycerol, 2 % SDS, 0,01 % bromfenolova modrf
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5% gel pro SDS-PAGE (zaostrovaci): destilovana voda (1,4 ml), 30 %
akrylamidovy mix (0,33 ml), 1 M Tris (pH=6,8) (0,25 ml), 10 % SDS (0,02
ml), TEMED (0,004 ml), 10 % APS (0,02 ml)

eElektrodovy pufr: 0,25 M Tris, 0,25 M glycin, 0,1 % SDS, pH = 8,3

eAkrylamidovy mix: 30 % akrylamid, 1 % N,N’-methylen-bis-akrylamid

eMarker pro SDS elektroforézu: BSA (66 kDa), ovalbumin (45 kDa),
trypsinogen (24 kDa), lysozym (14,3 kDa) (koncentrace jednotlivych protein{
0,2 mg/ml)

eBarvici roztok pro SDS elektroforézu: 45 % MeOH, 10 % kyselina octova ,
0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250

eFixacni a odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu: 35 % EtOH, 10 %
kyselina octova

eRoztok pro skladovani polyakrylamidovych geld: 1 % kyselina octova (v/v)
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6. Metody

6.1. Sacharidové slozky ovomukoidu

6.1.1. Ziskani frakce obsahujici ovomukoid
srazenim

Bylo rozklepnuto 20 slepitich vajec a oddélen bilek od Zloutku. Bilek byl
rozmichan na magnetické michacce. Pridanim 600 ml smési acetonu a 0,5 M
kyseliny trichloroctové v objemovém pomeéru 2 : 1 bylo snizeno pH na 3,0 (dle
protokolu mélo byt 3,5), &imZ se objevila bild srazenina (bylo tfeba dikladné
michani). Smeés byla umisténa na 50 min do 4 °C a poté centrifugovana 20
min pfi 4000 ot./min na centrifuze Beckman J-6M, rotor JS-5.2. Supernatant
mél dle protokolu obsahovat ovomukoid.

Supernatant byl prefiltrovan pres filtracni papir. Pro ziskani frakce obsahujici
ovomukoid bylo provedeno srazeni acetonem - za intenzivniho michani bylo
pridano 860 ml acetonu, ¢imZ vznikla opét srazenina. Smés byla umisténa na
1,5h do 4 °C a poté centrifugovdna 20 min pFi 4000 ot./min na centrifuze
Beckman J-6M, rotor JS-5.2. Supernatant byl vyhozen a srazenina smisena s
priblizné stejnym mnoZstvim acetonu, dikladné rozmichéna a piefiltrovéna na
Blichnerové nalevce. Kromé jemné sraZeniny se objevili i vétsi sklovité kusy,
které nebyly pouzity k dalSimu zpracovani. Bila srazenina vazila po vysuseni
3,32 g (15 min pri 50 °C).

Srazenina byla rozpusténa v 50 ml 25 mM acetatového pufru o pH 4,5 a pres
noc dialyzovana v dialyzacni trubici s ,cut-off* 10 000 Da proti 2 | tohoto pufru
(pro odstranéni acetonu). Poté byla dialyza opakovdna jesté jednou,
pfi stejném mnozZstvi a sloZeni vnéjsiho média, 6 h. Béhem dialyzy se objevila
srazenina, kterd byla odstranéna centrifugaci 30 min pri 20000 ot./min na
centrifuze Beckman J2-21, rotor JA25.50. Supernatant byl vzorkem pro

nasledujici krok.
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6.1.2. Kontrola prtibéhu srazeni ovomukoidu
pomoci SDS-PAGE

Kontrola prib&hu sraZeni ovomukoidu byla provedena pomoci SDS-PAGE.
SraZzeniny po prvnim srazeni a srazenina vznikla zavérecnou dialyzou vzorku
(pro naslednou lyofilizaci a HPLC purifikaci, viz. vysSe) byly rozpustény
v jedenkrat koncentrovaném redukujicim vzorkovém pufru pro SDS-PAGE,
alikvoty supernatantl po prvnim a druhém sraZeni byly smiseny se stejnym
objemem  dvakrat koncentrovaného redukujiciho vzorkového pufru
pro SDS-PAGE.  Vzorky  byly pred nanesenim povareny 5 min
v mikrozkumavkach a stoCeny na centrifuze Spectrafuge 16M pfi 10000
ot./min, 5 min. Jako standard byla pouZita smés proteinl o molekulovych
hmotnostech 66, 45, 24 a 14 kDa (detaily viz. 5.9. Pouzité roztoky a ¢imiciis na
str. 37). Pifed zaputovanim vzorkQ do separaniho gelu bylo na zdroji

nastavené napéti 80 mV, po zaputovani bylo zvy$eno na 150 mV.

6.1.3. Purifikace ovomukoidu

Se vzorkem (viz. vyse) byla provedena anexova chromatografie na HPLC
systému Beckman Biosys 510 na koloné o rozmérech 15 x 1,6 cm s naplni
SP-Sepharosa FF. Jako solvent A poslouzil 25 mM acetatovy pufr o pH 4,5 a
jako solvent B 25 mM acetatovy pufr o pH 4,5 a s 1 M NaCl. Vzorek se na
kolonu nanasel, kdyz byla ekvilibrovana solventem A. Po naneseni vzorku byla
kolona promyvana jesté 15 min solventem A, poté byl zahajen 40 min gradient
do 60 % solventu B. Pritok byl nastaven na 4 ml/min. Kontinualni
spektrofotometricka detekce byla provadéna ptfi 280 nm. Solventy byly pro
chromatografii filtrovany pres 0,40 pm PVDF membranu.

Chromatografie vy$la na asi deset bé&hud. Frakce pfiisludejici ovomukoidu z
jednotlivych chromatografickych b&hd (dohromady jich bylo pfiblizné deset)
byly spojeny po kontrole pomoci SDS-PAGE (viz. 6.1.4. Kontrola cisrony
ovomukoidu pomoci SDS-PAGE na str. 41) a dialyzovany dvakrat proti 10 |
deionizované vody - jednou 4 hodiny a poté pres noc (celkovy objem roztoku
ovomukoidu k dialyze byl asi 150 ml). Dialyzat byl lyofilizovdn ve sklenéné

bance. Lyofilizat vazil priblizné 1,0 g.
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6.1.4. Kontrola Cistoty ovomukoidu pomoci
SDS-PAGE

Kontrola Cistoty ovomukoidu byla provedena pomoci SDS-PAGE na 15 % gelu.
Z prislusnych frakci bylo odebrano po 5 pul, pfidano po 5 pl dvakrat
koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE, vzorky povafeny 5 min
v mikrozkumavkach a stoeny na centrifuze Spectrafuge 16M pfi 10000
ot./min, 5 min. Jako standard byla pouZita smés proteini o molekulovych
hmotnostech 66, 45, 24 a 14 kDa (detaily viz. 5.9. Pouzité roztoky a “irdia na
str. 37). Pred zaputovanim vzork( do separaénim gelu bylo na zdroji

nastavené napéti 80 mV, po zaputovani bylo zvyseno na 150 mV.

6.1.5. Deglykosylace ovomukoidu

Priblizné 0,5 g lyofilizadtu ovomukoidu bylo rozpusténo v 9 ml vody a rozdéleno
do dvou zkumavek na 10 ml. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 0,5 ml
»Glycoprotein Denaturing Buffer" (glykoprotein denaturujiciho pufru),
zkumavky uzavreny parafilmem a inkubovany 8 minut na vafici vodni lazni.
Poté nasledovalo ochladnuti pri laboratorni teploté. Do kazdé zkumavky bylo
pridano po 0,5 ml 10 % NP-40, 0,5 ml ,10 x G7 Reaction Buffer" (reakéniho
pufru), 25 pl roztoku enzymu PNGasa F (koncentrace 500000 jednotek/ml) a
25 ul 1 M NaN; (podle Udaji vyrobce ma deglykosylace probihat v 50 mM
fosfatovém pufru a 1 % NP-40 pii pH 7,5). Zkumavky byly opét uzavreny
parafiimem a umistény do 37 °C na tfi dny. Detergent NP-40 se do
deglykosylacéni smési pridava proto, aby chranil deglykosylacni enzym

PNGasa F v pfitomnosti SDS a umoznil tak jeho enzymatickou aktivitu.
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6.1.6. Kontrola stupné deglykosylace pomoci
SDS-PAGE

Po trech dnech inkubace deglykosylacni smési byla provedena kontrola
prdbéhu deglykosylace pomoci SDS-PAGE na 15 % separaénim a 5 %
zaostrovacim gelu. Jako kontrola poslouzil ovomukoid ziskany v pfedchozim
kroku - naneseno bylo 5 ul v neredukujicim vzorkovém pufru pro SDS-PAGE,
koncentrace byla 6 pg/5 ml. Z deglykosyla¢ni smési bylo pro analyzu odebrano
5ul z kazdé zkumavky. K 5ul vzorku bylo pfidéno 5 pul dvakrat
koncentrovaného neredukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Na gel bylo
naneseno 5 ul, tedy polovina. Vzorky byly pfed nanesenim povareny 5 min
v mikrozkumavkach a stoeny na centrifuze Spectrafuge 16M pfi 10000
ot./min, 5 min. Jako standard byla pouZita smés proteind o molekulovych
hmotnostech 66, 45, 24 a 14 kDa (detaily viz. 5.9. PouZité roztoky a ¢inicil na
str. 37). Pred zaputovanim vzorkl do separainiho gelu bylo na zdroji

nastavené napéti 80 mV, po zaputovani bylo zvySeno na 150 mV.

6.1.7. Odstranéni detergent

Nejprve bylo potfeba z deglykosylacni smési odstranit proteiny (zejména
deglykosylovany ovomukoid), coz bylo provedeno srazenim ethanolem v
poméru k deglykosylacni smési 2 : 1 (v/v). Po pridani ethanolu byla smés
umisténa na 3 h do 4 °C. Nasledovala centrifugace pfi 4 °C, 10000 ot./min,
30 min na pristroji MPW-365. Supernatant byl pfeveden do 2 | banky, zmrazen
a vzorek byl lyofilizovan na pfistroji Lyovac GT-2. Lyofilizat byl rozpustén ve 4
ml 5 % ethanolu a pred chromatografii centrifugovan 15 min pfi 15000 ot./min
a 4°C na pristroji Hermle Z233 MK-2, rotor 220.87 VO5/6.

Se vzorkem byla provedena chromatografie na obracené fazi na pfristroji
Beckman Biosys 510. K separaci byla pouzita kolona o rozmérech 30 x 1 cm
s nosi¢em LiChroprep RP-18 o velikosti c¢astic 5-20 pm. Kolona byla
ekvilibrovédna 5 % ethanolem pfi prdtoku 1 ml/ml. Po naneseni vzorku byly
zachovany izokratické podminky eluce tak dlouho, dokud se z kolony néco
vymyvalo. Poté byla promyta 20 % ethanolem pfi pratoku 2,5 ml/min, &imz

byly z kolony odstranény detergenty. Kontinualni spektrofotometricka detekce
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byla provadéna pfi 210 nm. Frakce pfrislusejici prvnimu elu¢nimu vrcholu

(obsahujici sacharidy), byly spojeny a lyofilizovany v 1 | barce.

6.1.8. Kontrola pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie

To jestli prvni eluéni vrchol z chromatografie na obracené fazi (viz.
6.1.7. Odstranéni detergentl na str. 42) skuteéné prislusi sacharidim, bylo
potvrzeno MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Méfeni bylo provedeno v

pozitivnim mddu za pouziti matrice kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové.

6.1.9. Odsoleni

Fosfatovy pufr, ktery byl pouzit pfi deglykosylaci byl odstranén gelovou
permeacni chromatografii na pristroji Beckman Biosys 510 na koloné
orozmérech 30 x1cm s naplni Sephadex G-15. Lyofilizat (viz.
6.1.7. Odstranéni detergent( na str. 42) byl rozpudtén v 1,75 ml vody. Prdtok
byl nastaven na 1 ml/min (tento nosi¢ vydrzi tlak do 1 MPa) a detekce
provadéna pfi 210 nm. Zaroven byla mérena vodivost, aby bylo mozné
rozeznat elucni vrchol pfislusejici fosfatovému pufru. Pfislusné frakce byly

spojeny a lyofilizovany na pristroji Jouan RC 10.10.

6.1.10. Separace jednotlivych oligosacharidi

Lyofilizat byl rozdéleny do dvou rovnych dild a kazdy dil byl rozpustén nejprve
ve 400 yl vody a poté bylo pridano 1,2 ml acetonitrilu. Objevil se zakal,
protoze v této koncentraci byly sacharidy zfejmé v 75 % acetonitrilu
nerozpustné. Roztoky byly proto titrovany vodou po 50 pl. Mezi kazdym
pridavkem byly roztoky michany a sonikovany na uitrazvukové lazni. Celkem
bylo pridano 400 pl, takZe vysledné roztoky byly tvofeny 60 % acetonitrilem
(v/v).

Separace sacharidd byla provedena na kolon& o rozmérech 25 x 0,4 cm s

nosi¢em LiChrosorb DIOL 5 um. Jako solvent A byl pouzit 75 % acetonitril
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(v/v), jako solvent B 50 % acetonitril. Pritok byl nastaven na 1 ml/min (tlak
kolisal podle slozeni mobilni faze mezi asi 10 - 14 MPa). Po naneseni vzorku
nasledovalo 10 min izokratické eluce solventem A, poté byl zahajen 90 min
gradient do 40 % solventu B. K reekvilibraci kolony solventem A postacilo
20 min. Vzorku bylo celkem 4 ml, coz vyslo asi na 14 chromatografickych
b&hd. V prvnim analytickém béhu bylo na kolonu nanesen asi 1 mg smési

sacharidd, pfi daldich chromatografiich bylo nanaseno asi 8 mg sacharidd.

6.1.11. Kontrola stupné separace pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Elu¢nim  vrcholdm  pfisludejicim  triantendrnimu  a pentaantenarnimu
N-glykosidickému sacharidu (struktury viz. Obr. 1 a2 na str. 12 a 13) byla
vénovana nejvétsi pozornost - kazdy chromatograficky béh byl provéren
MALDI-TOF  hmotnostni  spektrometrii. Eluéni  vrcholy  prislusejici
tetraantenarnimu N-glykosidickému sacharidu a pentaantenarnimu
N-glykosidickému sacharidu s galaktosou (struktury viz. Obr. 1 a 2 na str. 12
a 13) byly MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii provéreny jen u jednoho
chromatografického béhu,

Frakce prislusejici triantenarnimu, tetraantendrnimu a pentaantenarnimi
N-glykosidickému sacharidu a pentaantenarnimu N-glykosidickému sacharidu s

galaktosou byly spojeny a lyofilizovany.

6.1.12, Stanoveni hexos (vazanych i volnych)

Lyofilizaty byly rozpustény ve vodé a v alikvotech bylo provedeno stanoveni
hexos pomoci 5 % fenolu (w/v) a koncentrované kyseliny sirové: Pripravil
jsem si standardy o koncentraci glukosy 502 pg/ml, 402 pg/ml, 301 pg/ml,
201 pg/ml a 100 pg/ml. Ze standardl jsem odebral do mikrozkumavek
na 1,5 ml po 100 ul, pridal po 100 pl 5 % fenolu (v/v), poté mikrozkumavky
zavrel, promichal jednu po druhé a vSechny opét otevrel. Po pfridani 500 pli

koncentrované kyseliny sirové jsem mikrozkumavku zavfel a obsah asi 5s
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protfepaval. Stejné jsem postupoval se vzorky (postup byl velmi zavisly na

presnosti provedeni).

6.2. Izolace sacharidi z PSM

Izolace sacharidd z PSM nebyla Uspésnd, viz. 8. Diskuze na str. 70. Uspésné
bylo provedeno jen stanoveni kyselin sialovych, jak vazanych, tak volnych

(viz. nize).

6.2.1. Stanoveni vazanych a celkovych kyselin
sialovych perjodat resorcinolovou metodou

Stanoveni bylo provadéno nasledujicim zdsobem:

Objem vzorku byl dopInén vodou na 500 pl.

Pridano 100 pl 40 mM kyseliny hexaoxojodisté.

Smés inkubovana 70 min pfi 37 °C (pro stanoveni vazanych kyselin

sialovych) nebo 35 min pfi 0°C (pro stanoveni celkovych kyselin

sialovych).

Pridano 1,25 ml resorcinolového Cinidla.

Inubace 5 min pfi 0 °C (pro ustaleni zabarveni).

Inkubace 15 min pfi 100 °C.

Ochlazeni vodou z vodovodu.

Pridani 1,25 ml terciarniho butylalkoholu.

Inkubace 3 min pfi 37 °C, dikladné promichani pfed i po inkubaci.

Ochladnuti na laboratorni teplotu.

Zmérena absorbance vysledné smési pfi 630 nm.
Pro kalibracni kfivku v pripadé vazanych kyselin sialovych byl pouzit standard
fetuinu o koncentraci 20 nmol/ml - nerfedény a redény do koncentraci
12 nmol/ml, 4 nmol/ml a 2 nmol/ml.
Pro kalibracni kfivku v pfipadé celkovych kyselin sialovych byl pouZit standard
kyseliny N-acetylneuraminové o koncentraci 100 pg/ml (0,32 pmol/ml) -
neredény a redény do koncentraci 80 pg/mi, 60 pg/ml, 40 ug/ml, 20 ug/ml,
10 ug/ml a 2 ug/mil.
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6.3. Destickové inhibic¢ni testy

Nejprve je potfeba PVC desticky s jamkami s kulatym dnem ,pokryt"
vysokoafinitnim ligandem - v pripadé CD69 to byl GIcNAc;;BSA. Roztok
GIcNAc;;BSA o koncentraci 0,1 mg/ml byl do kazdé jamky napipetovan v
mnozstvi 50 pl a desticky byly inkubovany minimalné hodinu az dvé pri 4 °C,
vétsinou ale pfes noc. Po inkubaci byl roztok odstranén pipetou a desticky
trikrat oplachnuty pufrem PBS. Do kazdé jamky bylo napipetovdno 150 pl
2 % BSA (w/v) a desticky byly minimalné hodinu inkubovany pFi 4 °C. Poté byl
2 % BSA odstranén pipetou a destiCky opét tfikrat oplachnuty pufrem PBS. Do
kazdé jamky pak byl napipetovano 50 ul inhibitoru o pfislusné koncentraci
(viz. nize) a 50 yl proteinu CD69 (konstrukty CD69NG70, CD69NV82 nebo
CD69NS84) o koncentraci 1,0 pug/ml (a specifické aktivité 1,7 - 10° Bq). Po
inkubaci dvé hodiny pfi 4 °C byla smés odstranéna, desticky oplachnuty trikrat
nebo Ctyfikrat pufrem PBS a desticky byly umistény do 37 °C (pfes noc).
Inhibitor byl koncentrovany napf. tak, ze vychozi roztok byl 20 uM a tudiz po
smiseni se stejnym objemem roztoku proteinu byla koncentrace inhibitoru
10 pM. Inhibitor o fadé koncentraci 20 uM, 2,0 M, 0,20 uM, 20 nM, 2,0 nM,
0,20 nM byl pfipraven bud’ pfimo na destickach (coZz neni vyhodné zejména
pro nékolikeré opakovani) nebo ve vétSim mnozstvi predem v
mikrozkumavkach (coz je vyhodné pro nékolikanasobné opakovani). Technicky
bylo tohoto ,desitkového redéni" dosazeno tak, ze do mikrozkumavky s 1 ml
vody bylo napipetovdano 1/9 ml vychoziho roztoku, obsah se promichal,
odebralo se 1/9 ml tohoto (oproti vychozimu roztoku desetkrat zredéného)
roztoku, pridalo do dalsi mikrozkumavky s 1 ml vody, atd.

Do kazdé jamky ususenych desticek bylo napipetovano 100 ul scintilacniho
roztoku, desticky byly prelepeny lepici paskou a byla zmérena radioaktivita na

scintilacnim pocitaci Microbeta 1450 Trilux.
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6.4. Destickové precipitacni testy

6.4.1. Optimalizace koncentrace srazeciho

roztoku

Byly testovany nasledujici srazeci roztoky:

0,5 M (NH4):SOs4

1,0 M (NH4):SOa4

1,5 M (NH.),SO0.

2,0 M (NH.),SO0,

5 % PEG 6000 (w/v)

10 % PEG 6000 (w/V)

15 % PEG 6000 (w/V)

20 % PEG 6000 (w/v)

Optimalni koncentrace srazeciho roztoku byla zjisténa tak, ze ke 20 pl proteinu
1251-CD69NG70 o koncentraci 0,50 pug/ml (a specifické aktivité 1,7 - 10° Bq)
bylo v 5 ul pfidano ekvimolarni mnozstvi monoklonalni protilatky proti CD69,
smés byla inkubovana minimalné 30 min pfi 4 °C, pfidan srazeci roztok v
mnozstvi 25 pl (takZe se dvakrat naredil!) a smés inkubovana minimalné dvé
hodiny pti 4 °C. Poté byla desticka centrifugovana na pfistroji Beckman J-6M,
rotor JS-5.2, 10 min pfi 2500 ot./min. Supernatant byl odstranén, nasledovalo
promyti 50 ul srazeciho roztoku o prislusné koncentraci (v tomto kroku byla
koncentrace srazeciho roztoku dvakradt vyssi nez pri inkubaci s roztokem
proteinu, viz. 8. Diskuze na str. 70) a opét centrifugace. Toto promyti bylo
provedeno tfikrat. Nakonec byly desticky ususeny pfi 37 °C (pres noc). Do
kazdé jamky bylo napipetovano 100 ul scintilaéniho roztoku, desticky
prelepeny lepici paskou a zmérena radioaktivita na scintilaénim pocitaci
Microbeta 1450 Trilux. Ukazalo se, ze nejvétsi mnozstvi srazeniny se objevilo
pFi pouziti 10 % PEG 6000.
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6.4.2. Vlastni precipitacni test

Nejprve byly pfipraveny koncentraéni fady sacharidovych ligandd proteinu
CD69NG70 (OvoTRI-Dimery a SiaTnTRI-Dimery): 1,5 uM, 0,50 M, 0,17 uM,
56 nM, 19 nM. Technicky bylo toto ,trojkové fedéni" provedeno nasledovné:
Do mikrozkumavky s 1 ml vody bylo napipetovano 1/2 ml vychoziho roztoku,
obsah se promichal, odebralo se 1/2 ml tohoto (oproti vychozimu roztoku
trikrat zredéného) roztoku, pridalo do dalsi mikrozkumavky s 1 ml vody, atd.
Test byl navrzen tak, Ze k 20 ul proteinu o koncentraci 0,5 ug/ml bylo pridano
20 pl sacharidového ligandu o prislusné koncentraci (viz. vySe). Desticka byla
inkubovana pFi 4 °C minimalné pdl hodiny. Poté byl pfidan srazeci roztok -
10 yl 40 % PEG 6000, vysledna koncentrace PEG 6000 byla tudiz 8 %.
Desticky byly inkubovany minimalné dvé hodiny pfi 4 °C. Dalsi postup byl
stejny jako pfi optimalizaci koncentrace sraZzeciho roztoku (viz. vySe,
6.4.1. Optimalizace koncentrace srazeciho roztoku), s tim rozdilem, Ze jamky
byly promyvany 50 pl smési 40 %PEG 6000 a PBS v objemovém poméru
1:4.
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7. Vysledky

7.1. Sacharidové slozky ovomukoidu

7.1.1. Ziskani frakce obsahujici ovomukoid
srazenim

PFi kontrole pribéhu frakéniho srazeni vajeéného bilku se ukazalo (viz. nize,
Obr. 11), ze sice velké mnoZstvi ovomukoidu se srazilo jiz pri prvnim srazeni,
ale srovnatelné mnozstvi z(stalo v supernatantu, které se navic zcela srazilo
pfi druhém srazeni (je mozné, ze to bylo odchylkou od protokolu, viz.
8. Diskuze na str. 70). Dale se ukazalo, ze pri zadvérecné dialyze se sice urcité

mnozstvi ovomukoidu vysrazelo, ale jeho zastoupeni ve srazeniné bylo vyrazné

v v o r . ’
mensi nez v puvodnim dialyzatu.
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Obr. 11: Elektroforeticka kontrola srazeni ovomukoidu. Jednd se o SDS-PAGE, na 15 % gelu,
detekce provedena pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250, vzorky naneseny v redukujicim
vzorkovém pufru pro SDS-PAGE. V draze M je nanesen marker, v draze 1 precipitdt po prvnim
srazeni (smeési acetonu a 0,5 M kyseliny trichloroctové v objemovém poméru 2: 1), v draze 2
supernatant po prvnim srazeni, v draze 3 supernatant po druhém srazeni (acetonem) a v draze 4
srazenina, ktera se objevila pfi zavérecném odsoleni vzorku dialyzou {pro naslednou lyofilizaci
a purifikaci pomoci HPLC).
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7.1.2. Purifikace ovomukoidu

Ovomukoid se podarilo purifikovat katexovou chromatografii (viz. nize, Obr.
12), coz bylo potvrzeno i pomoci SDS-PAGE (viz. Obr. 13 na str. 51). Protoze
purifikace vy$la na nékolik chromatografickych b&h(, byly pied spojenim frakci
provéfeny i frakce jednotlivych chromatografickych b&hd (viz. Obr. 14 na

str. 51).
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Obr. 12: Purifikace ovomukoidu. Elu¢ni profil katexové chromatografie v provedeni na HPLC
systému. Precipitdt vaje¢ného bilku obsahujici ovomukoid byl rozpustén v 25 mM acetatovém
pufru o pH 4,5 (solvent A) a nanesen na kolonu o rozmérech 15 x 1,6 cm s nosi¢em SP-Sepharosa
FF. Po 15 minutach pfi prltoku 4 mi/min solventu A byl nastartovan gradient do 60 % solventu B
(25 mM acetatovy pufr o pH 4,5, 1 M NaCl) béhem 40 minut. Detekce byla provadéna
spektrofotometricky pfi 280 nm. Rozsah absorbance je 2. Ovomukoid se eluoval pfiblizné pfi 40 %
solventu B.
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Obr. 13: Elektroforeticka kontrola cistoty ovomukoidu, purifikovaného gradientovou
kationtové vyménnou chromatografii. Jednd se o SDS-PAGE, na 15 % gelu, detekce provedena
pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250, vzorky naneseny v redukujicim vzorkovém pufru pro
SDS-PAGE. V draze M je nanesen marker, v drahach 1, 2, 3 frakce prislusejici elu¢nimu vrcholu
ovomukoidu pfi chromatografii na SP-Sepharose FF (viz.vyse, Obr. 12).
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Obr. 14: Elektroforeticka kontrola ¢istoty ovomukoidu, purifikovaného gradientovou
kationtové vyménnou chromatografii. Jedna se o SDS-PAGE, na 15 % gelu, detekce provedena
pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250, vzorky naneseny v redukujicim vzorkovém pufru pro
SDS-PAGE. V draze 1 je nanesen marker, v drahdch 2 a 5 az 28 frakce pfisludejici elu¢nim
vrcholdm ovomukoidu z jednotlivych chromatografickych béhd. Pro dalsi zpracovani byly spojeny
frakce, které jsou zde na gelu reprezentovany drahami 2, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15-20a 22 -
28 (vzorky prislusejici drahdam 7, 11 a 21 tedy pouzity nebyly).
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7.1.3. Deglykosylace ovomukoidu

Metodou SDS-PAGE bylo ovéreno, ze deglykosylace ovomukoidu PNGasou F
probéhla prakticky kvantitativné (viz. nize, Obr. 15).
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Obr. 15: Elektroforeticka kontrola stupné deglykosylace ovomukoidu. Jednd se o
SDS-PAGE, na 15 % gelu, detekce provedena pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250, vzorky
naneseny v neredukujicim vzorkovém pufru pro SDS-PAGE. V draze M je nanesen marker, v draze K
kontrola (purifikovany ovomukoid), v drahdch 1 a 2 vzorky z 1. a 2. ¢asti deglykosylacni smési
(smés bylo tfeba z technickych divodd rozdélit do dvou zkumavek). Je evidentni, ze vzorku bylo
dodrdhy 1 a2 naneseno prilis (mnohem vice neZ kontroly), ¢imZ vynikla pravdépodobnd
kontaminace ovalbuminem, jehoz molekulovd hmotnost je 45 kDal®”, viz. také 8. Diskuse na
str. 70.
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7.1.4. Purifikace N-glykosidickych sacharidl
odstépenych z ovomukoidu

Sacharidy byly Usp&sné oddéleny od detergentl pouzitych pfi deglykosylaci
(viz. nize, Obr. 16) chromatografii na obracené fazi.

0,94
Oligosacharidy =~ Detergenty

[ |
) ; X
o .
c ;
© b ,
s \
= | |
2 L |
< - |

\ i
! \‘ i e\‘
/ | \\
0_ o = \\rwv-m... v 3 B S—

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Cas [min]

Obr. 16: Purifikace oligosacharidi od$tépenych z ovomukoidu. Elu¢ni profil chromatografie
na obracené fazi v provedeni na HPLC systému. Na kolonu o rozmérech 30 x 1 ¢m s nosi¢em
LiChroprep RP-18 o velikosti ¢astic 5-20 um bylo naneseno pfiblizné 34 mg sacharid, material byl
pro tuto chromatografii rozpustén v 5 % ethanolu (v/v). Solventem A, ve kterém byla provedena
izokratickd eluce oligosacharidl pfi pritoku 1 ml/min, byl 5 % ethanol (v/v), solventem B, kterym

byly z kolony vymyty detergenty pfi prltoku 2,5 ml/min, byl 20 % ethanol. Detekce provadéna
spektrofotometricky pfi 210 nm.
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Po odstranéni detergentl byla provedena kontrola MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii, ktera prokazala, Ze byly ziskany pozadované sacharidy (viz.
nize, Obr. 17).
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Obr. 17: Kontrola purifikace oligosacharidi pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Namérené hmoty oligosacharidl odpovidaji jejich sodnému aduktu [M + Na]*.
Legenda k znackédm jednotlivych monosacharidi je v obrazku. Analyza byla provedena po separaci
oligosacharidd od detergent.
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Nakonec byly sacharidy i Uspésné odsoleny na koloné s nosicem Sephadex
G-15 (viz. nize, Obr. 18). Po odsoleni vzorku kontrola MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrii jiz provadéna nebyla (viz. 8. Diskuze na str. 70).
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Obr. 18: Odsoleni oligosacharidi od$tépenych z ovomukoidu. Elu¢ni profil gelové filtrace v
provedeni na HPLC systému. Na kolonu o rozmérech 30 x 1 cm s nosiCem Sephadex G-15 bylo
naneseno pfiblizné 45 mg smési sacharidl, materidl byl pro tuto chromatografii rozpustén ve
vodé. Jako mobilni faze poslouzila voda, pfi pritoku 1 ml/min. Detekce provadéna
spektrofotometricky pfi 210 nm. Sipka vyznacuje signal ve vodivosti naznalujici pfitomnost soli.
Pro dalsi zpracovani tedy byly spojeny frakce prislusejici intervalu vyznacenému Cernymi kolecky
(o spravnosti tohoto rozhodnuti viz. 8. Diskuze na str. 70).
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7.1.5. Separace N-glykosidickych sacharidi
odstépenych z ovomukoidu

Na zakladé kontroly MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (viz. Obr. 21, 22,
23, 24 na str. 57 az 59) lze konstatovat, Ze N-glykosidické sacharidy
ovomukoidu byly uspésné rozdéleny na diolové koloné (chromatogramy viz.

nize, Obr. 19 a 20), i kdyz s urcitymi vyhradami, viz. 8. Diskuze na str. 70.
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Obr. 19: Separace jednotlivych oligosacharidd - analytickd nanaska. Elu¢ni profil
gradientové chromatografie na normalni fazi v provedeni na HPLC systému pfi pracovnim tlaku 10
- 14 MPa. Na kolonu o rozmérech 25 x 0,4 ¢cm s nosi¢em LiChrosorb DIOL 5 um byl nanesen
pfiblizné 1 mg smési sacharidd, rozpusténého v pfiblizné 60 % acetonitrilu (v/v). Jako solvent A byl
zvolen 75 % acetonitril (v/v), jako solvent B 50 % acetonitril {v/v). Po naneseni vzorku nasledovalo
jeSté 10 min izokratické eluce solventem A pfi pratoku 1 mi/min, poté devadesatiminutovy
gradient do 40 % solventu B. Detekce provadéna spektrofotometricky pfi 210 nm.
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Obr. 20: Separace jednotlivych oligosacharidu - preparativni nanaska. Elu¢ni profil
gradientové chromatografie na normalni fazi v provedeni na HPLC systému pri pracovnim tlaku 10
- 14 MPa. Na kolonu o rozmeérech 25 x 0,4 ¢cm s nosiCem LiChrosorb DIOL 5 um bylo naneseno
priblizné 8 mg smési sacharidd, rozpusténych v priblizné 60 % acetonitrilu (v/v). Jako solvent A byl
zvolen 75 % acetonitril (v/v), jako solvent B 50 % acetonitril (v/v). Po naneseni vzorku nasledovalo
jesté 10 min izokratické eluce solventem A pfi pritoku 1 ml/min, poté devadesatiminutovy
gradient do 40 % solventu B. Detekce provadéna spektrofotometricky pri 210 nm. Jednotlivé piky
byly prifazeny jednotlivym oligosachariddm prfi pozdéjsi kontrole MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii - viz. Obr. 21, 22, 23, 24 a 17. Cernymi kole¢ky je vyznacen pFiblizny sbér frakci.
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Obr. 21: Kontrola separace jednotlivych oligosacharidi na koloné s nosi¢em LiChrosorb
DIOL 5 pm MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Hodnota m/z namérend pro triantenarni N-
glykosidicky oligosacharid odpovidd monosodnému aduktu [M + Nal* a vtomto pfipadé
predstavuje 99,92 % teoretické primérné hmoty. Legenda k znackam jednotlivych monosacharidi

je v obrazku.
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Obr. 22 Kontrola separace jednotllvych ollgosacharldu na koloné s nosi¢em LiChrosorb
DIOL 5 pm MALDITOF hmotnostni spektrometrii. Hodnota m/z naméfena pro izoformu
tetraantendrniho  N-glykosidického oligosacharidu (v obrazku sacharid vlevo) odpovida
monosodnému aduktu [M + Na]* avtomto pripadé predstavuje 99,91 % teoretické primérné
hmoty. Legenda k znac¢kam jednotlivych monosacharidd je v obrazku.
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Obr. 23: Kontrola separace jedn tllvych ollgosacharldu na koloné s nosicem LiChrosorb
DIOL 5 pum MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Hodnota m/z naméfena pro pentaantenarni
N-glykosidicky oligosacharid odpovidd monosodnému aduktu [M + Nal]* avtomto pfipadé
predstavuje 99,91 % teoretické priimérné hmoty. Legenda k znackam jednotlivych monosacharid(
je v obrazku.
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Obr. 24: Kontrola separace jednotlivych oligosacharidi na koloné s nosi¢em LiChrosorb
DIOL 5 pm MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Hodnota m/z namérenda pro pentaantenarni
N-glykosidicky oligosacharid s galaktosou odpovidd monosodnému aduktu [M + Nal* a v tomto
pfipadé predstavuje 99,91 % teoretické primérmné hmoty. Legenda k znackdm jednotlivych
monosacharidl je v obrazku.

7.1.6. Stanoveni hexos (vazanych i volnych)

Chemicky pomoci 5 % fenolu a kyseliny sirové byly ve vyslednych preparatech
stanoveny hexosy, jejichz latkové mnozstvi mohlo byt diky znalosti strukutury
jednotlivych sacharidd prepoéteno na latkové mnozstvi ptislunych sacharidl
(viz. nize, Obr. 25). Kromé tetraantenarniho sacharidu, ktery byl izolovan ve
smési s izoformou, muze byt tento prfepolet povazovan za presny (viz.

8. Diskuze na str. 70).
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Kalibrace, stanoveni oligosacharidu !
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Obr. 25: Kalibracni kfivka - stanoveni koncentrace hexos dle Dubois. Ve vzorcich
jednotlivych N-glykosidickych sacharidd bylo stanoveno molarni mnozstvi hexos a to bylo
prepocteno na prislusnou hmotnost (diky znalosti struktury téchto sacharidd). Procentuaini vytézky
byly (vztaZzeno k teoretickym vytézkim prevzatym z literatury?®13®) nasledujici: triantenarni N-
glykosidicky sacharid 81 %, tetraantenarmni 94 %, pentaantenarni 45 %, pentaantenarni
s galaktosou 64 %.

7.2. Destickové inhibicni testy

Destickové inhibi¢ni testy potvrdily, ze ackoliv je afinita samotného GIcNAc
k proteinu CD69 mala, je daleko vy3&i, pokud je GIcNAc né&jakym zpUsobem
klastrovan (viz. nize, Obr. 26 a 27).

Dimery triantenarniho N-glykosidického sacharidu izolovaného z ovomukoidu
(OvoTRI-Dimery) maji srovnatelnou afinitu jako pentaantenarni N-glykosidicky
sacharid (OvoPENTA) (viz. nize, Obr. 27 a 28), dimerizace sacharidu OvoTRI
tedy zvysuje afinitu k CD69, a afinita v fadé ovomukoid, OvoTRI, OvoPENTA
roste (viz. nize, Obr. 27), co? dokumentuje vliv klastrovanosti GlcNAc-zbytkt
na afinitu vazby na CD69.
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Vazba GlcNAc na CD6ING70
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Obr. 26: Vazba GIcNAc na protein CD69NG70. Koncentrace proteinu byla 1,0 ug/mi
(33 nmol/l).

Vazba ovomukoidu, OvoTRI a OvoPENTA na CD69ING70
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Obr. 27: Vazba ovomukoidu a sacharidi OvoTRI a OvoPENTA na protein CD69NG70.
Struktury sacharidd OvoTRI a OvoPENTA jsou uvedeny na Obr. 1 a 2 na str. 12 a 13. Koncentrace
proteinu byla 1,0 ug/ml (33 nmol/l).

Vazba OvoTRI a OvoTRI-Dimeru na CD69NG70
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Obr. 28: Vazba sacharidi OvoTRI a OvoTRI-Dimeru na protein CD69NG70. Struktury
sacharidd OvoTRI a OvoTRI-Dimerd jsou uvedeny na Obr. 1 a 7 na str. 12 a 16. Koncentrace
proteinu byla 1,0 pg/ml (33 nmol/l).
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SiaTn-L a SiaTn-Dimery se na protein CD69 vazi sice silné (viz. nize, Obr. 29),
ale SiaTnTRI-L a SiaTnTRI-Dimery se vazi s vyrazné vyssi afinitou (viz. nize,
Obr. 30). Stejné jako v pripadé sacharidu GIcNAc (viz. vySe, str. 60), izde
plati, Ze vyssi klastrovanost SiaTn je spojena s vyssi afinitou vazby k CD69, a

Ze dimerizace SiaTn-L i SiaTnTRI afinitu k CD69 vyrazné zvysuje.

Vazba SiaTn-L a SiaTn-Dimerd na CD69NV70
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Obr. 29: Vazba sacharidi SiaTn, SiaTn-L a SiaTn-Dimeru na protein CD69NG70. Struktury
téchto sachatidl jsou jsou uvedeny na Obr. 3. a 8 na str. 14 a 16. Koncentrace proteinu byla
1,0 ug/mi (33 nmol/l).

Vazba SiaTnTRI-L a SiaTnTRI-Dimerd na CD69NV70
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Obr. 30: Vazba SiaTnTRI-L a SiaTnTRI-Dimeru na protein CD69NG70. Struktury téchto
sacharidd jsou uvedeny na Obr. 4 a 8 na str. 14 a 16. Koncentrace proteinu byla 1,0 ug/ml
{33 nmoi/).
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Na prikladu 3'-N-acetylneuraminyllaktosy, 3'-N-acetylneuraminyl-N-acetyl-
laktosaminu (viz. nize, Obr. 31), 6'-N-acetylneuraminyllaktosy
a 6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosaminu (viz. nize, Obr. 32) bylo
potvrzeno, Ze afinita vazby na CD69 je v pfipadé 6'-sialylace o nékolik Fadd
vyssi nez v pripadé 3'-sialylace.

Vazba 3'-N-acetylneuraminyllaktosy a 3'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosaminu
na CD69NV70
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Obr. 31: Vazba 3'-N-acetylneuraminyllaktosy a 3'-N-acetylneuraminyl-N-acetyl-
laktosaminu na protein CD69NG70. Koncentrace proteinu byla 1,0 ug/ml {33 nmol/l).

Vazba 6'-N-acetyineuraminyllaktosy a 6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosaminu
na CD69NV70
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Obr. 32: Vazba 6'-N-acetylneuraminyllaktosy a 6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyl-
laktosaminu na protein CD69NG70. Koncentrace proteinu byla 1,0 ug/ml {33 nmol/l).
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Na prikladu sacharidd OvoTRI a OvVoPENTA bylo ovéfeno, Ze sacharidovd
specifita novych konstruktl CD69NV82 a CD69NS84 je velmi podobna jako u
konstruktu CD69NG70 (viz.nize, Tab. 1, inhibi¢ni kfivky viz. Obr. 27 na str. 61
a Obr. 34 a 36 nize).

Dale, inhibi¢nimi testy byla zkoumana afinita novych konstruktl CD69NVS82
a CD69NS84 (nikoliv vSak konstruktu CD69NG70) k sachariddm GIcNAc,
GalNAc, ManNAc, GIcNAcal—3(GlcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNAc a
chitotetraose (viz. nize, Obr. 33, 35 a 37; vysledky pro chitotetraosu nejsou
zobrazeny - chitotetraosa nevykazovala zadnou inhibici). Vysledky inhibi¢nich
testd odpovidaji tomu, co bylo pracovni skupinou prof. Bezousky zjisténo dfive
pro konstrukt CD69NG7015133],

Inhibice proteind CD69NG70, CDE9NV82 resp. CD69NS84 o koncentracich
1,0 yg/ml (33 nmol/t), 1,0 pg/ml {36 _nmol/l) resp. 1,0 pg/mi (37 _nmol/l)
Inhibitor IC,, [mol/1]

CD69ONG70 CDBSNV82 CDGONS84
OvolRI 3,E-009 4,E-009 4,E-009
OvoPENTA 1,E-010 6,E-010 4,E-010

Tab. 1: Srovnani ICs, pfislusnych sacharidt pro ruzné konstrukty CD69NG70, CD69NV82
a CD69NS84. Inhibi¢nimi testy byla zkoumana afinita novych konstruktd CD69NV82 a CD69NS84
rovnéz k sachariddm GIcNAc, GalNAc, ManNAc, GlcNAcal-3(GIlcNAcal-4)(GlcNAcal-6)GIcNAC a
chitotetraose, jiz ne ale paralelné s konstruktem CD69ING70 (v tomto pripadé bylo porovnani
provedeno na zakladé drivéjSich vysledkl ziskanych pracovni skupinou prof. Bezousky pro
konstrukt CD69NG70). Pfisludné inhibicni kfivky jsou uvedeny na Obr. 27 na str. 61 a na Obr. 33 aZ
37, viz. nize.

Vazba GlcNac, GalNAc a ManNAc na CD69NV82
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Obr. 33: Vazba GIlcNAc, GalNAc a ManNAc na protein CD69NV82. Koncentrace proteinu byla
1,0 pg/ml (36 nmol/l).
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Vazba OvoTRI a OvoPENTA na CD69NV82
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Obr. 34: Vazba sacharidu OvoTRI a OvoPENTA na protein CD69NV82. Struktury sacharidd
OvoTRI a OvoPENTA jsou uvedeny na Obr. 1 a 2 na str. 12 a 13. Koncentrace proteinu byla
1,0 pg/ml (36 nmol/l).

Vazba GlcNac, GalNAc a ManNAc na CD69NS84
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Obr. 35: Vazba GIcNAc, GalNAc a ManNAc na protein CD69NS84. Koncentrace proteinu byla
1,0 yug/m! (37 nmol/l).

Vazba OvoTRI a OvoPENTA na CD69NS84
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Obr. 36: Vazba sacharidi OvoTRI a OVOPENTA na protein CD69NS84. Struktury sacharidl
OvoTRI a OvoPENTA jsou uvedeny na Obr. 1 a 2 na str. 12 a 13. Koncentrace proteinu byla
1,0 pg/ml (37 nmol/l).
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Bylo zjisténo, ze GIcNAcal—3(GlcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNAc se vaze
silné i na nové konstrukty CD69NV82 a CD69NS84 (viz. nize, Obr. 37). Spolu s
vysledky ziskanymi pro sacharidy OvoTRI a OvoPENTA (viz. vyse, Obr. 34
a 36) to potvrzuje dileZitost klastrovanosti GIcNAc-zbytk( na velikost afinity
sacharidu k CD69.

Vazba x na CD69NV82 a na CD69NS84
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Obr. 37: Vazba x na proteiny CD69NV82 a CD69NS84. Koncentrace proteinu CD69NV82 byla
1,0 ug/ml (36 nmol/l), CD69NS84 1,0 pug/ml (37 nmol/l).
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Tab. 2, viz. nize, shrnuje hodnoty ICs jednotlivych inhibitorl zméFené pti

prislusné koncentraci proteinu CD69NG70.

Inhibice proteinu CD69NG70
Inhibitor IC,,
1.série [2. série [3.série [4. série  |Prumér

GlcNAc 1,E-006) - 5E-006 n.m. 3,00E-06]
GlcNAc 1,E-006) - 2,E-006] n.m. 2,00E-06
GIcNAc 3,E-006) - 5,E-006 n.m. 4,00E-06
SiaTn - 1,E-008] 4,E-009] n.m. 3,00E-09
SiaTn-L 1,E-008] 2E-007] 2,E-008f n.m. 8,E-008
SiaTn-Dimer(2) 3,E-008 1,E-008] 2,E-009( n.m. 1,E-008
SiaTn-Dimer(4) 2,E-008] 1,E-008 3,E-0090 n.m. 1,E-008
SiaTn-Dimer(6) 6,E-008] 8E-009] 2,E-009] n.m. 2,E-008
SiaTnTRI-L 2,E-009] 1,E-009] 2E-010f n.m. 1,E-009
SiaTnTRI-Dimer (2) - - 2,E-012] 1,E-012) 2E-012
SiaTnTRI-Dimer (4) - - 3,E-012 4,E-012] 4,E-012
SiaTnTRI-Dimer (6) - - 3,E-0121 9,E-0124 6,E-012
3'“N-acetylneuraminyllaktosa 3,E-006 - 4,E-006] n.m. 4,E-006
3'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosamin 3,E-006] 6,E-006| 4,E-006] n.m. 4,E-006
6'-N-acetylneuraminyllaktosa 3,E-009 1,E-008] 4,E-009] n.m. 6,E-009
6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosamin 4E-009] 2,E-008 1,E-008) n.m. 1,E-008
Ovomukoid n. m. n. m. n. m. 2,E-008 2E-008
OvoTRI n.m. n. m. n. m. 3,E-009 3,E-009
OvoPENTA n.m. n. m. n.m. 1,E-010 1,E-010
OvoTRI-Dimer(2) n. m. n. m. n. m. 6,E-0100 6,E-010
OvoTRI-Dimer(4) n. m. n. m. n. m. 5E-0100 5E-010
OvoTRI-Dimer(6) n. m. n. m. n. m. 6,E-010 6,E-010

Tab. 2: Vysledky inhibi¢nich testi s proteinem CD69NG70.

Pomicka vyznacuje, ze ICs

nebylo z naméfenych dat mozné urcit (kvlli nevhodnému nafedéni inhibitoru nebo v pripadé
druhé série u 3'-N-acetylneuraminyllaktosy kvdi jiné pric¢iné). “n. m.” znamend, Ze hodnota nebyla
mérena, tzn. Ze tento inhibi¢ni test nebyl viibec proveden.
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Vysledky zkoumani afinity sacharidovych ligandi k CD69 inhibi¢nimi testy jsou
shrnuty v Tab. 3, viz. nize. Ukazuji, Zze ligandy lze rozdélit podle hodnot ICs,

do tri kategorii (nizkoafinitni, stfednéafinitni a vysokoafinitni).

Rozdéleni sacharidovych ligandl podle afinity k CD89 (na zakladé
vysledkl inhibi¢nich testl s proteinem CD69NG70 o koncentraci
1,0 pg/ml (33 nmol/l)

Kategorie Inhibitor IC,, [mol/l]
Nizkoafinitni |GIcNAc 3E-06

3'-N-acetylneuraminyllaktosa 4E-06
3'-N-acetylneuraminy|-N-acetyllaktosamin 4E-06
Strednéafinitni |SiaTn 3E-09
SiaTn-L 8E-08
SiaTn-Dimer(2) 1E-08
SiaTn-Dimer(4) 1E-08
SiaTn-Dimer(6) 2E-08
SiaTnTRI-L 1E-09
6'-N-acetylneuraminyllaktosa 6E-09
6'-N-acetylneuraminyl-N-acetyllaktosamin 1E-08
Ovomukoid 2E-08
OvoTRI 3E-09
OvoPENTA 1E-10
OvoTRI-Dimer(2) 6E-10
OvoTRI-Dimer(4) 5E-10
OvoTRI-Dimer(6) 6E-10
Vysokoafinitni |SiaTnTRI-Dimer (2) 2E-12
SiaTnTRI-Dimer (4) 4E-12
SiaTnTRI-Dimer (6) B6E-12

Tab. 3: Rozdéleni sacharidovych ligandu podle afinity k CD69 na zakladé vysledkd
inhibiénich testu s proteinem CD69NG70 o koncentraci 1,0 ug/ml (33 nmol/l). Mezi
stfednéafinitni ligandy by mohl byt zafazen i sacharid
GlcNAcal-3(GlcNAcal-4)(GlcNAcal-6)GIcNAc, jeho afinita ale byla v této praci zkoumana na
konstruktech CD69NV82 a CD69NS84.

7.3. Destickové precipitacni testy

DestiCkovymi precipitacnimi testy bylo prokdazano, ze jak v pripadé
OvoTRI-Dimerl, tak v pfipadé SiaTnTRI-Dimerd jsou nejlepdimi ligandy
proteinu CD69NG70 ty dimery, které mély nejkratsi dimerizaéni mdstek (viz.
nize, Obr. 38 a 39).
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Precipitace CD69NG70 sacharidem OvoTRI a OvoTRI-Dimery
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Obr. 38: Precipitace proteinu CD69NG70 sacharidy OvoTRI a OvoTRI-Dimery. Struktura
OvoTRI je uvedena na Obr. 1 na str. 12. Koncentrace proteinu byla 0,50 pg/ml (17 nmol/ml),
struktura dimerizac¢nich mdlstkd je uvedena na Obr. 6 na str. 15. Pozitivni kontrola nebyla
provedena (monoklonalni protiladtkou) - viz. 8. Diskuze na str. 70.

Precipitace CD69NG70 sacharidem SiaTnTRI a SiaTnTRI-Dimery
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Obr. 39: Precipitace proteinu CD69NG70 sacharidy SiaTnTRI-L a SiaTnTRI-Dimery.
Struktura SiaTnTRI je uvedena na Obr. 4 na str. 14. Koncentrace proteinu byla 0,50 ug/ml (17
nmol/ml), struktura dimeriza¢nich mistk{ je uvedena na Obr. 6 na str. 15. Pozitivni kontrola nebyla
provedena (monoklonalni protildtkou) - viz. 8. Diskuze na str. 70.
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8. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo mj. izolovat a charakterizovat
oligosacharidové retézce dobfe dostupného glykoproteinu vajecného bilku
ovomukoidu, a takto pripravené oligosacharidy poté pouzit sple¢né s
nékterymi komeréné dostupnymi sacharidovymi latkami k vazebnym testdim s
receptorem CD69.

Oproti publikovanému postupu pro izolaci ovomukoidu z vajecného bilku doslo
k nasledujici odchylce: Podle protokolu mélo byt srazenim smési acetonu
a 0,5 M kyseliny trichloroctové v objemovém poméru 2 : 1 pH snizeno na 3,5,
bylo ale snizeno az na 3,0, coz by mohla byt pri¢ina toho, pro¢ se pomérné
velké mnozstvi ovomukoidu srazilo i pfi prvnim srazeni.

Dalsi drobnou chybou bylo, Ze pomoci SDS-PAGE nebyl analyzovan dialyzat
ovomukoidu po odstranéni srazeniny centrifugaci (srazenina analyzovana byla,
viz. Obr. 11 na str. 49).

PFi SDS-PAGE kontrolujici pribéh deglykosylace ovomukoidu vy$lo najevo, Ze
ovomukoid je pravdépodobné kontaminovan mens$im mnozstvim ovalbuminu,
coz je protein o molekulové hmotnosti 45 kDa!*"! tvofici 60 - 65 % vajecného
bilkut®®,

Po odsoleni N-glykosidickych sacharidi ovomukoidu jiz nebyla provedena
kontrola pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (byla provadéna az v
daldim kroku - separace jednotlivych oligosacharid(). Pokud jeden nebo oba
eluéni vrcholy, které nebyly vzaty k dalSimu zpracovani (viz. Obr. 18 na
str. 55), prislusely néjakym sacharidlm, byly to pravdépodobné ale sacharidy
jen o nékolika malo jednotkach (vzhledem k tomu, Ze Sephadex G-15 ma

frakcionaéni rozmezi do 1500 Da), které nebyly pfredmétem zajmu.

Na diolové koloné se sice podafilo ziskat sacharidy OvoTRI a OvoPENTA
v uspokojivé Cistoté (viz. MALDI-TOF spektra, Obr. 21 a 23 na str. 57 a 58),
ale v pripadé tetraantenarniho sacharidu byl podil izoformy nepfijatelné
vysoky (v pfipadé triantenarniho a pentaantenarniho sacharidu a
pentaantenarniho sacharidu s galaktosou byl podil izoformy velmi maly, viz.
MALDI-TOF spektra, Obr. 21 az 24 nastr. 57 az 59). Pro oddéleni téchto
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sacharidd by pravdépodobné bylo potfeba zatadit jesté jeden separaéni krok,
napfr. chromatografii na grafitizovaném uhliku. Kromé signalu pfislusejiciho
sodnému aduktu sacharidu je v jednotlivych spektrech patrny i signal
prislusejici draselnému aduktu (viz. MALDI-TOF spektra, Obr. 21 az 24
na str. 57 az 59), coz je priina toho, Ze na spektru neni jen jediny signal.
Gradient, jakym byly eluovany sacharidy z diolové kolony (viz. Obr. 20 na
str. 57), mohl byt zvolen o néco pomalejsi, a zaroven pro takto velké nanasky
by byla vhodnéjsi preparativni kolona (o rozmérech napf. 25 x 2,2 cm).

U tetraantenarniho N-glykosidického sacharidu byla k vypoctu vytézku pouzita
molekulova hmota tetraantenarniho sacharidu, podle spektra na Obr. 22 v
preparatu ale bylo zfejmé i srovnatelné mnozZstvi izoformy, takze vytézek
miZe byt maximalné o 2 % nadsazeny (podle poméru molekulovych

hmotnosti tetraantenarniho N-glykosidického sacharidu a jeho izoformy).

Byl rovnéz vykonan pokus o izolaci sialovanych sacharidd z PSM alkalickou
hydrolyzou za pouziti 70 % (v/v) n-butylaminu, analyzou MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrii vsak izolované sacharidy nebylo mozné priradit -
byly pravdépodobné nezjisténym zplsobem degradované.

MALDI-TOF hmotnostné spektrometrickd analyza rovnéz odhalila kontaminaci
standardu jak kyseliny N-acetylneuraminové tak 3'-N-acetylneuraminyllaktosy
(oba standardy byly od firmy Fluka).

Srovnani sacharidové specifity dvou novych konstruktd CD69V82 a CD69NS84
s CD69NG70 inhibi¢nim testem bylo provedeno pouze na dvou sacharidech -
OvoTRI a OvoPENTA. U ostatnich sacharidd (GIcNAc, GalNAc, ManNAc,
chitotetraosa, GlcNAcal—3(GIlcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNAc) byly inhibi¢ni
testy provedeny pouze s novymi konstrukty a porovnani s konstruktem
CD69NG70 bylo provedeno na zakladé predchozich vysledkd pracovni skupiny

prof. Bezousky.

Optimalizace koncentrace srazeciho roztoku pfi destickovém precipitacnim
testu byla provedena s jednou chybou - pfi promyvani srazeniny v jamkach
desticky byl pouZit dvakrat koncentrovanéjsi srazeci roztok nez pfi vlastni

precipitaci proteinu (neuvédomil jsem si vias, Ze pri vlastni precipitaci
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proteinu se srazeci rozotok dvakrat naredil). Zaroven ale data takto ziskana
nasvédCovala tomu, Ze precipitatu bylo prakticky stejné mnoZstvi jak pfi
pouziti 5 %, tak 10 % PEG 6000, takze pouziti 8 % PEG 6000 (smés 40 %
PEG 6000 a pufru PBS v objemovém poméru 1:4) pri destickovém
precipitacnim testu s dimerizovanymi sacharidy lze povazovat za pfrijatelné.
Zaroven by ale bylo spravnéjsi, kdyby zasobni roztoky srazecich latek
(NH.).S0. a PEG 6000 byly pripraveny v PBS, a nikoliv ve vodé, jak tomu bylo
v tomto pripadé.

Dalsi chybou pfi provedeni precipitacniho testu bylo nezarazeni pozitivni
kontroly - monoklondlni protilatky. Nicméné podle naméfenych hodnot byl
stupen precipitace velmi vysoky (az 60 % u SiaTnTRI-Dimer(2), viz. Obr. 39
na str. 69).

Vzhledem k tomu, Ze fyziologické ligandy pro receptor CD69 dosud nebyly
identifikovany, pouzivaji se pro imunobiologickou modulaci CD69* bunék
ligandovda mimetika - monovalentni a bivalentni vysokoafinitni ligandy.
S vysokou afinitou se na CD69 mohou vazat nejen sacharidy, ale i struktury
nesouci karboxylové skupiny, napf. aminokyselinovda sekvence LELTE,
zodpovédnad za vazbu Hsp65 na protein CD69!*), nebo karboxylované

(39 V této diplomové praci byly provedeny vazebné testy se dvéma

calixareny
typy takovych (sacharidovych) ligand - neutralnimi (OvoTRI, OvoTRI-Dimery,
OVoPENTA, GIcNAcal—3(GIcNAcal—4)(GIcNAcal—6)GIcNAc) a sialovanymi
sacharidy (SiaTn, SiaTn-Dimery, SiaTnTRI, SiaTnTRI-Dimery) (z dlvodd
uvedenych v oddile 3.2. Sacharidové ligandy receptoru CD69).

Co se tyce OvoTRI sacharidu, jeho afinita k CD69 dle inhibi¢niho testu byla
pomérné vysoka (ICso 3 - 10° mol/l) a v precipitacnim testu OvoTRI-Dimer
ucinné precipitoval protein CD69, nicméné dimerizaci OvoTRI se afinita k CD69
dle inhibi¢niho testu zvysila jen asi pétkrat a test bunécné aktivace prokazal
jen pomérné maly Ucinek(®,

Prakticky stejné afinity jako OvoTRI dosahoval iantigen SiaTn resp.
trimerizovany antigen SiaTn (SiaTnTRI-L), naproti tomu dimerizaci SiaTnTRI-L
vznikly ligandy s imunobiologicky vyznamnou afinitou - ve vazebném testu

vy$la afinita SiaTnTRI-Dimer( az 2 - 102 mol/l, v desti¢kovém precipitaénim
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testu SiaTnTRI-Dimer(2) uc¢inné precipitoval protein CD69 (az ze 60 %).

Dale, imunologickymi testy ex vivo (které provedla Markéta VancCurova z
pracovni skupiny prof. Bezousky) bylo prokazano!®, ze dimerni formy
SiaTnTRI-L (SiaTnTRI-Dimery) zplsobuji vyraznou apoptézu NK-bunék,
zatimco monomerni SiaTnTRI-L naopak NK-burfiky pred timto apoptotickym
efektem SiaTnTRI-Dimerd chrani. V in vivo testech na modelu mysiho B16
melanomu navic SiaTnTRI-L vyrazné zpomaluje rlst nador(l a prodluZuje
preziti mysi. Tyto vysledky naznacuji moznost terapeutického pouziti SiaTnTRI

sloucenin jako protinadorovych a imunomodulacnich latek.
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Souhrn

Triantenarni a pentaantenarni N-glykosidicky sacharid byl (spésné

izolovan z ovomukoidu,
O-glykosidické sacharidy z PSM se izolovat nepodafrilo.

Z vazebnych studii byly Uspésné provedeny destickové inhibicni testy

a destickové precipitacni testy. Rovnovazna dialyza Uspésna nebyla.

Na prikladu sacharidd OvoTRI, OVOPENTA a
GlcNAcal—3(GIcNAcal—4)(GlcNAcal—6)GIcNAc bylo potvrzeno Ze pokud
je GlcNAc né&jakym zplsobem klastrovan, je afinita takového sacharidu

k CD69 o nékolik FadU vys$si neZ pouhého monosacharidu GIcNAc.

Jakozto strednéafinitni sacharidovy epitop byl rovnéZz potvrzen SiaTn
antigen.

Ze sacharidovych dimer( se v desti¢kovém precipitatnim testu ukazaly
byt  nejlepsSim ligandem proteinu  CD69  SiaTnTRI-Dimer(2)

a OvoTRI-Dimer(2).

Sacharidova specifita novych konstruktd CD69NV82 a CD69NS84 je
prakticky stejna jako u konstruktu CD69NG70.
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Svoluji k zapUjéeni této prace pro studijni Ucely, a prosim aby byla fadné

. O .v [o]
vedena evidence vypujcovatelu.
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