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Abstrakt

Lektiny patii mezi skupinu proteinti, které dokazi reverzibiln€ a specificky interagovat
se sacharidy. Jednim z biologickych nasledku této interakce je molekularni rozpoznéni v rdmci
hostitelsko-patogennich interakci. Bakterialni lektiny mohou pusobit jako virulentni faktory,
které umoziuji vazbu na povrchové sacharidy hostitelskych bunék a tim iniciovat kolonizaci
a infekci hostitele. Proto jsou v soucasné dobé nékteré bakterialni lektiny vnimany jako
potencialni cile novych antiadhesivnich 1é¢iv.

Diplomova prace se zabyva strukturné-funk¢éni charakterizaci lektini z bakterie
Photorhabdus luminescens, pficemz navazuje na bakalafskou praci Klonovani lektin
z Photorhabdus spp. Nedavno byl charakterizovdn novy lektin PLL z P. luminescens.
Po bioinformatické analyze byly objeveny ¢tyfi hypotetické proteiny s vysokou sekvenéni
homologii k lektinu PLL, jejichZ vlastnosti a funkce jsou zatim nejasné.

V préci se vénujeme dvéma proteiniim. Prvni ¢ast je vénovana charakterizaci lektinu
PLU34, kterd tvofi jadro prace. Druha Cést je vénovana lektinu PLU35. Prace je zalozena
na metodach proteinové biochemie zahrnujicich proteinovou purifikaci, krystalizaci,
charakterizaci oligomerného stavu a vazebné specifity danych lektinti s vyuzitim biofyzikalnich
metod jako je analyticka ultracentrifugace, isotermalni titra¢ni kalorimetrie a rezonance

povrchového plasmonu.



Abstrakt

Lektiny patria medzi skupinu proteinov, ktoré dokazu reverzibilne a S$pecificky
interagovat’ so sacharidmi. Jednym z biologickych nasledkov tejto interakcie je molekularne
rozpoznanie vV ramci hostitel'sko-patogénnych interakcii. Bakterialne lektiny mézu posobit’ ako
virulentné faktory, ktoré umoziuju vizbu na povrchové sacharidy hostitelI'skych buniek a tym
iniciovat’ kolonizaciu a infekciu hostitel’a. Preto sU v st¢asnej dobe niektoré bakterialne lektiny
vnimané ako potencialne ciele novych antiadhezivnych lieciv.

Diplomova praca sa zaobera Struktirno-funkénou charakterizaciou lektinov z baktérie
Photorhabdus luminescens, pricom nadvédzuje na bakalarsku pracu Klonovani lektind
z Photorhabdus spp. Nedavno bol charakterizovany novy lektin PLL z P. luminescens.
Po bioinformatickej analyze boli objavené Styri hypotetické proteiny s vysokou sekvenénou
homologiou k lektinu PLL, ktorych vlastnosti a funkcie st zatial’ nejasné.

V préci sa venujeme dvom proteinom. Prva Cast’ je venovana charakterizacii lektinu
PLU34, ktora tvori jadro prace. Druha Cast’ je venovana lektinu PLU35. Praca je zaloZena
na metoédach proteinovej biochémie zahrnujucich proteinova purifikaciu, krystalizaciu,
charakterizaciu oligomérneho stavu a vézbovej S$pecifity danych lektinov s vyuzitim
biofyzikalnych metdd ako je analyticka ultracentrifugécia, izotermalna titracna kalorimetria

a rezonancia povrchového plazmoénu.



Abstrakt

Lectins belong to the group of proteins that specifically and reversibly bind
carbohydrates. One of the biological consequences of this interaction is a molecular recognition
in host-pathogen interactions. Bacterial lectins may function as virulent factors that enable
bacteria to bind surface glycans on the host cells and initiate colonization and host infection.
This is one of the reasons why some of the bacterial lectins are currently viewed as potential
targets for anti-adhesion therapy.

The Master's thesis is focused on the structural and functional characterization of lectins
from Photorhabdus luminescens bacteria and builds on a previous work published in the
Bachelor's thesis Cloning of lectins from Photorhabdus spp. A novel PLL lectin
from P. luminescens has been characterized recently. After bioinformatics analysis, we found
four hypothetical proteins with high sequence homologies to the PLL lectin. Their functions
and properties have yet to be characterized.

The thesis deals with two proteins. The first part is focused on the PLU34 lectin
characterization that represents the core of the thesis. The second part is focused on the PLU35
lectin. The work is based on the protein biochemistry techniques including protein purification,
crystallization, determination of protein oligomerization state and characterization of the
binding specificities using biophysical methods such as analytical ultracentrifugation,

isothermal titration calorimetry and surface plasmon resonance.
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Z0ZNAM SKRATIEK

AAL lektin z Aleuria aurantia

AFL lektin z Aspergillus fumigatus

AMP antimikrobialne peptidy

APS persiran amonny

AUC analytické ultracentrifugacia

BC2L lektin z Burkholderia cenocepacia

Cl nerozpustna frakcia bunkového lyzatu (cytoplasmic insoluble)
CS rozpustna frakcia bunkového lyzatu (cytoplasmis soluble)
EPN entomopatogénne hlistovce (entomopathogenic nematodes)
HEPES 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-y]etansulfonova kyselina
ICso inhibi¢na koncentracia, pri ktorej dochadza k 50% inhibicii
N infekény jedinec

IPTG izopropyl-B-p-tiogalaktopyranozid

ITC izotermalna titra¢na kalorimetria

LB Luria-Bertani médium

LecA Lektin A z Pseudomonas aeruginosa (PA-IL)

LecB Lektin B z Pseudomonas aeruginosa (PA-1IL)

NaAc octan sodny (natrium acetate)

ODs0o optické hustota merana pri vinovej dizke 600 nm

PA Pseudomonas aeruginosa

PAMP s patogénom asociované molekuly (pathogen-associated

molecular pattern)

PBS fosfatovy pufer (phosphate buffered saline)
PEG polyetylénglykol

PLL lektin z Photorhabdus luminescens

PO fenoloxidaza (phenoloxidase)

RSL lektin z Ralstonia solanacearum

RU relativna odozva (relative unit)
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SDS
SDS-PAGE
Spp

SPR

ST
TEMED
Tris

TTSS

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovom géli v pritomnosti SDS
druhy (species)

rezonancia povrchového plazmonu (surface plasmon resonance)
stilben

N,N,N',N'-tetrametyletyléndiamin

tris(hydroxymetyl)aminoetan

sekre¢ny systém Il1. typu (type three secretion system)
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TEORETICKA CAST

1 Photorhabdus luminescens

1.1 Charakteristika

Baktérie rodu Photorhabdus patria medzi gram-negativne y-proteobaktérie celade
Enterobacteriaceae, tvoriace entomopatogénne symbidzy s pddnymi hlistovcami (1).
Prva zmienka o luminescentnych baktéridch rodu Photorhabdus pochadza pravdepodobne
z 19. storocia, kedy si vojenski lekari v§imli svetielkujuce rany u vojakov. Lekari tento signél
povazovali za dobry znak, ked’ze sa rany rychlo hojili. Vo svetle dnesnych poznatkov sa ma
za to, ze antibiotika produkujuce baktériou pomohli inhibovat’ rast infekénych baktérii (2).
Prvé izolaty baktérie pochadzaju z roku 1977, pri¢om boli charakterizované bioluminiscenciou
a symbiotickou asociaciou s entomopatogénnymi hlistovcami Heterorhabditis bacteriophora.
Tieto izolaty boli klasifikované ako Xenorhabdus luminescens. Na z&klade analyz DNA
pribuznosti a fenotypovych odlisnosti medzi X. luminescens a ostatnymi druhmi Xenorhabdus,
bol v roku 1993 navrhnuty novy rod Photorhabdus, Photorhabdus luminescens. Dalgie analyzy
DNA, spolu s ATm meraniami a fenotypovymi testami, viedli k navrhnutiu dvoch novych
druhov: Photorhabdus temperata a Photorhabdus asymbiotica (Obrazok 1) (3-5).

Baktérie sa vyvijaju a ziju v kompletne biotopickom prostredi. Photorhabdus kolonizuje
¢reva infekénych mlad’at hlistovcov rodu Heterorhabditis, Zijucich v pdde, ktoré aktivne
vyhl'addvaju larvy hmyzu, ktoré napadni a S pomocou symbionta usmrtia. Vol'ne Zijuce
bakterie neboli izolované z pody ani vodnych zdrojov, ¢o naznacuje, ze symbioticky vztah
s hlistovcami je esencialny pre prezitie baktérie v pddnom prostredi. Zatial’ ¢o P. luminescens
s P. temperata patria medzi patogénov hmyzu, P. asymbiotica bol pdvodne izolovany len
z klinickych vzoriek pacientov a predstavuje T'udsky patogén spdsobujuci infekcie makkych
tkaniv zaznamenané po vonkajSej aktivite v piesku ¢i pode za teplych letnych dni. Nedavno bol
vSak objaveny aj jeho hlistovcovy vektor, ktory dokaze rovnako infikovat’ aj hmyz (1, 6, 7).

Photorhabdus su vysoko pohyblivé, bioluminiscentné a fakultativne-anaerobne
ty¢inkovité baktérie. Mozu byt kultivované ako volné organizmy za Standardnych
laboratornych podmienok. Zaujimavou vlastnostou je tvorba fenotypovych variantov,
tzv. buniek fazy | a fazy II. Po dlhsej kultivacii v nutri¢ne-limitovanom mediu vznika generéacia

buniek fazy Il, ktoré su stale patogénne pre hmyz ale nepodporuju symbiozu s hlistovcom.
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Baktérie fazy | predstavuja prirodzeneho symbionta izolovaného z entomopatogénnych
nematod (2, 8).

Photorhabdus luminescens podstupuje zlozity zivotny cyklus, ktory zahriuje
symbiotické Stddium, v ktorom je baktéria prendSana v ¢reve hlistovca a patogénne Stadium,

v ktorom je hmyzia korist’ zabita baktériou a hlistovcom (1).

) Korist
Wis
=
TT01 \ P. luminescens
(hmyz)
Hm/Hb
»
HIT/JUN

—l ATCC43949 2
(USA) \ P. asymbiotica

(¢lovek + hmyz)

»—--.5 Kingscliff
(Austrélia) _/

K122 \_ P.temperata
[ (hmyz)

Obréazok 1: Schematicky opis fylogenézy rodu Photorhabdus. Jednotlivé kmene troch druhov
baktérie su rozdelené do subtypov. P. asymbiotica obsahuje najmenej 2 subtypy, izolované z USA
a Australie. Treti subtyp reprezentujici HIT a JUN izolaty z kontinentalnej Europy potvrdzuje, Ze tieto
genotypické formy nie si obmedzené na dva kontinenty. Prevzaté z (5) a upravené.

1.2 Symbioza s hlistovcami

Hlistovce patria medzi najrozsirenejSie a najrozmanitejSie zivoCichy na svete. Zahrituji
priblizne jeden milion druhov a poctom predstavuju viac ako 80 % vsetkych Zivo¢ichov (9).
Parazitické hlistovce sposobujii mnohé vazne ochorenia u l'udi, ako napriklad onchocerkozu
(rie¢na slepota) ¢i lymfaticku filariazu (elefantiaza) (10). Napriek svojej nemilej reputécii maju
parazitické hlistovce aj mnohé pozitivne vplyvy na ludské zaujmy ¢i zdravie.

Entomopatogénne nematody (EPN) rodu Steinernema a Heterorhabditis st komercne
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vyuzivané ako prostriedky biologickej ochrany proti hmyzim $kodcom. V priebehu evolucie si
EPN vytvorili mutualisticke asociacie s baktériami rodu Xenorhabdus a Photorhabdus, ktoré
im pomahaju zabit' hmyz a vyuzit' zdochlinu ako zdroj potravy a miesto vyvoja novych
hlistovcov (11).

P. luminescens prebyva v Creve infekéného Stadia  hlistovca
Heterorhabditis bacteriophora, ktory v péde aktivne vyhl'adava hmyziu korist’ (Obrazok 2).
Nésledne hlistovec prenika do larvy hmyzu priamo alebo cez prirodzené otvory a vydavi
50-200 bakteridlnych buniek do obehového systému hmyzu. Baktérie su schopné prekonat
imunitnu reakciu hmyzu a navodit’ letalnu toxikémiu a septikémiu. Po smrti larvy sa baktéria
mnozi za sicasného rozkladu tela zdochliny. Hlistovec sa Zivi baktériami, priCom vyvoj novych
jedincov prechadza niekolkymi generaciami. Po priblizne 14 dnoch od infekcie opusta
zdochlinu viac ako 400 000 novych infekénych jedincov pripravenych najst’ novu korist’ (5).

Vicsina interakeii medzi baktériou a hostitelom zahriiuje urcity stupeit metabolicke;
interakcie. Zda sa, ze vo volnej prirode je interakcia Photorhabdus-Heterorhabditis
nevyhnutna. Photorhabdus poskytuje svojmu hostitelovi vyzivu a je vyzadovany pre rast
a vyvin hlistovca. V in vitro experimentoch vSak hlistovec dokaze rast’ len na Specifickych
kmenoch baktérie a navyse bakteridlna kultura nie je dostato¢na pre jeho vyvin. Okrem Zivych
baktérii je hostitel’ zavisly aj na faktoroch pritomnych v larve hmyzu (5, 12).

1
30

4

{

Obrézok 2: Zivotny cyklus hlistovca Heterorhabditis bacteriophora a baktérie P. luminescens.
Krok 1: P. luminescens symbioticky kolonizuje érevo hlistovca. Krok 2: Nematoda Zije v péde, kde
aktivne vyhl'adava hmyziu korist’, ktori napadne. Krok 3: Hlistovec uvolnuje baktérie, ktoré produkuju
toxiny spbsobujuce smrt’ larvy. Krok 4: Photorhabdus chrani hmyzi kadaver pred saprofytickymi
organizmami produkciou antibiotik. Krok 5: Vnutri materskej nematddy prebieha vyvin novych

jedincov, ktoré opastaji zdochlinu. Prevzaté z (13) a upravené.
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1.3 Transmisia baktérie hlistovcom H. bacteriophora

Zivotny cyklus P. luminescens je pozoruhodne zlozity proces. Baktéria je prenasana
VYVO0joVvo-pozastavenym tretim larvalnym $tadiom hlistovea (17), ktorého ¢revo je kolonizované
bunkami symbionta. Prenos baktérie do novej generacie 1J je nevyhnutny pre oboch partnerov,
nakol’ko hlistovce zbavené svojho symbionta nie st schopné zabit’ svoju korist’ ani sa efektivne
reprodukovat’ (14, 15).

Transmisia zacina po vstupe 1J do hemocoelu (otvoreny krvny obeh hmyzu) koristi
cez prirodzené otvory (Usta, anus) alebo penetrovanim kutikuly. VSetky symbiotické bunky st
nasledne uvolnené do hemolymfy hmyzu. IJ po vyddveni symbionta opusta diapauzu
a pokracuje vo vyvine (Obrazok 3). H. bacteriophora je bakterivor, podobne ako C. elegans ,
a zivi sa mnoziacimi sa baktériami, ktoré predstavuju jeho primarny zdroj potravy. Par tychto
stravenych buniek adheruje na posteriorne c¢revo hlistovca, kde tvoria biofilm.
Po viac ako 36 hodinach baktérie napadnti bunky rektalnej zl'azy, kde sa rozmnozuju
vnatri membranovo uzavretych vakuol. Medzitym sa v telesnej dutine dospelého
hermafrodického hlistovca liahne nové potomstvo infekénych jedincov v procese zvanom
endotokia matricida. Tento typ rozmnoZovania vnutromaternicovym liahnutim je jedinym
sposobom vzniku 1J schopnych infikovat hmyz. Po lyze rektalnych buniek su baktérie
uvolnené z vakuol do telesnej dutiny, priCom crevo hlistovca zostdva neporusené. Kazdy
vyvijajaci sa 1J je infikovany jednou bunkou symbionta, ktora adheruje na bunky
medzi hltanom a ¢revom, kde sa mnozi. Nasledne baktérie opustaju toto miesto a postupne
kolonizuju celé ¢revo 1J, kde zostavaju v semidormantnom stave, kym nie je najdena nova
hmyzia korist’ (16).

Prvym krokom vo vyvine 1IJ do dospelého hermafrodického hlistovca je faza zvana
recovery. Tato je v hmyze normalne stimulovand necharakterizovanymi molekulami
pritomnymi v hemolymfe. Infekéné jedince podstupujd recovery aj pri in vitro kultivacii
na miskach s Photorhabdus, naznacujic, Ze baktéria produkuje uréity signal, ktory stimuluje
vyvin hlistovca. Ako dolezity komponent tohto signalu bol identifikovany stilbén, hlavny
sekundarny metabolit Photorhabdus. Stilbén je polyketidova molekula produkovana zvicsa
rastlinami, pricom Photorhabdus je jediny zndmy nerastlinny organizmus schopny jeho
produkcie. Napriek tomu, Ze je vyZadovany pre 1J recovery, musia byt pritomné aj Zivé bunky
baktérie. Stilbén je multipotentna molekula, ktora funguje aj ako antibiotikum a inhibitor
imunitného systému hmyzu, ¢o potvrdzuje jej kI'a¢ovu ulohu v zlozitych vztahoch mutualizmu

a patogenity medzi baktériou, hlistovcom a hmyzom (17, 18).
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Transmisia Photorhabdus predstavuje prepracovany sled krokov zahritujuci bunkovo-
Specificku infekciu materského hlistovca a jeho potomstva. Mnohé udalosti st spolocné
pri  patogénoch spoOsobujucich véazne ochorenia (adhézia/invazia). Photorhabdus
pravdepodobne vyuziva efektorové molekuly pre adhéziu, invaziu a intracelularny rast,
podobné virulentnym faktorom u patogénov. ldentifikdcia tychto a ostatnych faktorov
pre transmisiu a patogenézu by pomohla lepSie pochopit’ procesy prebiehajice pri mutualizme

a infek¢nych ochoreniach (5).
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Obrazok 3: Proces transmisie Photorhabdus luminescens hlistovcom rodu Heterorhabditis.
Transmisia symbionta normalne zacina u vyvinovo pozastaveného 1J, ktorého ¢revny limen kolonizuju
bunky baktérie (zelend). Po vyciteni nezndmeho signalu v hemolymfe hmyzu, IJ optsta diapauzu
a vydavi vSetky bunky symbionta do hemolymfy. Hlistovec nasledne poziera symbiotické baktérie,
z ktorych péar adheruje a pretrvava na posteriornom ¢reve a tvori biofilm. Neskér tieto bunky invaduju
bunky rektalnej Zl'azy a rasti vnutri vakuol. Infekéné jedince sa vyvijaju v telesnej dutine materského
hlistovca v procese zvanom endotokia matricida. Rektalne bunky lyzuju, ¢im uvolnia symbiotické
baktérie a spristupnia ich vyvijajucim sa 1J. Bakterialne bunky néasledne adheruju na faryngélno-
intestinalne chlopiiové bunky infekénych jedincov, ktoré neskor opustaju a kolonizujt érevny lamen 1J.

Prevzaté z (19) a upravene.
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1.4 Patogenita bakteérie

Photorhabdus je vysoko virulentny patogén Sirokej $kaly hmyzu. Na zabitie koristi staci
50-200 buniek baktérie, ¢o naznacuje vysoku virulenciu a schopnost’ odolavat’ imunitnym
odpovediam hmyzu s ré6znym genetickym pozadim. Tieto poziadavky sa odrazaju v gendéme
PITTO1, u ktorého bolo predikovanych viac génov pre toxiny, ako v ktoromkol'vek dovtedy
osekvenovanom bakteridlnom gendéme. Okrem toho koéduje velky pocet adhezinov,
hemolyzinov, proteaz, lipdz a antibiotik (5, 20).

Po uvolneni Photorhabdus do hemocoelu musi baktéria ¢elit imunitnym faktorom
bunkovej a humoralnej odpovede (Obrazok 4). Bunkova reakcia je mediovana cirkulujacimi
hemocytmi a zahriuje fagocytézu a nodulaciu, pri ktorej hemocyty agreguji okolo
mikroorganizmov a tvoria noduly. Tie su nasledne melanizované prostrednictvom enzymu
fenoloxidazy (PO), ktory vznika Stiepenim neaktivneho proenzymu v kaskade serinovych
protedz po rozpoznani tzv. PAMP, s patogénom asociovanych molekul, na povrchu
mikroorganizmu (21).

Photorhabdus sa v larve hmyzu mnozi priamo v hemolymfe a okrem toho kolonizuje
Specidlne miesto medzi extracelularnou matrix a bazalnou membranou ¢revného epitelu. Tu
produkuje cely rad toxinov zahriiujucich Tc a Mcf toxiny, ktoré indukujd apoptézu imunitnych
buniek hmyzu. Ako mnoho patogénnych gram-negativnych baktérii, aj Photorhabdus kdduje
sekrecny systém III. typu (TTSS), ktory secernuje najmenej jeden efektorovy protein LopT
do hemocytov a inhibuje tak fagocytozu. Navyse baktéria produkuje zluc¢eniny, ktoré inhibuja
hmyziu fosfolipdzu A2, enzym zapojeny do aktivacie bunkovej imunity (12, 22-24).

Humoralna vrodena imunitna odpoved’ zahriiuje predovSetkym produkciu Sirokého
spektra antimikrobialnych peptidov (AMP) a lyzozymu. Photorhabdus je rozpoznany
receptormi molekulovych vzorov, ¢o vedie k zvySenej produkcii Specifickych AMP. Zaujimavé
je, ze Photorhabdus nedokaze infikovat’ hmyz, ktory bol pre-imunizovany E.coli a ktory tak
ma vysoké hladiny cirkulujucich AMP. Baktéria nie je prirodzene rezistentna voci humoralnej
imunite a musi sa na nu adaptovat remodelaciou vonkajSej membrany, predovSetkym
lipopolysacharidov. To vedie k zmene povrchového naboja baktérie a tym Kk zvySeniu
rezistencie voc¢i nabitym AMP (25-27).
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Obréazok 4: Pocas infekcie Photorhabdus produkuje faktory, ktoré ovplyviiuji bunkovia

aj humoralnu imunitnd odpoved hmyzu. Baktéria je rozpoznana imunitnym systémom hmyzu
a na humoralnu odpoved’ sa adaptuje zvySenim aktivity dvoj-komponentného systému PhoPQ (systém
kindzy PhoP a regula¢ného proteinu PhoQ regulujuci transkripciu génov), ¢o vedie k modifikacii
povrchovych lipopolysacharidov. Photorhabdus produkuje cela skalu toxinov, ktoré zabijaju imunitné
bunky hmyzu a zaroven produkuje zlu¢eniny inhibujice hmyziu fosfolipazu PLA; a nodulaciu. Navyse
sekre¢ny systém III. typu secernuje efektorové molekuly, ktoré inhibuju fagocytozu, ale indukujd
formovanie nodul, dolezitej bunkovej odpovede na infekciu. Mala bioaktivna molekula stilbén inhibuje

fenoloxidazu, enzym zapojeny v syntéze melaninu, ktory stabilizuje noduly. Prevzaté z (12) a upravené.

1.5 Vyuzitie P. luminescens

Entomopatogénne  komplexy hlistovcov rodu Heterorhabditis a baktérie
P. luminescens su roky vyuzivané ako biologické prostriedky ochrany plodin proti hmyzim
Skodcom. Pokroky v masovej produkcii a priprave EPN rovnako ako tiizba po redukovani
chemickych pesticidov viedli k zvysenému komerénému vyuzitiu a vyvoju EPN. Medzi hlavné
vyhody patri efektivita, schopnost samoobnovy, pretrvania v pdde a bezpetnost
pre pouzivatela i prostredie (28, 29). Sekvenacia genému P. luminescens viedla k zisteniu, ze
viac ako 6 % celkového gendmu predstavuji gény kodujuce enzymy zapojené do biosyntézy
sekundarnych metabolitov. Toto percento je vysSie ako u gram-pozitivnych baktérii rodu
Streptomyces, ktoré predstavuju hlavnych producentov sekundarnych metabolitov a zdroj viac
ako 80 % klinicky dolezitych antibiotik. To robi z Photorhabdus potencialneho producenta
bioaktivnych molekul (30, 31).



2 Lektiny

2.1 Charakteristika a vlastnosti

Lektiny predstavuju Siroku skupinu proteinov, ktoré $pecificky a reverzibilne interaguju
so sacharidmi. Nemaju katalytick( aktivitu a na rozdiel od protilatok nie st imunitného pdvodu.
Lektiny maju Casto dve a viac vdazbovych miest, o im umoziuje aglutinovat’ bunky, ktoré
na svojom povrchu exprimuju sacharidové Struktury. Tento fenomén stdl za objavom
samotnych lektinov v 19. storo¢i, kedy Hermann Stillmark a Robert Kobert prvykrat pozorovali
ako extrakt z fazal' ricinu obycajného (Ricinus communis) aglutinoval erytrocyty. Tieto
proteiny v tom ¢ase nazyvali hemaglutininy, resp. fytohemaglutininy, nakol’ko boli izolované
vyhradne z rastlin. Samotny nazov lektiny dostali az v 60. rokoch 20. storo¢ia a vychadza
z latinského legere, vybrat’ (32, 33).

Lektiny sa vyskytuju vo vSetkych zivych formach od rastlin, zvierat, hib az po baktérie
a virusy. Mozu byt triedené podl'a povodu, molekularnej Struktiry ¢i Specifity
k monosacharidom. Afinita k monosacharidom je zvycajne pomerne nizka, s afinitami
V  milimolarnom  rozmedzi. Napriek tomu su  velmi  selektivne, hlavne
pre komplexnejSie sacharidy. Tato interakcia ma dolezitejsi vyznam, ked’ze oligosacharidy
predstavuju ich najcastejSie prirodzené ligandy. Afinita k oligosacharidom moézZe variovat
z dovodu vol'nej otacavosti jednotlivych monosacharidov okolo glykozidovej vazby (34).

Vizbové miesta sa najCastejSie vyskytuju na povrchu proteinu vo forme plytkych
priehlbin a zvy¢ajne dochadza len k malym konformaénym zmenam po vézbe ligandu. Lektiny
interaguji so sacharidmi prostrednictvom siete vodikovych mostikov a hydrofébnych
interakcii. Vodikové vézby si tvorené medzi hydroxylovymi skupinami daného sacharidu
a aminovymi skupinami, hydroxylmi ¢i atdomami kyslika proteinu. K celkovej sile vazby
prispievaju aj pocetné slabé Van der Waalsove sily. V niektorych pripadoch hraju délezit
ulohu pri tvorbe vazby aj atdmy kovu (napriklad Ca2") ¢i molekuly vody (34).

Hlavna biologicka funkcia lektinov spociva pravdepodobne v bunkovom rozpoznani
(Obrazok 5). Idea je odvodena od znamej hypotézy zamku a kla¢a v pripade enzymovej
Specifity. Sacharidy moézu skryvat neobyCajny potencidl pre kodovanie informacii,
vychadzajuci z rézneho spdsobu vetvenia monosacharidov, pritomnosti troch a viac vol'nych
hydroxylovych skupin, ¢i r6znej anomérie vetvenia (o/B). Z dvoch monosacharidov tak méze
vzniknat’ az 11 réznych disacharidov. Funkcie lektinov sa roznia aj v zavislosti od pévodu

¢1 miesta expresie. Bolo dokazané, Zze mikrobialne lektiny sa zucastiuji adhézie
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mikroorganizmov na hostiteI'ské bunky a m6zu mat’ cytolyticku aktivitu (35). Rastlinné lektiny
patria medzi najvacsiu a najpreskimanejSiu skupinu tychto proteinov. Ich presné tloha nie je
celkom jasna, ale predpoklada sa, ze sa zucastiuji symbiotického vztahu medzi baktériami
fixujucimi dusik a strukovinovymi rastlinami. Ina hypotéza predpoklada vSeobecnejsiu funkciu
v obrane rastlin pred predatormi, ako st bezstavovce ¢&i fytopatogénne huby (36). Zivodisne
lektiny sa zucastiuju mediacie endocytozy, regulacie bunkového rastu, degradacie a zbal'ovania
glykoproteinov a funguju tiez v imunitnych odpovediach. Medzi zname podskupiny

zivocisnych lektinov patria galektiny, selektiny ¢i intelektiny (37).
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Obrazok 5: Znazornenie bunkového rozpoznania zalozeného na interakcii lektin-sacharid.

Prevzaté z (32) a upravené.

2.2 Bakterialne lektiny

Baktérie a d’alsie mirobialne organizmy exprimuji na svojom povrchu vel'’ké mnozstvo
lektinov  (38). Prvé bakterialne povrchové lektiny boli opisané v roku 1970

Nathanom Sharonom a jeho kolegami. Hlavnou funkciou tychto lektinov je prichytenie
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a adhézia baktérii na hostiteI'ské bunky, ako prerekvizita pre kolonizaciu a infekciu. Preto sa
niektoré lektiny nazyvaju adheziny a glykanové ligandy na povrchu hostitel'skych buniek
receptory. Kolonizacia nemusi nutne znamenat patogénny stav, ako napriklad v pripade
prospesnych ¢érevnych baktérii, ktoré kolonizuju gastrointestinalny trakt (39).

Dobre prestudované bakterialne lektiny st napriklad mandza-sSpecifické lektiny baktérie
Escherichia coli, ktoré sa vyskytuju na povrchu baktérie vo forme filamentéznych Struktar,
tzv. fimbrii, ktoré slizia ako adhezivne organely (Obrazok 6). Fimbrie typu | exprimuja takmer
vietky kmene E. coli. SU rovnomerne distribuované, s priemernou dizkou 0,1 pm a hribkou
priblizne 7 nm. V pripade urinalnych infekcii, spésobenych uropatogénnymi baktériami E. coli,
dochadza k mediacii adhézie prostrednictvom fimbrialneho lektinu FimH, ktory viaze

manozidové rezidua uroepitelidlneho glykoproteinu uroplakinu la (38, 40).

Obrazok 6: Snimka elektronového mikroskopu fimbrii tyu | baktérie E. coli. Prevzaté z (38)

a upravené.

Okrem inicidcie infekcie moézu fimbridlne lektiny sprostredkovat’ Specidlny typ
fagocytézy, tzv. lektinofagocytozu (Obrazok 7). T4 moéze prebiehat v dvoch rbznych
usporiadaniach. V prvom usporiadani nesie baktéria na svojom povrchu lektiny, ktoré
interaguji s komplementarnymi sacharidmi na povrchu fagocytujdcich buniek. V druhom su
lektiny sucastou membrany fagocytov a viazu sa na povrchové sacharidy baktérii.
Po molekuldrnom rozpoznani bakterie a fagocytu dochadza k prichyteniu, pohlteniu a zabitiu
baktérie fagocytujucim makrofagom (41, 42).
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Obréazok 7: Znazornenie lektinofagocytézy sprostredkovanej povrchovymi lektinmi baktérii,

ktoré rozpoznévaju komplementarne sacharidy na povrchu fagocytov (A) a fagocytarnymi lektinmi,
ktoré interaguju s bakteridlnymi sacharidovymi reziduami (P). Lektin-sacharidové rozpoznanie
medzi baktériou a fagocytom vedie k prichyteniu baktérie, jej pohlteniu a zabitiu fagocytujicou bunkou.

Prevzateé z (41) a upravené.

2.2.1 Lektiny zapojené do hostitel’sko-patogénnych interakcii

V sucasnosti sa velkd pozornost’ v oblasti vyskumu lektinov ststred'uje na lektiny
z patogennych organizmov, ktoré mézu byt cielom novej generacie antimikrobialnych liekov.
Za posledné roky bolo opisanych niekol'ko lektinov, ktoré mézu hrat’ tlohu v ur€itych fazach
infekcie.

Aspergillus fumigatus je dolezity alergén a oportunisticky patogénna plesen. Sposobuje
alergickeé ochorenia a ochorenia dychacich ciest u 0sob s oslabenou imunitou. Nedavno opisany
lektin AFL z A. fumigatus vykazuje afinitu k L.-fukdze a jej derivatom. Lektin je pravdepodobne
pritomny na povrchu konidii a méze zabezpecovat’ vizbu na plicny epitel, prva fazu infekcie.
Okrem toho bola preukdzana stimulacia bronchidlnych buniek lektinom AFL, ktora viedla
k zvySenej produkcii interleukinu-8. AFL tak modZe pdsobit’ ako faktor zodpovedny
za prozapalovy uc¢inok A. fumigatus (43).

Dalsim vyznamnym oportunistickym patogénom je baktéria Pseudomonas aeruginosa,

ktora sposobuje fatalne infekcie dychacich ciest u pacientov s cystickou fibrozou. Baktéria ma
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mechanizmy, ktoré jej zabezpecuju rezistenciu k vacsine pouzivanych antibiotik a predstavuje
vaznu terapeuticki vyzvu (44, 45). Baktéria produkuje dva lektiny, LecA Specificky
k p-galaktoze a LecB Specificky k L-fukoze, ktoré patria medzi kI'iCové virulentné faktory
zodpovedné za adhéziu na hostitel'ské bunky a tvorbu biofilmu (Obrazok 8). Oba lektiny su

V stcasnosti jednymi z naj$tudovanejsich cielov novych antibakterialnych terapeutik (46-48).
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Obréazok 8: Schematické znazornenie moznych uloh lektinov z P. aeruginosa v patogenéze
baktérie. Lektiny LecA a LecB interaguji s povrchovymi glykokonjugatmi a iniciuju adhéziu

na epitelialne bunky. Lektiny sa navySe zGcastiiuju tvorby biofilmu. Prevzaté z (49) a upravené.

2.3 Antiadhezivna terapia

Bakterialne infekcie patria medzi hlavné priciny morbidity a mortality na svete.
S rastlcou rezistenciou baktérii k antibiotikdm rastie potreba vyvoja novych alternativnych
sposobov prevencie a lie¢by bakterialnych infekcii. Prerekvizitou samotnej infekcie je adhézia
patogénu na hostitel'ské bunky, ktora brani organizmu zbavit' sa patogénov prirodzenymi
¢istiacimi mechanizmami respiraéného ¢i urinalneho traktu. Povrchové lektiny mnohych
baktérii patria medzi molekuly, ktoré umoziuji adhéziu a Kolonizaciu hostitel'skych tkaniv.
Zablokovanie tejto interakcie vhodnymi sacharidmi ¢i ich analdgmi je cielom antiadhezivnej
terapie mikrobialnych ochoreni (50-52).

Z lekarskeho hladiska sa zdd byt tento typ intervencie jemnejSi a bezpe€nejsi

v porovnani s ostatnymi typmi terapii. Je mélo pravdepodobné, Ze by boli sacharidy toxické ¢i
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imunogenne, nakolko su prirodzenou sucastou ludskych buniek ¢i materského mlieka.
KedZze antiadhezivne lieiva nezabijaji patogény ani nebrania ich rastu, riziko vzniku
rezistentnych kmenov je menSie ako v pripade antibiotik. Na druhd stranu, mnohé patogeny
exprimuju viac typov adhezinov, ¢o si vyzaduje pripravit’ viaceré Specifické inhibitory (50).

V poslednych rokoch doslo k posunu vo vyvoji antiadhezivnych liekov, cielenych
prevazne na prevenciu a lieCbu infekcii urogenitadlneho traktu sposobenych uropatogénnymi
E. coli. Lektin FimH, tvoriaci koncovu podjednotku fimbrii typu I, rozpozndva manozylované
uroplakiny a N-viazané oligosacharidy na luminalnom povrchu mocového mechura.
Pri prvotnych in vivo testoch na mySich modeloch boli pouzité mandzové analdgy, ktoré
preukazali slabtl inhibiciu adhézie. Pre zvySenie ucinnosti inhibitorov sa uplatiuju
dve stratégie, vyvoj multivalentnych zlicenin so zvySenou vdzbovou aviditou a dizajn
monovalentnych inhibitorov s aglukanovou zlozkou pre zvysenie afinity. Najnovsia generacia
FimH inhibitorov st bifenylové manozidy, ktoré su priblizne 200 000-krat GcinnejSie
ako mandza. S0 dostupné orélne, maju nizku cytotoxicitu a pri mysSich modeloch bolo
preukazané znizenie bakteridlnej kolonizacie na tirovenl podobne;j tej, ako pri poziti antibiotika

ciprofloxacinu, ¢o z nich robi vaznych kandidatov na funkéné lieciva (53-57).

2.4 Lektin PLL z Photorhabdus luminescens

Nedavno bol charakterizovany novy fukéza-specificky lektin PLL z P. luminescens.
Nakolko P. luminescens je symbiont hlistovca a zaroven bakterialny patogén, musi mat
mechanizmy, ktoré mu zabezpecia rozpoznanie hostitel'om a interakciu s imunitnym systémom
hmyzu.

Lektin PLL vykazuje afinitu k L-fukdze s disocia¢nou konstantou 5,4 mM zistenou
izotermalnou titratnou kalorimetriou. Okrem (-fukézy bola preukdzana interakcia
s metyl-a-fukozidom a chitinovymi oligosacharidmi. Lektin tvori homotetramér s molekulovou
hmotnostou priblizne 164 kDa. Rontgenovou krysStalografiou bola vyrieSena Struktara
nativneho a rekombinantného proteinu aj v komplexe s L-fuk6zou (Obrazok 9). Monomérna
jednotka ma Struktaru 7-lopatkového B-propelleru, naznacujic sedem potencialnych vazbovych
miest pre fukozu. V procese tetramerizacie hraju dolezit tlohu dva disulfidické mostiky (58).

Biologicka uloha lektinu PLL nie je celkom jasna. Niektoré experimenty potvrdili vazbu
lektinu na hemocyty larvy vijacky vostinovej (Galleria mellonella), avsak nebolo pozorované
Ziadne vyrazné poskodenie Struktiry buniek. Rovnako bola pozorovand vizba lektinu na

kutikulu hlistovcov Heterorhabditis bacteriophora bez toxického ucinku. Zda sa tak, Ze lektin
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nema cytotoxicky efekt, ale moze plnit’ ulohu pri mediacii interakcie hmyzich hemocytov

s kutikulou hlistovcov (58).
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Obréazok 9: Celkova Struktira rekombinantného lektinu PLL z P. luminescens v komplexe

s L-fukdzou. Na obrazku je vidiet' tetramérne usporiadanie z boku (A) a spredu (B) spolu

s 12 molekulami L-fuk6zy (tri molekuly na monomér). Obrazky prevzaté z PDBe (5¢9p).
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CIELE PRACE

Optimalizécia purifikacie lektinov z P. luminescens
Charakterizacia lektinov s vyuzitim biofyzikalnych metod
Testovanie aglutinacnej aktivity lektinov

Krystalizacia proteinov s cielom najst’ vhodné krystaliza¢né podmienky
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PRAKTICKA CAST

3 Materialy a metody

3.1 Kultivacia buniek

V praci boli vyuzivané expresné kmene bakteridlnych buniek Escherichia coli
Tuner(DE3) (Novagen) a BL21(DE3) (Stratagene), ktoré obsahovali vloZzené konsStrukty
PET25b-plu0734 a pET25b-plu0735 pre expresiu proteinov PLU34 a PLU35. Praca s bunkami
prebiehala v sterilnom prostredi lamilarneho boxu (Thermo Electron Industries).

Pre rast baktérii bolo vyuzivané sterilné, komer¢ne dostupné, kultivaéné LB médium
(20 g LB low salt zmesi 0 zlozeni: 5 g NaCl, 10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt na 1 | média,
Formedium). Po rozpusteni zmesi bolo pH média upravené pomocou 10 M NaOH
na hodnotu 7,4. Médium bolo sterilizované autoklavovanim (Systec V150). Pred samotnou
kultivaciou bolo do média pridané antibiotikum ampicilin (Serva) do vyslednej koncentracie
100 pg.ml™.

Standardne boli do sterilného LB média s pridanym antibiotikom zaotkované bunky
E.coli s vybranym konstruktom a kultivované pri 37 °C/180 rpm (N-Biotek NB-205) do optickej

hustoty ODsgoo = 0,4-0,6. Dalej praca pokradovala expresiou vybranych proteinov.

3.2 Expresia rekombinantnych proteinov

Po priprave inokula o vhodnej optickej hustote bol 1 ml kultary sterilne preneseny
do 50 ml LB média s pridanym ampicilinom (100 pg.ml?t). Bunky boli kultivované
pri 37 °C/180 rpm do optickej hustoty ODeoo = 0,4-0,6. Nésledne bolo 10 ml kultiry
naockovanych do 500 ml pripravené¢ho LB média s prislusnym antibiotikom a bunky boli opat’
kultivované pri 37 °C/180 rpm do optickej hustoty ODeoo = 0,4-0,6 (Infors HT Multitron
standard). Expresia proteinu bola indukovana pridanim izopropyl-p-p-tiogalaktopyranozidu
(Carbosynth) do vyslednej koncentracie 0,5 mM. Expresia prebiehala pri 18 °C/180 rpm
cez noc.

Po expresii bol cely objem kultary (500 ml) centrifugovany (10 min/11 000 g/4 °C,
Sigma 6-16K) a pelet rozsuspendovany v 15, resp. 30 ml pufru (20 mM Tris/HCI, pH 7,4).
Vzorky boli skladované pri -20 °C.
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V priebehu experimentu boli pred a po indukcii odobrané vzorky kultdry pre overenie
mnozstva exprimovaného proteinu. Bol odobrany 1 ml kultary z kazdej kultiva¢nej banky,
pri¢om vzorka odobrand po indukcii bola nariedend LB médiom na priblizne rovnaku optickt
hustotu ako prislusnd vzorka odobrana pred indukciou. Vzorky boli centrifugované
(1 min/13 000 rpm, Hettich Mikro 20) a pelet rozsuspendovany v 20 ul 4 M mocoviny
a 20 pl 2x koncentrovaného vzorkového pufru (20% glycerol, 6% merkaptoetanol, 4% SDS,
0,2% bromfenolova modra, 0,1 M Tris/HCI, pH 6,8). VVzorky boli denaturované (95 °C/5 min,
Accublock Digital Dry Bath, Labnet International) a analyzované pomocou SDS-PAGE.

3.3 Priprava vzorky pre purifikaciu

Zmrazena kultara buniek bola ponechand rozmrznat’ v miske s l'adom. Nasledne bola
kultara preliata do umelohmotnej kadicky a umiestnend do misky s Tadom. Bunky boli
dezintegrované s vyuzitim sonikatora (Sonics Vibra-Cell VCX-500) pri nasledujlcich
podmienkach: 2x 50 min, 1 s pulz, 4 s pauza, 40% amplituda. Z homogenizovanej kultury bolo
odobratych 100 pl vzorky pre zistenie ¢i sa protein exprimuje v rozpustnej forme. VVzorka bola
centrifugovana (1 min/13 000 rpm) a zo supernatantu bolo odobratych 20 pl a zmiesanych
s 20 pl 2x koncentrovaného pufru (rozpustna frakcia, CS). Pelet bol dvakrat premyty
1 ml pufru (20 mM Tris/HCI, pH 7,4), centrifugovany (1 min/13 000 rpm) a rozsuspendovany
v 50 pl 4 M mocoviny a 50 pl 1% SDS. Bolo odobratych 20 pl vzorky a zmieSanych
s 20 pl 2x koncentrovaného pufru (nerozpustnd frakcia, CI). Vzorky boli denaturované
(95 °C/5 min) a analyzované pomocou SDS-PAGE.

Homogenizovana kultira bola pred nanesenim na purifikaéni kolonu prefiltrovana

cez sterilny filter s velkostou porov 0,45 um (Roth).

3.4 Purifikacia rekombinantnych proteinov

Rekombinantné proteiny PLU34 a PLU35 boli purifikované na kolone
s man0zo-agar6zovym sorbentom, s vyuzitim strednotlakovej kvapalinovej chromatografie,
na pristroji AKTA Purifier (GE Healthcare). Koldna bola pred nanesenim vzorky ekvilibrovana
premytim pufrom B (20 mM manoza, 100 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7,5),
pufrom A" (100 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7,5) a pufrom A (20 mM Tris/HCI, pH 7,5).
Prefiltrovand vzorka po dezintegracii buniek bola nan4$ana na kolonu Standardne pri prietoku

0,1-0,3 ml/min. Eldcia prebiehala izokraticky a jednotlivé frakcie boli zbierané
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do 10 ml skamaviek. Ako elu¢ny pufer bol pouzity pufer B, A" a mili-Q voda. Z jednotlivych
frakcii bolo odobranych 20 ul vzorky, ktora bola zmieSana s 20 pl 2x koncentrovaného
vzorkového pufru. Vzorky boli denaturované (95 °C/5 min) a analyzované pomocou
SDS-PAGE.

3.5 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza v polyakrylamidovom géli v pritomnosti dodecylsulfatu sodného bola
pouzita pre zistenie relativneho zastipenia proteinov a Cistoty vzoriek proteinov po purifikacii.
Priprava gélov aj samotna elektroforéza prebiehala v aparatire Mini-Protean 3 (Biorad).
Zlozenie gélov je uvedené v tabulke |. Ako separacny gél bol pouzity 12% polyakrylamidovy
g¢l. Denaturované vzorky boli na gél nanasané v objeme 10 pl s pouzitim davkovacej strickacky
(Hamilton). Bol pouzity proteinovy Standard Protein Marker II1 6.5 — 200 (AppliChem), ktory
bol nanaSany v objeme 5 pul. Elektroforéza prebiehala pri konStantnom napiti
120 V v pritomnosti 1x koncentrovaného elektrédového pufru (25 mM  Tris/HCI,
250 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3).

Tabul’ka I: ZloZenie separa¢ného a koncentra¢ného gélu pre SDS-PAGE (pre dva gély)

ZloZenie Separacny gél 12% Koncentraény gél
Deionizovana voda 3,4ml 3,4 mi

30% akrylamid 4,0 ml 0,83 ml

1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 2,5 ml -

1,0 M Tris/HCI (pH 6,8) - 0,63 ml

10% SDS 0,1 ml 50 pl

10% APS 80 pl 80 pl
TEMED 7 ul 5 pl
Celkom 10 ml 5ml

Po skonceni elektroforézy boli gély ponorené do fixatného roztoku
(10% kyselina octova, 30% izopropanol) na dobu 10 minut. Gély boli $tandardne farbené
cez noc, ponorenim do farbiaceho roztoku (0,025% Coomasie Briliant Blue R250,
50% metanol, 10% kyselina octova). Pre odfarbenie pozadia boli gély ponorené

do odfarbovacieho roztoku (10% kyselina octova, 40% etanol). Pre zvySenie citlivosti farbenia
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boli gély farbené striebrom. Postup farbenia striebrom je uvedeny v tabul’ke I1. Geély boli

uchovavané v destilovanej vode pri laboratornej teplote.

Tabul’ka II: Postup farbenia polyakrylamidového gélu striebrom

Krok Cas

Premytie deionizovanou vodou 3x5s

60 ml 50% acetonu 5 min

100 pl 10% N2S,03, 60 ml deionizovanej vody 1 min
Premytie deionizovanou vodou 3x5s

160 mg AgNOs, 0,6 ml 37% HCHO, 60 ml dH,0 8 min
Premytie deionizovanou vodou 2Xx5s

60 ml 2% Na,COs, 25 ul 37% HCHO, 25 pl 10% Na,S,03 Do vyfarbenia
1% kyselina octova 30s

3.6 Vsadkova metdda

Jednoduché a rychle otestovanie vézbovej Specifity proteinov PLU34 a PLU35
K vybranym monosacharidom bolo uskutoénené pomocou vsadkovej metody. Pri interakcii
dochadza k vézbe proteinu na sacharid naviazany na agar6zovy nosic.

Bolo odobranych 100 pl sorbentu s naviazanym sacharidom: r-fukdza (pripravena
na pracovisku), o-mandza (Sigma). Sorbent bol centrifugovany (2 min/13 000 rpm), supernatant
odstraneny a suchy sorbent 3-krat premyty pufrom (20 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl,
100 uM CacCly, pH 7,4). K takto pripravenému sorbentu bolo pridanych 75 pul bunkového lyzatu
a zmes bola inkubovanid 30 minGt pri laboratdérnej teplote za obCasného premieSania.
Po centrifugacii (1 min/13 000 rpm) bolo zo supernatantu odobranych 25 pl zmesi (nezachytené
frakcie). Sorbent bol 3-krat premyty pufrom a po kazdom premyti bolo zo supernatantu
odobranych 25 pl vzorky. Vsetky odobrané vzorky boli zmie$ané s 2x koncentrovanym
vzorkovym pufrom v pomere 1:1. Na zaver bolo k sorbentu pridanych
30 pl 2x koncentrovaného vzorkového pufru. VSetky pripravené vzorky boli denaturované

(5 min/95 °C), centrifugované (1 min/13 000 rpm) a analyzované pomocou SDS-PAGE.
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3.7 Dialyza

Frakcie proteinu zozbierané po purifikacii boli dialyzované proti 10 litrom destilovanej
vody pre krystalizaciu proteinov a proti 10 litrom pufru (20 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl,
pH 7,4) pre testy interakcii proteinu so sacharidmi (ITC, SPR). Bolo pouzité dialyzacné ¢revo
(SnakeSkin, cut-off limit 3,5 kDa, Thermo Scientific). Dialyza prebiehala pri 4 °C po dobu

3 dni, pricom vedro bolo menené 3-krat.

3.8 Koncentrovanie proteinu

Frakcie proteinu boli zakoncentrované s vyuzitim koncentraénych skumaviek Vivaspin
(Sartorius) s membranou s cut-off limitom 10 kDa alebo komer¢nej sustavy Amicon
(objem cely 10 ml) s membranou s cut-off limitom 10 kDa (Millipore). Ultrafiltracia prebiehala
za staleho mieSania pod tlakom dusika 10-15 kPa do dosiahnutia poZadovanej koncentracie.
Vzorky proteinu koncentrované pomocou koncentraénych skumaviek boli centrifugované
pri laboratdrnej teplote (11 000 rpm) do pozadovanej koncentracie. Koncentracia proteinu bola
stanovena spektrofotometricky pri vinovej dizke 280 nm na pristroji NanoDrop ND-1000

(Coleman Technologies).

3.9 Analyticka ultracentrifugacia

Meranie sedimentacnej rychlosti bolo uskutoCnené na analytickej ultracentrifuge
ProteomeLab XL-A (Beckman Coulter) s vyuzitim absorban¢nej a interferencnej optiky.
Meranie prebiehalo v dvojsektorovej cele za nasledujicich podmienok: 20 °C, 48 000 rpm,
snimky zaznamenavané po 5 minttach, zber dat po 0,003 cm, vinova dizka 280 nm. Objem
vzorky proteinu a referen¢ného pufru bol 425 pl. Koncentricie vzoriek sa pohybovali
v rozmedzi 0,03 - 0,23 mg.mlt. Vzorky boli pred meranim dialyzované proti pufru
(20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,4), ktory bol nasledne pouzity ako referen¢ny. Vzorky
boli prefiltrované cez filter s vel’kost'ou pérov 0,2 um (VWR) a napipetované do ciel.

Namerané data boli vyhodnotené v programoch Sedfit a Sednterp. Vysledky boli

zobrazené v programe Gussi.
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3.101zotermalna titra¢na kalorimetria

Interakcie proteinu PLU34 so sacharidmi boli merané pomocou ITC. Merania boli
uskutoénené na pristrojoch ITC200 (Malvern) a AutolTC200 (Malvern) pri teplote 25 °C.
Pri meraniach boli pouzité monosacharidy b-manéza (Sigma-Aldrich), L-fukdza (AppliChem)
a tetrafukozylované zluceniny kalixarén IVc a dendrimér BBO1, syntetizované v laboratériu
profesorky Jitky Moravcovej (Ustav chemie a pfirodnich latek, Vysoka $kola chemicko-
technologickd, Praha). Sacharidy boli rozpustené v dialyza¢nom pufri (20 mM Tris/HCI,
150 mM NacCl, pH 7,4). Koncentracia proteinu sa pohybovala v rozmedzi 0,071 — 0,1 mM
a koncentracie ligandov v rozmedzi 2 — 10 mM, v zavislosti na vazbovej afinite. Pred meranim
boli vzorky proteinu a sacharidov odvzdus$nené, premiesané a vytemperovaneé na teplotu 25 °C.
Vzorky sacharidov boli titrované do cely naplnenej vzorkou proteinu po inicianom oneskoreni
60 s. Bolo pouzitych 20 — 35 titracii o objeme 1,1 — 2 pl v trvani 2,2 — 4 s. Doba medzi
jednotlivymi meraniami bola zvycajne 240 s. Merania boli uskuto¢nené za stileho miesania
(750 — 1000 rpm) s referen¢nou silou 10 pcal.s?t. Vysledky merania boli vyhodnotené

v programe Origin 7.

3.11 Rezonancia povrchového plazmoénu

Merania boli uskuto¢nené na pristroji BIAcore 3000 (GE Healthcare), pri 25 °C,
s pouzitim 20 mM Tris/HCIl, 150 mM NaCl, pH 7,4 ako nandSacim pufrom. Boli pouzité
tri Stvorkanalové Cipy s imobilizovanymi sacharidmi: CM5 (p-galaktoza, streptavidin,
p-manoéza, Lewis B), ¢ip C1 (Neu-Ac, p-manoza, L-fukdza, laktdza), ¢ip CM4 (p-manoza,
p-galaktéza, L-fukdza). Meranie prebichalo simultanne na Styroch kanaloch, z ktorych vzdy
jeden sluzil ako blank. Vzorka proteinu o koncentrécii 0,4 — 0,5 mg.ml* v 20 mM Tris/HCI,
150 mM NacCl, pH 7,4 pufti bola na ¢ip nanasana v objeme 20 pl pri prietoku 5 pl.min-t. Vazba
proteinu na sacharidy bola sledovana ako zavislost’ rezonan¢nych jednotiek (RU) na case
a namerané data boli vyhodnotené v programe BlAevaluation, pomocou ktorého bolo tiez

uskutoCnené odc¢itanie signalu referen¢ného kanalu.

3.11.1Testy priamej vazby

Prvotné merania vazbovej Specifity proteinu PLU34 s imobilizovanymi sacharidmi boli
uskuto€nené metodou priamej vdzby, pricom protein bol Standardne dialyzovany

proti nanasaciemu pufru a injektovany na &ip. Cip bol regenerovany 50 mM NaOH.
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3.11.2Inhibi¢né testy

Vizbova Specifita proteinu PLU34 bola tiez zistovana metdédou inhibi¢nych testov.
Pri prvotnych testoch bolo vybratych pat monosacharidov: p-mandza (Sigma-Aldrich),
L-fukoza (AppliChem), b-galaktéza (Carbosynth), p-glukdza (Carbosynth) a bp-fruktdza
(Duchefa Biochemie). 10x koncentrované roztoky sacharidov (100 mM) boli zmieSané
so vzorkou proteinu o koncentracii 10 uM v molarnom pomere protein:sacharid 1:9 a zmes bola
nanesena na ¢ip CM4. Pre urcéenie ICso, inhibi¢nej koncentracie sacharidu (inhibitora), pri ktorej
dochadza k 50% inhibicii vdzbovej interakcie, bol vytvoreny koncentra¢ny rad Styroch
monosacharidov (p-manéza, L-fukéza, o-galaktéza, o-frukt6za), v rozmedzi koncentracii
20-0 mM, pricom kazda nasledujica koncentracia bola riedena dvojnasobne oproti

predchadzajucej.

3.12 Aglutinacné testy

3.12.1Hemaglutinacia

Testovanie hemaglutina¢nej aktivity proteinu PLU34 bolo uskuto¢nené v 96-jamkovych
mikrotitratnych dosti¢kach. 50 pl proteinu o koncentracii 0,6 mg.ml? v elu¢nom pufri
(20 mM Tris/HCI, pH 7,5) bolo zmieSanych s rovnakym objemom 2% suspenzie l'udskych
erytrocytov krvnych skupin A+, B+, 0-, 0+ nariedenych PBS pufrom (137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 8 mM NaxHPOs, 1,47 mM KH2POg4, pH 7,4). Bol vytvoreny riediaci koncentraény
rad proteinu (dvojkova sada). Erytrocyty boli pred pouzitim oSetrené 0,1% papainom,
inkubované 30 minut pri 37 °C za obCasného premiesania. Ako negativna kontrola bol pouzity
pufer bez proteinu. Hemaglutinacia bola vyhodnotena vizualne. Dudské erytrocyty boli ziskané

od Transflzneho a tkanivového oddelenia Fakultnej nemocnice v Brne.

3.12.2 Aglutinacia kvasiniek

Boli pripravené 10 a 20% suspenzie kvasnic (UNIFERM) v 20 mM Tris/HCI, pH 7,5.
Na aglutinaciu bol pouzity protein PLU34 (1,5 mg.ml?) v 20 mM Tris/HCI, pH 7,5. Ako
pozitivna kontrola bol pouzity lektin BC2L-A (1 mg.ml™?). Boli pouzité dva typy inkubécie
kvasnic s lektinom. Pri inkubécii v skimavke bolo zmie$anych 20 pl proteinu s 20 pl kvasnic
a ponechanych 10 mindt stat’ pri laboratornej teplote. Nasledne bolo na podlozné sklicko

napipetovanych 20 pl zmesi. Pri inkubécii na podloznom sklicku bolo napipetovanych
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10 pl kvasnic a 10 pl proteinu, zamieSanych a ponechanych 5 minit stat’ pri laboratornej teplote.
Zmes bola prekryta krycim sklickom a pozorovand pod optickym mikroskopom
(2L NG, Levenhuk) s digitalnou kamerou (D2L NG, Levenhuk).

Aglutinacia kvasiniek bola tiez otestovana s fluorescenéne znac¢enym proteinom PLU34
(NT-647, NanoTemper Technologies). Bola pripravena 2% suspenzia kvasnic (UNIFERM)
v 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 100 uM CacCly, pH 7,5. Fluorescen¢ne znaceny protein
PLU34 s koncentraciou 3 M bol 20-krat, 100-krét a 200-krét riedeny suspenziou kvasnic
a zmes bola inkubovana v tme (30 min/17 °C). Nésledne boli suspenzie 2-krat premyté
250 pl pufru pre vymytie nenaviazaného proteinu. Na podlozné sklicko bolo nanesenych
20 pl vzorky a prekrytych krycim sklickom. VSetky vzorky boli pozorované pomocou
invertovaného mikroskopu 1X81 (Olympus). Bolo pouzité modré svetlo (470 — 495 nm)
pre excitéciu fluoroforu a bola pozorovana zelena fluorescencia (575 — 625 nm). Obrazky boli

ziskané s pouzitim digitalnej kamery DP72 (Olympus).

3.13 Proteinova krystalizacia

Pre hl'adanie vhodnych krystalizacnych podmienok pre krystalizaciu proteinu PLU34
bola pouzita metdéda sediacej kvapky. Na skrining boli pouzité 96-jamkoveé dosky
(3 well, Swissci) a ¢inidla nasledujtcich komerénych sad: Classics Suite, Classics II Suite,
Classics Lite Site, PACT Suite (vSetky Qiagen), JCSG-plus Screen, SG1 Screen HT-96
(oba Molecular Dimensions). Do rezervoaru jamiek bolo nanaSanych 50 pl precipitantu
pomocou pipetovacej linky Freedom EVO Clinical 150 (Tecan). Pre pripravu kvapiek o objeme
200 nl bol pouzity kryStalizacny robot Mosquito (TTP Labtech). Kvapky boli pripravené
zmie$anim roztoku proteinu o vstupnej koncentracii 10 mg.ml- s roztokom precipitantu v troch
pomeroch 1:2, 1:1 a 2:1. Dosky boli prekryté priehl'adnou, UV priepustnou foliou, oznacené
¢iarovym koédom a umiestnené do krystalizacného hotela Gallery 160 Plate Hotel (Rigaku)
vybaveného systémom pre analyzu rastu krystalov Desktop Ministrel HT UV (Rigaku).
Krystalizacia prebichala pri 20 °C a kryStaly boli priebezne sledované prostrednictvom
rozhrania CrystalTrek WEB 2.3.5.

Podmienky, v ktorych doslo k rastu krystalov s najlepsimi vlastnost'ami, boli d’alej
optimalizované. Bola pouzitd metdda sediacej kvapky, ako je opisané vysSie. Boli
optimalizované pH pufrov, koncentracie soli a precipitantov. Boli tiez nasadené dosky
pre kokrystalizaciu proteinu PLU34 s vybranymi sacharidmi: p-manoza, L-fukoza, p-glukoza,

p-galaktdza, N-acetyl-L-fukozamin, metyl-a-p-manopyranozid, metyl-a-L-fukopyranozid,
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Manal-3Man, Manal-2Man/Manal-4Man a so synteticky pripravenymi fukozylovanymi
makromolekulami: kalixarén 1Vc, dendrimér BBO1, inhibitory BOT1, BOT2, BOT3
syntetizované v laboratoriu profesorky Jitky Moravcovej (Ustav chemie a piirodnich latek,
Vysoka skola chemicko-technologické, Praha).

Pre optimalizaciu krystalizacie a kokrystalizaciu proteinu so sacharidmi (p-mandza,
L-fuk6za) bola tiez pouzitd metdda visiacej kvapky. Boli pouzité 24-jamkové dosky
(Linbro Plate). Do jamiek bolo napipetovanych 600 pl precipitatného roztoku. Protein
o vstupnej koncentracii 10 mg.mlt bol na silikonizovanom sklicku (Hampton Research)
zmieSany s precipitantom resp. sacharidom v pomere 1:1 a 2:1 o objeme kvapky 1 — 3 pl.
Sklicka boli prevratené a prilozené k lemu jamiek opatrenym vazelinou pre dokonalé pril'nutie.
Dosky boli skladované pri stalej teplote 20 °C a rast krystalov bol pozorovany pod optickym
mikroskopom Leica MZ 125 (Leica).

Vhodne krystaly boli vylovené, opatrené kryoprotentantom 40% PEG 400 a prenesené
v tekutom dusiku. Difrakcia krystalov bola testovana na synchrotrone BESSY Il (Berlin,

Nemecko).
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