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Sacharidové struktury kovalentné vazané na bunééném povrchu plni fadu nezastupitelnych
fyziologickych funkci od naprosto obecnych (definice polarity plasmatické membrany, piispévek ke
struktute membranovych mikrodomén) az po nékteré¢ specializované. V imunologii a klinicke
onkologii je jiz del§i dobu udélovana pozornost zméndm povrchové bunécné glykosylace v prubéhu
nadorové transformace a piemény normdlni builky na builku proliferujici a posléze maligné
transformovanou. Po mnoha letech detailnich imunochemickych, analytickych a biochemickych
vyzkumi je evidentni, ze v pribéhu nadorové transformace dochazi k zdsadnim zménam vsSech
zakladnich tfid povrchovych glykokonjugétt, pficemz nejvice dramatickych zmén pozorujeme u N-
a O-glykosidicky vazanych oligosacharidli a u sialovanych glykolipidii — gangliosidi. Posledné
jmenované latky jsou casto exprimované na povrchu nédorovych bunék vtak vysokych
koncentracich, ze dochazi k jejich uvolfovani do krevniho séra, v némz piedstavuji dulezité
diagnostické markery.

Z poznatkli o biologii povrchové nadorové glykosylace vychdzeji strategie nadorovych
imunoterapii. Unikatni a masivné nadory produkované sacharidové antigeny se stavaji dulezitymi
komponentami ruznych protinadorovych vakcin, znichz nékteré dospély do pozdnich fazi
klinickych zkousSek a zacinaji byt klinicky aplikovany. Molekularni mechanismus ptisobeni téchto
latek v organismu pacientll s naddory je vétSinou zaloZeny na vyvolani masivni produkce protilatek
proti sacharidovym strukturdm obsazenym ve vakcinach, které potom mohou za urcitych ptiznivych
podminek pfispét k likvidaci nadorové bunky. V poslednich letech je vSak zvySena pozornost
udélovana téz mechanismim zahrujicim pfimou aktivaci cytotoxickych buné€k, zejména ptirozenych
zabije¢skych bunék, NK T-lymfocytli a posléze i specifickych cytotoxickych lymfocyti. Praveé
k tomuto tématu soucasné imunologie se snaZzi pfispét 1 predkladana doktorska prace.

V tvodu své prace bych rad podekoval velkému poctu svych spolupracovnikil, bez nichz by
tato prace nemohla vzniknout. Vazim se zejména dlouhodobé spoluprace s Laboratofi pfirozené
bunééné imunity MBU AV CR (Prof. RNDr. Miloslav Pospisil DrSc., MUDr. Anna Figerova CSc.,
Dr. Luca Vannucci), kterd odpovidala za provedeni vétSiny imunologickych testll. Na druhé strané
si ptiprava latek typu sacharidovych dendrimerG vyzadovala tésné spoluprace s chemiky jednak
v Laboratofi biotransformaci MBU AV CR (Prof. Ing. Vladimir Kien DrSc., Mgr. Pavel Krist PhD.,
Ing. Karel Krenek, Ing. Radek Gazdk) jednak na zahrani¢nich pracoviStich na Univerzitich
v Hamburgu a Kielu (SRN) a Ottawe¢ (Kanada). V neposledni fadé musim podckovat vSem
studentim a doktorandiim nasi laboratotfe za jejich pomoc pii provadeéni jednotlivych experimentt,

a sveé rodiné, zejména manzelce Radce, za jeji velkou trpélivost a vynikajici zazemi.



SEZNAM ZKRATEK

BSA, bovinni sérovy albumin;

BCG, Bacillus Calmet-Guerin, vakcina z Mycobacterium bovis;

CD, (angl. cluster of differentiation), povrchovy diferenciacni znak leukocytu;

CSK, kinasa dulezita pii modulaci aktivace T-lymfocytu;

DCL-1, (angl. dendritic cell lectin), lektin na povrchu dendritickych bunék;

DTT, dithiothreitol, reduk¢ni ¢inidlo;

FT-ICR, (angl. Fourier transform ion - cyclotron resonance), hmotnostni spektometrie s iontoveé
cyklotronovou resonanci;

GM, monosialogangliosid;

IT, (angl. ion trap), hmotnostné spektrometricky analyzator s iontovou pasti;

ITAM, (ang.immunoreceptor tyrosine activation motif), peptidovy aktiva¢ni motif imunoreceptorii;
ITIM, (ang.immunoreceptor tyrosine inhibition motif), peptidovy inhibi¢ni motif imunoreceptort;
MALDI, (angl. matrix assisted laser desorption and ionization), laserovd ionizace v hmotnostni
spektrometrii;

LAT, (angl. linker for activation of T cell), adaptorovy protein diilezity pro aktivaci T lymfocyti;
LCK, proteinova tyrosinova kinasa dulezita pro aktivaci T lymfocyti;

MS, (angl. mass spectrometry), hmotnostni spektrometrie;

NK, (angl. natural killer), pfirozeni zabije€i, pfirozené zabijec¢ské buiiky;

NKG2D, hlavni aktivaéni receptor ptirozenych zabije¢skych bun¢k clovéka a hlodavceu;
NKR-P1, hlavni aktiva¢ni receptor ptirozenych zabijecskych bunék potkana;

NMR, nuklearni magnetické resonance;

PAG, adaptorovy protein T-lymfocyti;

PAMAM, polyamidoaminové dendrimerické kostry;

PBS, (angl. phosphate buffered saline), isotonicky roztok NaCl pufrovany fosfatem;

SB2, dvakrat sulfatovany glykolipid;

SLP-76, adaptorovy protein T-lymfocyti;

TCR, (angl. T-cell receptor), receptor pro antigen T-lymfocytu;

TLC, (angl. thin layer chromatography), chromatografie na tenkych vrstvach;

Tm, (angl. melting temperature), teplota ,,tani* (denaturace) biopolymeru;

TOF, (angl. time-of-flight), hmotnostné spektrometricky analyzator zaloZeny na dobé letu;
Z.AP70, kinasa dulezitéd pro aktivaci T-lymfocyti.

Pro nazvy aminokyselin a sacharidl jsou pouzivany standardni zkratky dle doporuceni I[UPAC.



1. LITERARNI UVOD

1.1 Uloha sacharidii v Zivych systémech

vvvvvv

vvvvvv

nejcastéji diskutuje, je funkce metabolickd, funkce strukturni, a kone¢né funkce informacni (Varki
1993). Prva funkce je ddna kritickou tlohou jednoduchych cukrii, ptevazné jejich fosforylovanych
derivatl, v reakcich intermediarniho metabolismu u vétSiny samostatné zijicich organismi.
Stavebni funkce sacharidi je nejvyraznéji patrnd jednak u mikroorganismii, jejichz povrch je zcela
pokryt polysacharidovymi (manan, glukany) a lipopolysacharidovymi bunéénymi sténami, a dale u
rostlin, jejichz bunky jsou chranéné bunécnou sténou vyztuzenou celulosou a jinymi polysacharidy.
Ovsem 1 na povrchu nékterych eukaryotickych bunék jsou sacharidy hojné zastoupené zejména ve
formé¢ riznych pfirozenych  glykokonjugdti —  glykolipidli, oligosacharidickych a
polysacharidickych glykoproteinti. Glykolipidy pomahaji definovat polaritu plasmatické membrany
a jsou dulezitou stavebni soucasti membranovych mikrodomén (Hofejsi et al. 1999).
Oligosacharidické a polysacharidické glykoproteiny jsou hojné zejména na povrchu epitelidlnich
bun¢k, ale dulezité jsou tieba i u bunék imunitniho systému na jejichz povrchu tvoii tzv. glykokalix
regulujici mezibunéény kontakt a adhezivni interakce imunocytii. U rozpustnych, sekretovanych
glykoproteinii ovlivituje glykosylace zejména jejich poskladéani, rozpustnost, a chrani je pted
proteolyzou a jinymi agresivnimi vlivy zevniho prostiedi.

Mozna informacni Gloha sacharidl je diskutovana v poslednich letech. Predpoklada se, ze
by slozité sacharidové struktury mohly v sobé mit uloZenou biologickou informaci, a piedstavovat
tak treti informacni kdd po kodu zalozeném na strukture nukleovych kyselin a proteinti. Podobné
jako u jinych informacnich kodi je i sacharidovy kéd dany v podstaté poradim jednotlivych
monosacharidovych jednotek v urcité sekvenci Na rozdil od nukleovych kyselin a proteinii maji
ovSem oligosacharidové sekvence nékolik unikatnich ryst, a informace kédovana urcitym poctem
proteinim se totiZ mohou sacharidy vzajemné spojovat pomoci nékolika riznych typt vazeb, a
mohou kromé linedrnich sekvenci tvofit i sekvence vétvené. Také diverzita monosacharidovych
stavebnich jednotek je znac¢nd v dasledku jejich moZnych chemickych modifikaci, naptiklad
informac¢niho kdédu zahrnuji mezibunééné interakce v casné embryogenezi, molekuldrni procesy
spojené s tvorbou tkani a organti, pohyb bunék imunitniho systému v cirkulaci a jejich vycestovani
do lymfatickych tkéani, interakce spermie s vajickem apod. Sacharidové sekvence vsak jisté
sehravaji svou tlohu i1 v procesu starnuti biologickych makromolekul a celych bunék, pfi nadorove
transformaci (viz. podrobnéji v kapitole 1.6).

1.2 Receptory imunitniho systému. Lektinové receptory C-typu a jejich fyziologické funkce.
Endogenni ligandy a ligandové mimikry.

Koncepce receptoru jako proteinu odpovédného za monitorovani a vzdjemnou integraci
signalli zpracovdvanych vramci informacéni sit¢ kazdé bunky je dnes Siroce pfijimanou v
prirodnich védach. Detailni molekularni znalosti jednotlivych receptorovych systemut se stala se
zdkladem pro pochopeni mechanismu uc¢inku mnoha Siroce pouZivanych léciv, stejné jako pro
racionalni navrh mnoha novych léCebnych preparati. Zakladem této koncepce jsou unikatni
vlastnosti samotného receptorového proteinu, zpravidla umisténého bud'to na povrchu bunky
v plasmatick¢ membrané, popiipad¢ v cytosolu cilovych tkani. Po interakci receptoru s ligandem
dochazi ke konformacni zméné, poptipadé oligomerizaci receptoru, coZ je spojeno s aktivaci
primarnich (tzv. ,upstream‘) efektor, a posléze spusténim celé kaskady aktivacnich procest
spojenych s fyziologickou odpovédi dané buiiky na urcity signal. Obr. 1 ukazuje tyto procesy na
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Obr. 1 Signalizace zahajena aktivaci T-bunécného receptoru. Vytvoreni nadmolekuliarniho
komplexu usnadnéné adaptorovymi proteiny SLP-76 a LAT koordinuje nékolik
signalizacnich kaskad zavislych na druhych poslech. Podle Singera a Koretzkeho 2002.

ptikladu intenzivné studovaného receptoru T-lymfocyti (TCR, T-cell receptor). I tento receptor je
membranovym proteinem asociovanym s fadou dalSich proteinti nezbytnych pro pienos signalu (y,
d a ¢ fetézce). Kriticky pro signalizaci prostfednictvim tohoto receptoru je { fetézec, ktery mize byt
fosforylovan proteinovou tyrosinovou kinasou [Ick poptipadé defosforylovan proteinovou
tyrosinovou fosfatasou CD45. Fosforylace vlastniho ( fetézce je poté spojena s aktivaci
sekundarnich efektorti (klicovou je kinasa ZAP-70), coz vede ke spusténi mnoha dalSich
efektorovych drah v zavislosti na koncentraci druhych posli (second messengers). Dochazi
k zasadni reorganizaci cytoskeletonu a aktivaci transkripce, kterda mize byt nakonec spojena
s proliferaci, diferenciaci nebo dokonce programovanou bunécnou smrti (apoptosou). Dulezité pro
signalizaci jsou také adaptorové proteiny, na némz dochazi k integraci procesti deaktivace
(PAG/CSK/CD45) nebo aktivace (LAT komplex) kaskad nitrobunécné fosforylace.

Koncem 60. let doslo zasluhou Ashwella, Morella a spolupracovniki k rozpracovani
koncepce receptorového proteinu také na receptory lektinového typu, které jako své ligandy
rozpoznavaji latky sacharidové povahy (Ashwell a Harford, 1982). V té dobé byla jiz fadu desetileti
studovana zajimava skupina proteinti oznacovanych jako lektiny, které zpravidla vymezujeme jako
proteiny nebo glykoproteiny neenzymové a neprotilatkové (neimunoglobulinové) povahy schopné
nekovalentné a reverzibilné vazat rizné sacharidy. I ptes dlouhodoby z4jem o lektiny bylo v 60.
letech stale jesté znamo velmi malo o fyziologické iloze téchto zajimavych proteinli v organismu.
Ashwellovy studie jaterniho membranového lektinu byly pionyrské pravé proto, Ze si polozily
studium fyziologickych zakonitosti do svého zakladu. V té dobé byla zevrubné studovana skupina
glykoproteinii krevniho séra, které tvoii kvantitativné asi polovinu hmotnosti proteini v této
biologické tekutin€. Zajem se soustied'oval zejména na studium transportnich a obrannych funkci
sérovych glykoproteinii zahrnujicich takové dilezité latky jako sérové imunoglobuliny, transferrin
(protein transportujici Zelezo), ceruloplasmin (protein transportujici méd’), haptoglobin (protein
transportujici hemoglobin), sérové lipoproteiny riznych tiid a podobné.

Trvalo zhruba deset let nez védci dospéli k zavéru, ze celd skupina zivocisnych lektinu je
nesrovnatelné $irsi, a zahrnuje nékolik proteinovych rodin zajiStujicich v organismu fadu dalSich



dulezitych fyziologickych funkci, Obdobi od druhé poloviny 80. let bylo charakterizovano rychlym
nastupem metod molekuldrni biologie a genetiky do biomedicinského vyzkumu, a jinak tomu
nebylo ani v oblasti zivocisnych lektinovych receptorti. Zakladnim koncepénim priillomem v polo-
viné 80. let bylo zejména pozorovani Drickamera a Barondese ukazujici, Ze za schopnost
lektinovych receptorti rozpoznavat sacharidové ligandy je v tadé ptipadi odpovédna pouze mala
¢ast celého receptoru, globularni proteinovy modul o délce asi 100 aminokyselin, ktery zacal byt
oznacovany terminem sacharidova vazabnd doména (angl. carbohydrate-recognition domain), Na
zakladé klonovéni a sekvenovani téchto charakteristickych proteinovych modultt mohly byt poté
definovany jednotlivé rodiny zivocisnych lektini a bylo mozné systematicky pristoupit ke studiu
struktury a funkce. Postupné se ukazalo se, Ze zdaleka nejrozsitenéjsi rodinou lektint u obratlovet 1
bezobratlich jsou zZivocisné lektiny C-typu (Bezouska 2002). Tento fakt dobie dokumentuje Tab. 1
ukazujici pocet lektinovych modult patficich riznym lektinovym rodindm u jednotlivych
modelovych organismil. U ¢loveka tak existuje celkem 76 lektinovych domén patticich do rodiny
lektinti C-typu, zatimco ostatni lektinové rodiny jsou zastoupené méné (celkem 26 domén).

Table 1
Distribution of lectin modules among different organisms

Class Motif E' Y’ A c D’ H
C-type Unique e/ 0 0 0o 132 24 Tt
Galectin B-sandwich 0 0 ] 22 ] 12
Legume B-sandwich i 1 ¥ 2 2 2
R-type B-trefoil ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
P-type Unique B-rich i 2 2 1 3 2
L-type Immunoglobulin i i 0 i 0 10

The total number of the specified protein modules in the given organism is given.

“The following organism have been analyzed: Escherichia coli (E); the veast Saccharomyces cerevisiae (Y); the plant drabidopsis
thaliana (A); the worm Caenorhabdiris elegans (C), the fruit fly Drosophila melanogaster (D); and the human Homo sapiens (H). y
indicates the possible occurrence of the deseribed protein modules in the given organism.

S rozvojem detailniho strukturniho studia lektinii C-typu v pribéhu 80. a 90. let minulého
stoleti zacalo byt zfejmé, Ze isolované domény lektinu C-typu se vyznacuji pomérné Sirokou
sacharidovou specifitou, a zaroven nizkou afinitou vi¢i svym monosacharidovym ligandim
s disocia¢nimi konstantami fddu mM. Postupné zacalo byt zfejmé, ze interakce zivociSnych lektini
znacny stupenn kooperativity pfi interakci specificky uspotadanych sacharidy rozpoznavajicich
domén s komplexnimi oligosacharidovymi ligandy jak4 neni béZna u jinych lektinti (Obr.2). Sou-
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Obr.2 Kooperativita pfi vazbé ruzné substituovanych sacharidovych derivati BSA.
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Obr.3 Zpusob presentace sacharidovych ligandii multivalentnim lektinovym receptorim

¢asné s timto zjiSténim zacala byt ziejma kriticka iloha zptsobu prezentace sacharidovych liganda
lektinim C-typu at’ jiz se jedna o slozité fyziologické ligandy s nimiZ tyto molelkuly interaguji nebo
uméle vytvotené sacharidové sondy (sacharidové mimikry) ptfipravované v laboratofich syntetické
organické chemie. Jak je schematicky zndzornéno na obr. 3, jednotlivé sacharid rozpoznvajici
domény, ale i jim nabizené sacharidové ligandy, se mohou nachizet v rizném strukturdlnim
usporadani. Z té€chto strukturnich uvah (i kdyZ zatim casto velmi nedokonalych) se potom odvijeji
mozné strategie presentace sacharidového antigenu multivalentnim lektinovym receptorim. Jakmile
zaCaly byt k dispozici detailni trojrozmérné struktury multimernich lektini C-typu, dochdzelo
k uptesnéni i pokud jde o zpilisob presentace sacharidovych ligandi.

V pocatecnich experimentech se predpokladalo, Ze jednotlivé lektinové domény jsou
v maximalni mozné mite flexibilni, a tudiz si ,,najdou” jednotlivé sachridové ligandy témef
v jakékoliv prostorové orientaci za predpokladu, Ze tyto maji dostatecny stupen zesiténi (angl..
,clustering effect™). Pro ,clustering effect™ hovoftily zejména klasické pokusy provadéné béhem 80.
let minulého stoleti profesorem Y. C. Lee na Johns Hopkins University v americkém Baltimore.
Profesor Lee sledoval interakce membranové formy Ashwelova jaterniho lektinu s rizné vétvenymi
prirozenymi desialovanymi oligosacharidy ptipravenymi z glykoproteini krevniho séra, a pfitom si
povsimnul fddového rozdilu v interakénich konstantich pro monogalaktosylované (K4 = 10° M),
bigalaktosylované (biantenarni, K4 = 10 M), poptipadé trigalaktosylované (triantenarni, Kq = 10”
M) oligosacharidy (Lee a Lee 2000). Pozdé&jsi strukturni vyzkum vSak ukédzal (Weis a Drickamer,
1999), Ze v nékterych ptipadech nejsou jednotlivé ligand vazajici domény lektinovych receptorti C-
typu vibec flexibilni, ale tvofi pomérné rigidni oligomery, nejcastéji dimery nebo trimery.
V takovém piipad¢ se povazuje za vhodnéjsi takovy zpusob prezentace sacharidového ligandu pii
némz jsou jednotlivé sacharidy navézdny na dostatecné dlouhém a hydrofilnim (flexibilnim)
linkeru, ktery se muze dobfe ptizpusobit pozici sacharidovych vazebnych mist na jednotlivych
doménéch. Piedpokladé se, Ze pravé k takovému usporadani dochazi u glykosylovanych molekul
BSA, které jsou vysokoafinitnimi ligandy pro mnohé Zivocisné lektiny C-typu (viz. Obr. 2).

Na zavér tivah o ideélnich zpisobech presentace sacharidovych ligandi pro multivalentni
lektinové receptory C-typu jesté zbyva pripomenout dva dulezité faktory, kterymi je zptisob vazby
sacharidu na linker a chemickd povaha linkeru. Glykosidickd vazba sacharidu na linker mtze byt
hydrolyzovatelna (O-glykosidickd) nebo nehydrolyzovatelnd (vétSinou S-glykosidicka, N-
glykosidicka nebo C-glykosidickd) v zavislosti na poZadavcich experimentu. Linkery pfipojujici
sacharidovy ligand na molekularni leSeni byvaji alifatické nebo aromaticke, dle své chemicke
povahy bud’to hydrofobni nebo hydrofilni. Obecné byvaji pii stejné délce alifatické linkery
flexibilngjsi kvuli inherentné vétsimi stupni volnosti na —CH,- skupindch. Hydrofobni aromatické
linkery mohou v néekterych ptipadech zvySovat afinitu interakce, protoze mize dojit
k nespecifickym interakcim s hydrofobnimi oblastmi proteint pobliz vazebného mista pro sacharid.



1.3 Dendrimery, jejich syntéza a vyuziti v biomedicinském vyzkumu

Dendrimery jsou jednou ze skupin materidli uzivanych ve vyzkumu systémul transportu
1éciv. Tyto slouceniny maji nékteré zajimavé vlastnosti glykoklastrti, jako je monodisperzni povaha
(jde o definované molekuly) i kdyZ svoji velikosti jiz dostihuji glykopolymery (viz. nésledujici
kapitola 1.4). Stale pifibyva moZnosti jejich vyuziti ve farmaceutickém, I€kaiském a
biomedicinckém inZenyrstvi. Dendritické struktury byly objeveny jako nova tfida polymert. Prvné
se o nich zminili Buhleier se spolupracovniky roku 1978 a ptedstavili je jako kaskdadni molekuly
(cascade molecules, Buhleier et al. 1978). Vyvoj vtéto oblasti dale vedl k syntéza vétSich
dendrimernich struktur. Roku 1985, kdy Newkome a Tomalia nezavisle publikovali své vysledky o
skupiné vétvenych molekul, prejmenovali tyto struktury na stromové slouceniny (arborols) nebo
dendrimery (Newkome et al. 1985, Tomalia et al. 1985). Slovo dendrimer bylo nakonec pfijato jako
nazev téchto struktur. Termin ,,dendrimer* pochézi z feckého slova dendron, znamenajici strom
nebo vétev, a meros, znamenajici ¢ast Dendrimery jsou pravidelné se vétvici slouceniny
s variabilnim sloZenim, molekulovou vadhou, povrchovymi skupinami, mocenstvim, fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a biologickou aktivitou (Obr. 4).

Obr. 4: Schématicky obrazek dendrimerni struktury.

Vyhody, které dendrimery nabizeji jako zékladni stavebni jednotky lze shrnout v nékolika
bodech: jsou ptipraveny z levnych a dostupnych vychozich latek, ptipravu i preciSténi 1ze snadno
uskutecnit i ve velkém méfitku, v disledku své molekuldrni stavby mohou obsahovat vysoky pocet
koncovych funkénich skupin vhodnych k pfipojeni ligandu. Mezi zakladni vlastnosti téchto
sloucenin kritické pro biologické aplikace patii zejména jejich dobrd chemickd a biologicka
stabilita, rozpustnost ve vodnych systémech, kterou lze regulovat chemickou povahou jadra a
linkert, biokompatibilita, neimunogenita a dlouhodobé¢ piezivani v organismu (Bezouska 2002).

V zavislosti na sloZeni a struktufe jadra, vétvi a povrchovych funkénich skupin a jejich
substituci, mizeme rozliSovat neékolik typti dendrimerti. Prvni kompletni dendrimerni rodina, ktera
byla pfipravena, charakterizovana a komercializovana jsou poly(aminoamidové) dendrimery
(PAMAM) nékdy také zvané Starburst dendrimery. Tyto dendrimery piedstavil Tomalia se
spolupracovniky roku 1985 (Tomalia et al. 1985) a byly pfipraveny divergentni metodou (viz niZe).
PAMAM dendrimery jsou biokompatibilni, tolerované imunitnim systémem, ve vodé rozpustné a
na svych koncich maji rozsifitelné funkéni amino nebo esterové skupiny vhodné pro navazani
dalSich funkénich skupin nebo molekul (Tomalia et al. 1985). Dalsi typy dendrimerti se skladaji
z opakujicich se jednotek: aminli, amidu, karbosilanii, siloxant, ester(, ethert, acetylenti, aminoky-
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selin a nukleovych kyselin a dal§ich. Do dendrimertt mohou byt zaclenény dalsi funkéni jednotky
(kuptikladu porfyriny nebo chromofory). Tii zdkladni ¢asti tvofici strukturu dendrimeru jsou jadro,
vétvici se jednotky a povrchové funkéni skupiny (Obr. 5). Jadro je centralni jednotka, ve vétSing
ptipadi symetrickd. Nese zpravidla 2 — 4 funk¢ni skupiny (nejCastéji amino-, hydroxy- nebo
karboxy-) na které¢ jsou vazany jednotlivé vétve. Priklady jader nejcastéji pouzivanych v syntézach
dendrimertt jsou uvedeny na obr. 6. Vétve jsou sloZeny ze stavebnich blokl s nejméné tfemi
funk¢énimi skupinami. Prvni je vazana na jadro nebo vétve predchdzejici generace, druha a treti
slouzi pro vétveni do dalSich generaci. Opakovanim reakce ve vétvich dochazi k vytvoreni periodic-
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jzpravidla definovano jako pocet ohniskovych bodi (kaskddnich bodi), smérem od jadra
k povrchu: naptiklad generace 5 dendrimeru ma pét kaskadnich bodi mezi jadrem a povrchem.
Jadro je nékdy oznacovano jako generace ,,nula“, nema kaskadni body (Obr. 7).

Dendrimery jsou budovany vicekrokovym zpusobem. Obecné dendrimery vychazeji od

jadra a jako strom se rozvétvuji s kazdou néasledujici generaci. Existuji dva hlavni pfistupy k syntéze
dendrimerti:

1) divergentni (rozbihava) metoda — start ristu je uvniti (od jadra) a sméfuje smérem ven. Jak uz
nazev napovida, divergentni strategie zahrnuje pripeviiovani opakujicich se jednotek okolo jadra
béhem po sobé jdoucich chemickych reakci na okraji rostouci makromolekuly. Jedna se o

B i

51 (52

Obr. 8: Divergentni metoda syntézy dendrimeru

dendrimer s jadrem, kde struktura roste do vice smért, zdvisi to na mocenstvi jadra a stavebnich
jednotkach vétvi (Obr. 8). Monomerni jednotka s nejméné dvémi chranicimi koncovymi skupinami
je ptidana k zdkladnimu jadru, poté jsou koncové skupiny odchranény (nebo aktivovany), druha
vrstva chranénych monomernich jednotek je ptfidana a vznikne dal§i generace dendrimeru. Za
pouziti divergentniho pfistupu mohou byt rychle pfipraveny pomérné velké dendrimery.
Nevyhodou tohoto postupu jsou €asté problémy s purifikaci a mono-dispersitou

2 ) konvergentni (sbihava) metoda ma opacny priubéh nez metoda divergentni (Obr. 9). Molekula

je stavéna postupné, zacind se od koncovych skupin smérem k vnitini ¢asti a v koncovém kroku je
pfipevnéna k jadru.
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Obr. 9 Konvergentni metoda syntézy dendrimert
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Dendrimery bez jadra rostou pouze v jednom sméru a jsou oznacovany jako dendrony AB, typu:
monomer obsahuje jednu A a dvé B skupiny, které za polymerizacnich podminek spolu reaguji, za
vzniku vysoce vétvenych polymernich klinl. V idedlnim ptipadé zbyva pouze skupina A, ktera je
drzena ve stfedu, zatimco klin je tvofen poctem rozdilné pospojovanych B skupin, vcetné
linearnich, vétvenych a koncovych jednotek (Obr. 10)

B
/‘\B
BA

A f
Linearni jednotka BA BA_<

B
B BA B
BA—< Koncova jednotka
B BA
BA B
Vétvena jednotka B
YBA{
BA\(B B

Obrazek 10: Schématické znazornéni AB; polymeru.

Tento proces zahrnuje pfipevnéni dvou koncovych ¢asti k jedné koncové skupinég, kterd ma chranici
funkéni skupinu, vznika dendron prvni generace. Odchranénim a reakci s polovicnim ekvivalentem
monomeru vznika dalsi generace. U divergentni metody problém nastava pii netplnych reakcich
koncovych funk¢nich skupin, protoZe tyto strukturni chyby jsou nahromadény s dal§imi vzniklymi
generacemi. Protoze meziprodukty vykazuji stejné fyzikalni vlastnosti, chromatografickd separace
neni Casto moznd, ¢i dostateCné¢ Ucinna. Proto vyssi generace divergentné stavénych dendrimert
Casto obsahuje néjaké strukturni chyby. U konvergentni metody je segment rostouci s kazdym
reakénim krokem spojen pouze s jednou vétvici se jednotkou, tento ptistup napomahd odstranéni
nezadoucich meziproduktl. Tato metoda je ¢asto omezena jen na dendrimery niz§ich generaci.

Dalsi pfistupy ptipravy dendrimert jsou zaloZeny na zméndch nebo kombinacich téchto dvou
metod. Prikladem je dvoustuptiovd konvergentni metoda - monodendrony obsahujici jednu
reaktivni skupinu ve svém stfedu jsou spojeny divergentnim zplsobem s okrajem dalSiho
monodendronu nebo dendrimeru. Rizné metody ptipravy, rozdilna reaktivita na povrchu, vnitini
¢asti vétvi nebo v jadie ndm dovoluji ziskat slouceniny majici rtiznorodé topologie (Obr. 11).
Dobte definovana struktura téchto tfirozmérnych polymert napoméha ke kontrole jejich tvaru,
velikosti, molekulové vahy a topologie. Proto je vyzkum dendrimerl tak zajimavy a oblast badani
se rychle rozsifuje.

Dendrimery byly pouzity napiiklad pro (chirdlni) katalyzu, jako povrchové aktivni Cinidla, jako
materialy pro ,host-guest” (studium interakci) chemii,' pfi chemotherapii, v rakovinové imunitni
terapii, pro transport lé€ebnych oligonukleotidii nebo 1€ékii do nddort, pro doddvani kodujicich
oligonukleotidl, jako modelové slouceniny pro komplexaci DNA, jako zobrazovaci kontrastni
¢inidlo pfi magnetické rezonanci, pro napodobovani membran, viri a micel, v imunodiagnostice,
vakcinovych technologiich nebo jako nosice pro léky a geny.
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Obr. 11: Schématické znazornéni riznych dendrimernich struktur

1.4 Prirozené a syntetické glykokonjugaty, jejich pFiprava a pouziti v glykobiologii

Vzhledem k tomu, Ze je jiz dlouhou dobu znamo, Ze pro aktivaci efektorovych funkci bunek
imunitniho systému je nezbytné dosdhnout premosténi nebo shluknuti nékolika molekul
povrchovych membranovych receptorti, byla hleddna rizna molekuldrni uspotadani sacharidovych
ligandii vhodnd pro zahdjeni bunécné aktivace. Je evidentni, Ze pro velkou skupinu receptori
postacuje jiz dimerizace specifického ligandu, nejcastéji prostiednictvim hydrofilni chemickeé
spojky. Pokud je vyZzadovan vysSS§i stupen valence, jak tomu casto je pravé u multivalentnich
receptoru lektinového typu, je mozno pfipravovat slouceniny obsahujici multivalentni ligandy, které
mohou byt nékolika typd. Definici multivalentnich glykokonjugati ptitom vyhovuji jak pomérné
malé latky typu glykoklastri (Obr. 12a), tak velmi rozsahlé glykopolymery (Obr. 12b), jejichZ mo-

a) b) c)

Obr.12 Multival. glykokonjugaty: glykoklastery (a), glykopolymery (b) glykodendrimery (c)
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lekulova hmotnost mizZe piesdhnout 10° Daltonti. Kromé vlastni molekuly sacharidu jako ligandu a
molekuly kostry mtize biologickou aktivitu téchto sloucenin ovlivnit i chemicka povaha linkeru.
Sacharidové dendrimery (Obr. 12¢) spojuji nékteré vyhody mensSich glykoklasteri
s velkymi glykopolymery. Ac¢koliv nachazeji takové dendrimery stale vzriistajici uplatnéni v mnoha
oblastech chemie a biochemie, pro pouziti v biomedicinskych aplikacich jsou dulezit¢ zejména
dendrimery pokryté ligandy sacharidové nebo peptidové povahy. Pro konstrukci sacharidovych
dendrimert vétSinou vyuzivame komeréné dostupnych poly(amidoaminovych) (Obr. 13a) nebo
poly(propyleniminovych) (Obr. 13b) koster, které 1ze zakoupit v rizné vétvenych variantach (gene
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Obr. 13. Komercné dostupné poly(amidoaminové) (a) a poly(propyleniminové) kostry

racich) napfiklad u firmy Aldrich. Obé tyto kostry obsahuji koncové aminové funkéni skupiny,
takZe se pro napojeni pfislusnych ligandl nejcastéji pouzivaji isothiokyanatové derivaty vlastnich
sacharidi (v takovém ptipad¢ je sacharid napojeny na dendrimer N-glykosidickou vazbou pomoci
thiomocovinové spojky, nebo se pouZivaji isothiokyanatové derivaty fenylovych glykosidi. V tom
pripadé je soucasti spojky jesté aromaticky kruh, ale anomerni konfigurace sacharidu je na rozdil od
pfedchéazejiciho piipadu piesné¢ definovana. Pfi vyuziti isothiokyandtové chemie je stupen
substituce jednotlivych aminoskupin velmi vysoky, a je mozno pfipravovat vysoce vétvené
sacharidové derivaty ctvrté aZ Sesté generace. V téchto generacich jiZ ov§em neni stupen substituce
sacharidem pfili§ vysoky, a latky zacinaji nabyvat dalSich nevyhodnych vlastnosti (imunogenicita,
vysoka molekulova hmotnost). Piikladem moznosti soucasné dendrimerni chemie jsou dendrimery
substituované o-D-manosou az do Sesté generace. Pfi pouZiti poly(amidoaminovych) jader maji
oktadendrimery jadro o molelekulové hmotnosti 1430 Da, které miize dosahnout plné substituce
sacharidem za vzniku latky o molekulové hmotnosti asi 4 — 5 tisic Da v zavislosti na charakteru
pouzitého sacharidového derivatu. Takové latky jsou také zpravidla nejicinnéjsi v biologickych
aplikacich, nebot’ dosahuji vysokych afinit pfi interakci se sacharidovymi receptory, rychle se
distribuuji v organismu, a jsou neimunogenni. V piipadé Sestnactinasobnych dendrimert generace 2
je stale jeSté mozné dosahnout maximalni substituce sacharidem, ale molekulovd hmotnost se jiz
blizi 10 kDa, coz je zhlediska biologickych aplikaci méné vyhodné. Jestlize pokracujeme do
dalSich generaci, je stupenn substituce sacharidem nelplny, a vznikaji ohromné dendrimery o
molekulovych hmotnostech vétSich nez 100 kDa (256 mer Sesté generace). Stupeii substituce
sacharidem, kterého lze u takovychto ohromnych dendrimeri dosdhnout je 30 navédzanych
sacharidt pro 32 mer (substituce 92 %), 54 navazanych sacharidl pro 64 mer (stupeni substituce 84
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%), 92 navazanych sacharidi pro 128 mer (substituce 73 %) a kone¢né 173 navazanych
sacharidovych residui pro finalni 256 mer Sesté generace (Woller a Cloninger 2002).

Pokud jde o peptidové dendrimery, byvaji Casto zalozené¢ na dendronech vychdzejicich
z vetvéného lysinu, ktery je substituovany na o i e-aminoskupinach do naslednych generaci (Obr.
14). Takovato ,,polylysinova* jadra se jiz stala zdkladem dnes hojné rozsifenych slou€enin ptipra-
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Obr. 14: Polylysinové jadro jako zaklad peptidovych dendrimert

vovanych pro imunizaci produkénich zvitat peptidovymi antigeny (Niederhafner at el. 2005). Tato
technologie tzv. MAP (multiple antigenic peptides) dendrimerti je jiz hojné vyuzivana
v sérodiagnostickych metodach v diagnostice hepatitidy, alergie, HIV, a pifi stanoveni
erythropoietinu v krvi. Podobné slouceniny jsou vSak také pouZzivany pro ptipravu terapeutickych
antisér pouzivanych pro 1é¢bu parazitarnich onemocnéni a piipravu protinadorovych a antivirovych
vakcin. Konecné je potieba zminit, Ze vzhledem k jejich vynikajicim schopnostem pfi presentaci
sacharidovych a peptidovych epitopli nachdzeji ligandové dendrimery vzristajici uplatnéni
v moderni glykomice a proteomice, a to pifi konstrukci soucasnych generaci sacharidovych a
protilatkovych arrayt (Xia et al. 2005).

1.5 Imunoterapie nadora

I ptes nesporné uspéchy soucasné mediciny pii 1é¢b¢ a eradikaci nékterych typt vzacnéjsich
nadorovych onemocnéni ziistadva bohuzel dosaZeny pokrok stile nedostateCny. Jde nejen o to, Ze
nebylo zatim dosazeno kritického priulomu v 1é¢bé klinicky nejvyznamnéjSich nadoru (v ceské
populaci jsou nadory druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti (26 %) po kardiovaskuldrnich chorobéach (53
%), pricemz nejcastejSimi nadory jsou melanom, kolorektalni a plicni karcinom), ale kvalita Zivota
u zachranénych pacientii je navic €asto velmi nizka. Pfi¢inou byva zejména naruSeny imunitni
systém pacientll s nadory: pacienti prichdzeji s nadorem k I1ékati zpravidla pozdé v dobé, kdy je jiz
imunitni systém vycerpan dlouhym bojem s nddorem, a dnes pouzivané pfistupy k 1é€bé nadorii
jako jsou chirurgie, radioterapie a chemoterapie nejsou vuci imunitnimu systému rozhodné Setrné.
Proto ma v dne$ni dobé tak ohromny vyznam hledéani alternativnich ptistupt k 1écbé nadori, a to
jak vramci pristupti personalizované mediciny (Science, Special Issue 26 May 2006), tak také
zejména v ramci nadorovych imunoterapii.

Prvé postupy mobilizace imunitniho systému v ramci posledné jmenovaného pristupy
vychazely z Cist¢ empirickych pozorovani v dobé samotného zrodu imunologie a onkologie na
konci 19. a poc¢atku minulého stoleti. V roce 1888 si naptiklad povSimnul prominentni newyorksky
chirurg William B. Coley (1862-1936), Ze klinicky pribéh nddorového onemocnéni se Casto zlepsil
u pacientl, kteti souCasn¢ prodélavali streptokokové infekce (Coley, 1926). Podani ptislusnych
oslabenych mikroorganismii ve formé nazvané Coleylv toxin, které jist€ nebylo bez nebezpeci pro
nadorové pacienty, a které je dodnes praktikované napiiklad v ¢inské medicing, poté zustavalo na
dlouhou dobu jedinou zndmou formou vakcinace proti nddortim. Jeden z prvych nositelit Nobelovy
ceny za imunologii v roce 1908, Paul Ehrlich, jasnoztivé predpoveédel koncepci takzvané magicke
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stiely, i kdyz tato se pivodné tykala ne 1éCby rakoviny ale 1écby syphilis, magickou stfelou bylo
tehdy (1910) nové objevené 1é¢ivo Salvarsan (arsphenamine) schopné selektivné hubit spirochety
aniZ poskozovalo okolni lidské tkané€. Je nutno pfiznat, Ze celd dosavadni historie nadorovych
imunoterapii je vlastné hledanim takové magické stiely, pficemz jeji konkrétni molekularni forma
takova, aby u¢inkovala prot v§em typim nadori samozréjmé stale nalezena neni.

V moderni dobé medicinského a imunologického vyzkumu posledniho ptlstoleti byly
sttidavé propagovany v nadorovych imunoterapiich rizné principy. 60. a 70. léta minulého stoleti
byla naptiklad obdobim propagace silnych nespecifickych imunostimulacnich ¢inidel, jako byla
BCG vakcina (Tishler and Shoenfeld, 2006), poptipadé imunostimulace interferony, interleukinem-
2 a jejich kombinaci jak in vivo tak také ex vivo (Rosenberg, 1992). Objev a masivni zavedeni
technologie monoklonalnich protilatek Kohlerem a Milsteinem v poloviné 80. let oteviely moznost
k Gpln€¢ novému piistupu v nadorovych terapiich, i kdyz nalezeni uc¢innych monoklonélnich
protilatek pro pouziti v klinice trvalo jest¢ nejméné dalSich dvacet let. Monoklondlnich protilatek
proti riznym bunéénym antigentim jsou dnes k dispozici tisice, avSak pouhych 12 z nich se ukazalo
vhodnych pro pouziti v nadorovych terapiich (Iannello and Ahmad, 2005). Tak je naptiklad
protilatka proti CD52 antigenu pod komerénim ndzvem Alemtuzumab pouzivéna k lécbé B-
bunééné chronické lymfocytarni leukemie, protilatka proti diferencia¢nimu antigenu HER-2
dodavana jako Herceptin je pouzivana proti matestazujicim karcinomtim prsu a Zaludku, popiipadé
protilatka proti epidermalnimu rstovému faktoru dostupna jako Bevacizumab je pouzivana proti
kolorektalnimu karcinomu, rendlnimu karcinomu a karcinomu prsu. Pouzivdny jsou téz tzv.
bispecifické protilatky (dvoji specifity), popiipadé protilatky konjugované se zafii jako je "°'I.

Z dalSich faktorti, které jsou v soucasné dobé v protinadorovych terapiich intenzivné
pretfasany je tiepa zminit alespoil letmo otazku pouZiti blokujicich protilatek proti antigenu CTLA4
(Peggs et al. 2006), bunéénych imunitnich terapii pii lécbé nddort zvlasté odolnych vici jinym
terapiim (Ballen et al. 2005), ulohu slozitych zplsobu presentace antigenu v nadorovych terapiich
(van der Bruggen et al. 2006), poptipadé tlohu regulacnich T bunék pfi nastoleni permanentni
imunity proti nadorim (Wang et al. 2006, Orentas et al. 2006) stejn¢ jako negativni ucinek
makrofagl asociovanych s tumory (Sica et al. 2006).

V neposledni fadé nelze opominout v souboru nastrojii soucasnych nadorovych imunoterapii
pouziti  smérovanych  nadorovych  1é¢iv  konjugovanych na  hydrofilni  hydroxy-
propylmethacrylamidové polymery, pfi jejichz vyvoji a aplikaci dosahly svétovych vysledki ¢eska
pracoviité Prof. Rihové a Prof. Ulbricha na tustavech Akademie véd. Tyto vysledky jsou tak
vyznamné zejména proto, Ze kolektiv Prof. Rihové ukazal, e nizké koncentrace dlouhocirkulujicich
polymernich 1é€iv vyvoldvaji mobilizaci vlastni imunologické obrany u nadorovych
experimentalnich zvirat, ktera je spojena s prezitim mysi, u nichZ byly retransplantovany letdlni
davky nadorovych bun¢k, zvySenim aktivity NK bunc¢k a tvorbou protinadorovych protilatek
(Rihova et al. 2002). Podobné pozitivni znaky posileni a stimulace imunitniho systému byly
pozorovany téZ u prvych nadorovych pacientd (Rihova at el. 2003). Smérovana 1é¢iva jsou dale
zdokonalovadna s vyuzitim fady inovativnich molekuldrnich rysti, a jsou v soucasné dobé jiz
zkousSena t€Z v klinickych pouZitich s pozitivnimi G¢inky na kvalitu Zivota ptislusSnych nadorovych
paciettl (Rihova and Kubac¢kova, 2003; Rihova et al. 2005).

1.6 Vyuziti glykokonjugatii a glykodendrimerii pro imunomodulace a nadorové terapie

V pribéhu nadorové transformace dochdzi na povrchu nadorové buiky k fadé zmén jeji
povrchové glykosylace. Ta je zdvisld na presné a slozité koordinaci chemickych reakci
katalyzovanych tadou glykosyltransferas a glykosidas, a je tudiz jednim z citlivych markera
bunécné fyziologie za normélnich podminek, pii bunééném stresu, i za rtiznych patologickych
stavili. U nadorovych bunék jsou potom v dusledku celkového metabolického rozvratu zmény
v povrchové glykosylaci velmi vyrazné, a tykaji se vSech zakladnich tfid glykokonjugati. U
oligosacharidickych glykoproteinti pozorujeme napadné zmény v N-glykosylaci i O-glykosylaci.
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Zmény v N-glykosylaci se projevuji zejména povrchovou expresi vysoce vétvenych a ptitom
netplné dosyntetizovanych oligosacharidovych fetézcii, které casto obsahuji v termindlnich
pozicich zbytky manosy nebo N-acetylglukosaminu misto ocekavanych kyselin sialovych a
galaktosy. U bunék produkujicich povrchové O-glykosylované sialomuciny, coz jsou zejména
bunky epitelidlni a endothelidlni, pozorujeme zvySenou biosynézu a sekreci sialomucint, jejichz
vysoka povrchova koncentrace je jednim z charakteristickych znakd napiiklad u karcinom.
V ptipad¢ polysacharidickych glykoproteini se objevuji zejména specifické varianty heparinu a
heparan sulfatu, které jsou pro nékteré nadory velmi charakteristické. Zmény v glykolipidech
spocivaji opét zejména ve zvySené¢ a neregulované biosyntéze kratkych, vysoce sialovanych
gangliosidit GM, a GM3, které jsou napiiklad charakteristickymi povrchovymi znaky u melanomi.

Vzhledem k tomu, Ze zmény povrchova glykosylace jsou pro mnohé nadorové bunky
charakteristické a vyskytuji se dokonce castéji nez deregulovana exprese onkogent, stavéji se
tumorové sacharidové neoantigeny logicky pfedmétem zajmu biomedicinské a imunologické
komunity z hlediska jejich moZzného vyuziti jako spefickych tumorovych markerti vhodnych
v diagnostice nadorového onemocnéni a nadorovych terapiich. Z celkového poctu 6 klinicky
zkouSenych protinddorovych vakein byly v roce 1993 tii sacharidové povahy: konkrétné se jednalo
o gangliosid GM; konjugovany s makromolekuldrnim nosi¢em a podavany v ptfitomnosti adjuvans
(Faze 3 klinickych zkouSek 1écby melanomu, Dr. P. H. Livingston na Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center v New Yorku), dvé antiidiotypové protilatky proti proteoglykanovym antigenim
(Faze 3 klinickych zkouSek lé€by melanomu, Idec Pharmaceuticals Corp., USA) a SialylTn
sacharidovy antigen (Faze 2 a faze 3 1écby karcinomu prsu, ovdrii, pankreatu a tlusté¢ho streva,
Biomira Inc., Kanada) (Cohen 1993). Pii dal§im vyhodnoceni vroce 2001 bylo jiz ziejmé, Ze
vSechny vySe uvedené preparaty byly v klinickych zkouSkach tspésné, a jsou jiz nyni aplikovany u
pacientl. Vyznamny je zejména fakt, Ze sacharidové protinddorové vakciny zastavuji metastaticky
rozsev u fady nejobtiznéji zvladnutelnych nédorG (melanom, karcinomy) a zarovenl mobilizuji
vlastni obranny systém organismu k boji proti nddoru (Alper 2001).

Soucasné se zkouSkami a klinickym pouzivanim jiz zavedenych sacharidovych
protinadorovych vakcin v§ak dochazi neustdle ke zdokonalovani a vyvoji dalSich glykokonjugatt
vhodnych pro tyto aplikace. Mezi takto pouzivané sacharidové konjugaty a sacharidové denrimery
patii zejména sacharidovy dendrimer obsahujici strukturu glykolipidu globoH, kterd je
charakteristickda pro nadory prsu, a fukosylGM; dendrimer, ktery je charakteristicky exprimovany
na povrchu bunék plicniho nadoru. Oba vyse uvedené denrimery jsou produkovany v laboratoti Dr.
S. Danishefského na Columbia University v New Yorku, a jsou klinicky zkouSeny zejména
P.H.Livingstonem na Memorial Sloan-Kettering Cancer Centru v New Yorku (Alper 2001).
Pokracuji experimenty smetujici ke konstrukci sloucenin presentujicich optimalnim zplisobem
sialylTn antigeny. Jednim z aktivné zkouSenych schemat je pfipojeni disacharidickych nebo
trisacharidickych sialovanych sekvenci na peptidovou kostru v rdmci konstrukce tzv. hiebenovych
glykodendrimerti (Sames et al. 1997). V nasi laboratofi jsme zkouseli obdobné, ale jednodussi
hiebenové dendrimery obsahujici Tn antigen, o glykosidicky vdzany GalNAc, a prokéazali jsme
dobrou reaktivitu nejen s relevantnimi rostlinnymi lektiny, ale i s NKR-P1A receptory. Navic se
ukazalo, Ze je takovy dendrimer mimotaddné ucinnym aktivitorem pfirozeného zabijeni NK
buitkami (Vepiek et al. 2006). Nékolik praci z posledniho obdobi se zabyvalo ideilnim zptisobem
presentace sialylTn nddorovych antigenii na riznych chemickych kostrach. Ragupathi a spol.
zjistili, Ze zatimco monomerni sialylTn antigen konjugovany na proteinovy nosi¢ je vysoce ucinny
pfi experimentélnich terapiich nddort, obdobny trimerni sialylTn antigen dosahuje v tomto ohledu
jesté vyhodnéjsich vysledkii (Ragupathi et al. 1999). Zpiisob presentace sialylTn antigenu je téz
kriticky pro u€innost tvorby protilatek proti tomuto nddorovému antigenu (Kircheis et al. 2005).
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2. POZNAMKY K POUZITYM METODIKAM

2.1 Syntéza a analyza glykokonjugati

Ptestoze jsou mnohé glykokonjugaty nezbytné pro pouziti ve vyzkumu sacharidové specifity
lektinovych receptorti latky komeréné dostupné, v fadé pripadi se nevyhneme nezbytnosti jejich
laboratorni syntézy. Tuto musime provadét napiiklad z dvodu omezené dostupnosti nékterych
komercénich produktl u uritych dodavateld, zhorSeni kvality komeréniho produktu, jejich vysoké
ceny, popiipadé nezbytnosti urcité chemické modifikace, kterou nelze komeréné zajistit. Ackoliv
existuje nezmérné mnoZstvi syntetickych schemat pouZzitelnych pro ptipravu sacharidovych
konjugath, koncepéné jsou si vSechny tyto strategie do velké miry podobné. Zékladem je piiprava
prirozeného nebo syntetického jadra s dostatecnym poctem chemicky modifikovatelnych skupin
jako jednoho z interakénich partnerii, a dale sacharidového derivatu v reaktivni podobé schopné
spolehlivé a pokud moZzno kvantitativné substituovat chemické skupiny jadra. Vlastnim jadrem
mohou byt napiiklad jednoduché organické oligoaminy v ptipadé glykoklastri, polyaminoamidové
dendrimery komerén& dostupné pod ndzvem Starburst® v piipadé glykodendrimerd, popiipadé
proteinové nebo jiné polymerni nosice v ptipadé glykopolymerii. Aktivace sacharidovych derivati
je vétSinou mnohastupniovy proces, ktery svyhodou vyuzivda nejbéznéjSich anomericky
definovanych sacharidii dostupnych komeréné ve formé 4-nitrofenylovych derivatl ptislusnych o-
nebo B-glykosidicky vazanych cukrii. Nitroskupina je pomérné stabilni, a tudiz vhodnd pro
transport a skladovani vyse uvedenych sacharidovych derivati. Neni vSak dostatecné reaktivni pro
vlastni konjugaci — pied konjugaci se tudiz musi aktivovat nejprve redukci na aminoskupinu
(redukce vodikem na paladiovém katalyzatoru) a naslednym pievedenim na isothiokyanatovou
funkeci reaket s thiofosgenem. Isothiokyanéatové derivaty sacharidli poté Gi¢inné€ reaguji s aminovymi
skupinami na jadfe glykokonjugaty: pokud pro to nejsou specidlni divody (naptiklad stericka
omezeni branici pfistupnosti reagujici aminoskupiny) probihd konjugaéni reakce do vysokého
stupné konverze i pfi mirném molarnim nadbytku aktivovaného sacharidu (Semenuk et al. 2001).

Alternativni metodou pro ziskani aminoderivati sacharidl je inkubace redukujicich cukrti
v nasycenych roztocich hydrogen uhli¢itanu amonného pifi pH mezi 7 a 8. Tato metoda je vhodna
zejména v piipadé N-acetylhexosaminli, a funguje stejné UCinné pro monosacharidy i
oligosacharidy obsahujici tento cukr na redukujicim konci. Po nékolikadenni inkubaci za vySe
uvedenych podminek isolujeme odpovidajici B-glykosylaminy pomoci iontoménicl, a ihned je
pfevadime na odpovidajici isothiokyanatové derivaty. Alternativou k ptfevedeni sacharidovych
aminoderivatii na isothiokyanaty je jejich pfimé pouziti v konjugaéni reakci. Pfitom pouzivame
chemické reakce probihajici s vysokou Uc¢innosti ve vodnych roztocich za laboratorni teploty. Nami
bylo uspé$né odzkousSeno pouziti N-hydroxysukcinimidového reakéniho schématu znamého
z proteinové chemie (zesiténi bifunkénimi cinidly N-hydroxysukcinimidového typu). Reakéni
schéma je zejména vhodné pro pfipravu dimernich sacharidovych konjugatl, pro znaceni sacharidi
s pouzitim komer¢né dostupného Bolton-Hunterova ¢inidla, a pro imobilizaci sacharidi na N-
hydroxysukcinimidové aktivované Sepharose (Bezouska et al. 1991).

Pouziti symetrickych dendrimerickych jader neni vhodné v piipadé, Ze chceme findlni
molekulu glykodendrimeru znacit naptiklad pomoci fluorescen¢nich znacek. V tom ptipad¢ syntéza
scharidovych  dendrimeri  vychézi zmolekuly zpola chrdnéného aminu (napiiklad
hexamethylendiamin chranény na jedné strané Boc skupinou — Schema 1 v Publikaci 45), ktery je
nasledné modifikovan dvakrat ve dvou naslednych reakcich vZdy methyl akrylatem a ethylen
diaminem. Timto postupem ziskame Cytfikrat aminosubstituovany dendrimer s Boc chranénym
koncem, ktery je po pokryti sacharidem odchranény a vzniklou aminoskupinu je mozné vyuzit pro
konjugaci specifické znacky (Krist et al. 2004).

Po syntéze poptipadé purifikaci glykokonjugath je kritické provedeni detailnich analyz
zaruCujicich odpovidajici kvalitu syntetickych produktii. Pfitom je vhodné kombinovat kvantitativni
chemické analyzy s molekuldrni analyzou z hlediska velikosti, monodisperzity a molekuldrni
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struktury. Kvantitativni sacharidové analyzy nas mohou upozornit jednak na nedokonale probéhlou
syntézu, jednak na ptipadné problémy vzniklé v prubéhu purifikace; tyto problémy piitom byvaji
ziidka zachyceny z vysledkl jinych analyz. Vzhledem k Casté purifikaci glykokonjugiti na
silikagelovych kolonach miiZe silikagel uvoliiovany z purifika¢nich kolon pronikat do ptecistované
latky, a tvofit vyznamnou cast hmotnosti vysledného preparatu. Proto je tfeba pomoci metod
kvantitativni sacharidové analyzy vzdy provétovat zejména preparaty komercni a preparaty, u nichz
neni znam jejich presny zplsob syntézy a purifikace.

Pokud jde o strukturni analyzu glykokonjugatt, ziistdva u nizkomolekularnich sloucenin
NMR stéle zakladni a Casto jedinou vhodnou metodou jejich analyzy (Krist et al. 2004). Vzhledem
k tomu, ZzZe glykodendrimery jsou slouceniny naprosto symetrické, nelze pomoci NMR
spektroskopie pfili§ zkoumat jejich trojrozmérné uspotfadani, a k jeho odhadu musime pouzZivat
neptimé metody popiipadé matematické modelovani a molekularni dynamiku (Dykes 2001). Na
druhé stran¢ se pro analyzu glykokonjugatii, a to zejména glykokonjugati typu glykodendrimert,
ukazala jako velmi vhodna hmotnostni spektrometrie (Havlicek et al. 1998). Hmotnostni
spektrometrie MALDI TOF zustdvd zékladni experimentdlni technikou pro analyzu Sirokého
spektra glykokonjugatii od nizkomolekularnich glykoklastri az po glykopolymery. Glykokonjugaty
lze pti laserovou ionizaci U¢inné ionizovat s pouzitim matrici vhodnych pro analyzu sacharidi
(naptiklad kyseliny diaminobenzoové), a s hmotnostnich spekter 1ze s dostatecnou piesnosti ovéfit
zejména ocCekavany stupen substituce glykokonjugatu sacharidem. Urcité unikatni moznosti poté
poskytuji fragmenta¢ni hmotnostné spektrometrické techniky jako je naptiklad PSD (post-source
decay) MALDI, pomoci nichz je mozno u jednodussich glykodendrimerti dobfe dokumentovat
postup syntézy na jednotlivych vétvich (Havlicek et al. 1998).

2.2 Priprava lektinovych receptori a jejich charakterizace

Prestoze ma studium lektinovych receptorii zabijeCskych lymfocyti v nasi laboratofi
dlouhou tradici, soubor doposud ndmi produkovanych proteinil je ponékud omezeny. Nase zakladni
experimentalni strategie je zalozena na produkci rozpustnych forem téchto receptorii obsahujicich
jejich extracelularni segmenty ve formé rozpustnych proteinti vhodnych pro vazebné experimenty a
identifikace ligandi. Upfesnéni detailli této strategie si ovSem vyzadalo zhruba 15 let intenzivni
experimentalni prace v na$i laboratofi. Jiz zahy po identifikaci prvého receptoru lektinového typu
na povrchu pfirozenych zabijecskych bunck pocatkem 90. let minulého stoleti (Giorda et al. 1991)
bylo ziejmé, Ze se na proteinové Urovni jednd o naprosto specifické zastupce rodiny zivocisnych
lektini C-typu obsahujici extracelularné exponované domény obdobné sacharid vazajicim
doménam klasickych ZivociSnych lektinti. Tyto sacharidové domény jsou vazané na membranu
spojovacimi proteinovymi segmenty oznaCovanymi jako ,,stonek* (angl. stalk). Receptory tvoti na
bunééném povrchu homodimery, pfiCemz na tvorbé dimert se podileji zejména mezifetézcové
disulfidové miistky nachézejici se jednak v oblasti stonku a jednak v C-terminalnim segmentu.

Pro design rozpustnych forem NK receptort tak vyplyvaji v podstaté dvé zakladni moznosti:
exprese asi 100 aminokyselin dlouh¢ ,,minimalni* lektinové domény a exprese celé extracelularni
domény. Oba tyto pristupy nabizejici se jako evidentni feSeni na zédklad¢ molekuldarné biologickych
dat se ovSem v pribéhu let naseho vyzkumu ukéazaly jako prakticky velmi obtizné realizovatelné.
Produkce tzv. ,,minimalni*“ lektinové domény narazila zejména na problémy spojené s omezenou
rozpustnosti a stabilitou proteinii produkovanych bakteridlni expresi ve formé& nativnich proteint
sekretovanych do periplasmatického prostoru bakterii nebo proteinii denaturovanych v inkluznich
téliskach a sklddanych in vitro. Timto postupem se tedy podafilo pfipravit pouze malé mnozstvi
omezen¢ stabilnich receptorovych proteinii (tj. receptori divokého typu a nékterych mutantnich
forem) vhodnych pro ligandové vazebné studie (Publikace 41).

Exprese lektinovych receptori NK bun¢k obsahujicich celou extracelularni ¢ast se ukazala
jako perspektivnéjsi, 1 kdyz i zde bylo tfeba piekonavat fadu problémii. Ty byly spojené zejména
s vypracovanim takovych protokoli pro poskladani (refolding) téchto proteint in vitro pti némz by
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doslo ke spravnému poskladani viech intra- i interfetézcovych disulfidovych mistkia. Casteéné
feSeni prinesla aplikace nékterych protokolt poskladani proteini pfimo na afinitni niklové koloné
(Childs et al. 1999). S vyuZzitim tohoto pfistupu jsme zaznamenali urcity Uspéch v piipadé CD69
antigenu produkovaného ve formé kovalentniho disulfidem védzaného dimeru. U ostatnich protein
jsme nebyli schopni ziskat dobte poskladané proteiny, a byli jsme tudiZ nuceni nasi experimentalni
strategii znovu prehodnotit. Optimalni feSeni nakonec spocivalo v expresi extracelularnich casti
lektinovych receptort NK bun¢k v takovém rozsahu, aby protein neobsahoval zddné nadbytecné
cysteinové zbytky s vyjimkou téch, které jsou nezbytné pro tvorbu tii disulfidovych miustka
definujicich tzv. dlouhou doménu lektini C-typu (Kogelberg et al. 2000). Po expresi odpovidajicich
segmentl lektinovych receptort v bakteriich a isolaci inkluznich télisek byly produkovéany vysoce
stabilni a velmi dobfe rozpustné proteiny ve formé nekovalentnich dimert. Refoldingové a
purifikacni protokoly byly dosud zvladnuty pro tfi receptory: lidsky CD69 antigen a receptory
NKR-P1A a NKR-P1B potkana. Rozpustné formy téchto receptorti jsou ziskavany ve formé¢ vysoce
homogennich proteinti po purifikaci trojstupiiovym postupem iontoméni¢ — kolona s obracenou fazi
— gelové filtracni kolona. Takto ziskané proteiny jsou velmi stabilni jesté pti koncentraci 30 mg/ml.

Dlouhodobd stabilita sledovana naptiklad méfenim vicerozmérnych NMR spekter je velmi
dobra, proteiny nejsou degradovany ani po inkubaci pti 37 °C po dobu nékolika mésict. Prekvapiveé
vysoka je kratkodoba teplotni stabilita sledovand meéfenim termalnich denaturacnich kiivek ve
spektrofotometru s termostatovanou kyvetou. V nativnim stavu mohou byt proteiny zahtfivané
kratkodobé aZ na 70 °C aniZ dochazi k viditelné denaturaci, po redukei disulfidovych mustkt DTT
je vsak stabilita vyznamné snizena (Ty, asi 40 °C). Dimerni status produkovanych receptori byl
sledovan dal§imi experimentalnimi technikami naptiklad méfenim rychlosti pohybu molekuly
v sacharosovém gradientu v ultracentrifuze, poptipadé¢ zesitovanim dimerniho receptoru
kovalentnimi ¢inidly. Takto produkované proteiny velmi dobte a reprodukovatelné krystaluji, ¢ehoz
l1ze vyuzit i ke sledovani interakci s ligandy naptiklad vapnikem. Kone¢né jsou v soucasné dobé¢
produkovany receptory na minimalnim M9 médiu obsahujicim NH,CI popiipadé jeho kombinaci
s °C-znagenou glukosou (v koncentraci 2 g/l M9 média). Takto jsou produkovény proteiny
v neznacené, "N-znadené a '*N/"*C-znacené podobé a pouzivany pro méteni vicerozmérnych NMR
spekter a spektrometrické titrace jednotlivymi ligandy. VySe uvedené experimentalni techniky jsou
konecné kombinovany s pocitatovym modelovanim a molekularni dynamikou sledovanych
molekul, poptipadé¢ mohou byt metodou ,,dockingu® piedpovidany teoretické moZnosti pro
interakce s jiz znamymi ligandy, a navrhovany nékteré nové tfidy ligandi (Publikace 50).

Nakonec je tfeba se zminit o piipravé rozpustnych forem NK receptori v eukaryotickych
expresnich systémech. Pouziti sav¢ich bunék pro velkoobjemové produkce téchto proteint zatim
neni povazovano za vhodné vzhledem k nizké irovni produkce, vysoké cené produkénich médii, a
nehomologni glykosylaci proteini produkovanych v produkénich savéich buikéch (vétSinou jde o
fibroblasty) oproti bunkdm lymfoidnim (NK buiiky). Naproti tomu mohou expresni systémy
zalozené na nizSich eukaryotech ptfinaSet urcité vyhody. V naSi laboratofi se nyni pokouSime
pfipravovat nékteré NK receptory obtizn€ exprimovatelné v bakteriich s pouzitim proteinového
expresniho systému v kvasince Pichia pastoris. Navrh expresnich vektorl je zalozeny na sekreci
proteint do kultivaéniho média ve formé plné poskladanych dimernich proteinii obohacenych navic
o N-glykosidicky vazané oligosacharidové tetézce. Pfedpokladame, ze tyto kratké oligosacharidy
by mohly déle zlepSovat stabilitu a rozpustnost ndmi produkovanych proteint.

2.3 Sledovani interakci lektinovych receptori se sacharidovymi ligandy pomoci klasickych
biochemickych technik a modernich metod soucasné glykomiky

Pro vlastni identifikaci ligandli pouZivame v pocatecni fazi riznych technik zaloZenych na
principu ligandového blottingu. Rozpustné rekombinantni NK receptory ziskané vyse uvedenymi
postupy (viz. ptedchozi kapitola 2.2) jsou nejprve znaeny pomoci riznych znacek nezbytnych pro
jejich citlivou a specifickou identifikaci (Publikace 15). V naSich experimentech jsme zatim
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pouZivaji zejména zna&eni proteind radioaktivnim jodem '*I Todogenovou metodou, které je velmi
spolehlivé, citlivé, a navic je mozné presné nastavit specifickou aktivitu preparatu dle potieby
experimentu. Vzhledem k naristajicim legislativnim problémim i vysoké cené radioaktivnich
preparatu, a téZ vzhledem k ohromnému pokroku ve vyvoji fluorescencnich znacek se v soucasné
dobé pokousime o fluorescenéni znaceni rozpustnych lektinovych receptort.

Varianty ligandového blottingu pouZivané pro poc¢atecni identifikaci sacharidovych ligandi
jsou zaloZené zejména na metod¢ prevrstvovani elektroforeogrami, proteinovych bloti a TLC
chromatogrami. Jako ligandy jsou pro pocatecni odhad sacharidové specifity pouZivany zejména
neoglykoproteiny, pfirozené glykoproteiny, neoglykolipidy a pfirozené¢ glykolipidy.
Neoglykoproteiny jsou zejména zaloZené na BSA, neglykosylovaném proteinu krevniho séra, jehoz
lysinové zbytky jsou substituované sacharidy zejména ve formé 4-aminofenylovych derivati (viz.
kapitola 2.1). Pouzivané jsou zejména monosacharidové derivaty se specifickou anomerni
konfiguraci, ale i definované oligosacharidy a fragmenty polysacharidi (naptiklad heparin-BSA).
Pti pouziti ptirozenych glykoproteint je cely postup velmi obdobny, pfi experimentu je vSak tieba
provést identifikaci vazebného glykoproteinu, a to jak jeho proteinové Casti tak i
oligosacharidovych komponent. Tato analyza je dnes jiZz rutinné zvladnutd, vyuZziva se rtiznych
identifikaci zaloZenych Stépeni celého glykoproteinu proteinasami (trypsin, chymotrypsin, Asp-N
proteinasa) a endoglykosidasami (N-glykanasa, Endo Hy endoglykosidasa), extrakci uvolnénych
peptidii a oligosacharidi, a jejich citlivou identifikaci hmotnostné spektrometrickymi technikami
(MALDI TOF MS, IT MS, FT-ICR MS). Vazba lektinu na oligosacharidové komponenty
glykoproteinl je obtizné interpretovatelna vzhledem k zndmé mikroheterogenité téchto sloucenin.
Proto je tfeba analyzu celkového glykosylac¢niho profilu jesté doplnit detailnim vySetfenim vazby na
jednotliveé isolované oligosacharidové fetézce. Pro tyto tcely byla vyvinuta v laboratofi Prof. Feizi
metoda neoglykolipidovych blotd (Publikace 16) zaloZzend na odStépeni veSkerych
oligosacharidovych komponent cilového glykoproteinu a jejich konjugaci se syntetickym
fosfolipidem fosfatidylethanolaminem. Ziskana smés tzv. neoglykolipidii se separuje pomoci TLC,
a fixované chromatogramy jsou opét prevrstveny roztokem znacené¢ho lektinu (mohou se ovSem
pouzit i celé bunky obsahujici na svém povrchu transfekovany lektinovy receptor — Yuen et al.
1994). Po identifikaci vazby pak provedeme analyzu cilové oligosacharidové skupiny opét
hmotnostni spektrometrii. Postup je naprosto analogicky v pfipadé pouZiti pfirozenych glykolipidi,
dulezité jsou zejména sialované gangliosidy (Publikace 16).

2.4 Imunologické metody hodnoceni u¢inku sacharidovych konjugati

Pfi hodnoceni imunologickych ucink sacharidovych konjugati je tfeba rozliSovat stanoveni
provadeéna in vitro a in vivo. V prvé skupiné se jedna zejména o sledovani ucinku testovanych
glykodendrimerti na urcit¢ bunééné populace isolované dnes gradientovou centrifugaci a
priatokovou cytometrii. Jako standardnich testl pouzivame testu bunécné proliferace (inkorporace
*H thymidinu), dale testu bun&né cytotoxicity, popiipadé biochemickych stanoveni obsahu
intracelularniho vépniku a inositolfosfati (Publikace 16). Pro sledovani dlouhodobych ucinkt
glykokonjugatl in vivo jsme v nasi laboratofi ve spolupraci s Laboratofi pfirozené bunécné imunity
MBU AV CR pouzivali zejména dvou experimentilnich nadorovych modeli: kolorektélniho
karcinomu potkani a mysiho melanomu. V experimentech in vivo se sledovalo zejména prezivani
zvitat po podani sacharidovych konjugétii, procento vyskytu nédortt u jednotlivych zvitat
v experimentalnich skupinach, a byly sledovany imunologické parametry v prubéhu I1écby.
S pouZitim znacenych glykokonjugatii byl déale sledovan osud téchto sloucenin na trovni cilovych
tkani a jednotlivych bunék, a byla provadéna detailni histologickd analyza prestupu cytotoxickych
bunék do mista nddoru. Modernimi mikroskopickymi technikami byla téZ sledovana bunécna
lokalizace a redistribuce podévanych sacharidovych konjugat.
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3. KOMENTAR K SOUBORU PUBLIKACI

3.1 Studium hlavniho aktiva¢niho antigenu potkanich NK bunék, molekuly NKR-P1

Lektiny, v rané literatufe nazyvané téz aglutininy nebo hemaglutininy, pfedstavuji velmi
dulezitou tfidu proteint, které plni v organismu fadu dulezitych funkci. Unikatni biologické aktivity
nékterych lektinii upoutaly pozornost badatelii jiz pfed mnoha lety. V Uplnych pocatcich historie
lektinového vyzkumu, ktera se pocala psat ke konci 19. stoleti na né€kterych univerzitach v némecké
kulturni sféte, se jednalo zejména o nédpadnou toxicitu lektinovych preparati (ricin, abrin), a dale o
jejich schopnost srazet (aglutinovat) specificky cervené krvinky ruznych krevnich skupin
(Kocourek 1986). Fyziologicky vyznam lektinovych molekul ptimo v produkénich organismech
zacal byt dikladné studovan pomérné pozdé v celé historii lektinového badani, a to nejprve u
lektinti ZivociSnych, zejména u jaterniho lektinu objeveného Morellem a Ashwellem ke konci 70.
let minulého stoleti. Tito autofi si v§imli napadné zkraceného biologického polocasu ob&hu
nekterych glykoproteini krevniho séra po odstranéni koncovych kyselin sialovych v cukernych
fetézcich téchto molekul. Tento efekt byl spravné interpretovan na zadkladé interakce
subtermindlnich B-D-galaktosylovych zbytkl se specifickym receptorem, ktery byl v pribehu 80.
let lokalizovan na povrchu jaternich hepatocyti u né€kolika Zivoc¢isnych druht (kralik, potkan, skot,
prase, a posléze clovék), a nakonec isolovan biochemicky a charakterizovan jako galaktosové
specificky jaterni lektin (Ashwell and Harford 1982). Jest¢ béhem 80. let minulého stoleti pak
dochazelo k objevu dalsich zivocisnych lektint, jejich biochemické charakterizaci, sekvenovani a
nakonec klonovani. Jakmile zacal byt k dispozici dostatecny pocet aminokyselinovych sekvenci
téchto molekul, dochédzelo k prvym pokusim o srovnani téchto sekvenci s cilem pochopit
molekularni evoluci téchto molekul, poptipadé jejich spolecny sekvenéni a strukturni motif. Prace
Drickamera objasnily existenci konzervované¢ho sekvencéniho motivu charakterizujici celou rodinu
zivociSnych lektinti C-typu, ktery je dnes pouZivan ve vétSin€ proteinovych databazi (Drickamer
1995). Metodicky se jednalo o obtizny ukol zejména proto, Ze aminokyselinovy motiv neni
kontinudlni, ale spiSe se jednd o Casto pferuSovanou sekvenci nékolika aminokyslinovych zbytkl
vyskytujicich se v urCitych konzervovanych pozicich. Na zakladé nami provadénych pocitacovych
analyz s vyuzitim algoritmii pro soucasnou analyzu mnoha aminokyselinovych sekvenci (angl.
multiple sequence alignment) se nam podatilo nejen takovy aminokyselinovy motif charakterizovat,
ale byl soucasné formulovan prvy evolu¢ni strom celé lektinové rodiny (publikace 7). Piislusny
dendrogram rodiny lektini C-typu (obr.4 v publikaci 7) poskytuje ramec pro pochopeni
molekularni evoluce celé lektinové rodiny. Je evidentni, Ze vznik jednotlivych podrodin
zivocisnych C-lektinti predchazel v pribéhu evoluce vzniku jednotlivych Zivocisnych druht, u
nichz se tyto receptory vyskytuji. Vznik jednotlivych podrodin, které byly definovany v plivodni
praci Ctyfi, souvisel surCitymi detaily molekularni stavby téchto proteint, ktera byla naopak
disledkem vzniku urcitych kombinaci jednotlivych exont kodujicich zakladni proteinové domény
k nimZ doslo mechanismem tzv. michani exont (angl. exon shuffling). Zakladem ptitom byla vzdy
sacharid vézajici doména (angl. carbohydrate recognition domain) kdédovana jednim az tfemi exony,
ktera v priabéhu evoluce asociovala s jinymi proteinovymi doménami. V piipadé rozpustnych
molekul lektinové podrodiny III se jednalo o domény kodujici nefibrilarni kolagen, coz vedlo ke
vzniku oligomernich receptorii dilezitych v imunitnim rozpoznavani. V piipadé membranovych
molekul je lektinovda doména vzdy situovana extracelularné, i kdyz doslo podle typu asociace se
segmenty kodujicimi transmembranovou doménu ke vzniku molekul jak I. tak II. typu: receptory
II. typu jsou jaterni lektiny a podobné receptory odpovédné za endocytosu glykoproteint krevniho
séra, mezi receptory L. typu patii selektiny, dilezité molekuly mezibunécné adheze.

V dal§im obdobi dochazelo k publikaci nékolika zdokonalenych verzi evolu¢niho stromu
zivocisnych lektinit C-typu. Vyznamnou novinkou bylo zejména zatazeni receptori prirozenych
zabije¢skych (NK, z angl. natural killer cell) bunék objevenych a klonovanych poprve pocatkem
90. let (skupina V evolu¢niho stromu — viz. obr. 2 v publikaci 8). O této skupin¢ proteinti dnes
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vime, ze se evolucné nejvice vzdalila klasickym lektinim C-typu, a pravé v této podskupiné doslo
k vyvoji fady unikatnich biochemickych a funkénich vlastnosti. Tyto neobvyklé vlastnosti byly pak
postupné v prubéhu 90. let v nasi laboratofi a fad¢ dalSich imunologickych laboratofich objevovany.
Ackoliv jsou z hlediska své molekularni stavby molekuly ve skupiné V podobné klasickym jaternim
lektinim ve skupiné II, existuje u téchto molekul tfada dulezitych specifik. Z funkéniho hlediska je
dualezité, Ze intracelularni peptidové sekvence u NK receptort ve skupiné V maji vyznamnou tlohu
v signalizaci prostfednictvim téchto receptorti. Tyto sekvence obsahuji peptidové motivy
charakteristické pro aktivacni poptipadé inhibic¢ni receptory bun¢k imunitniho systému (tzv. ITAM
a ITIM motivy), popfipadé motivy odpovédné za asociaci s proteinovymi tyrosinovymi kinasami.
Z hlediska oligomerniho uspofddani je pro NK receptory V. skupiny charakteristické jejich
usporadani na membrané¢ ve formé homo- nebo heterodimert. Dnesni strukturni znalosti nam
zarovén umoznuji popsat celkovou trojrozmérnou strukturu téchto proteinti, kdy spolu interaguji
dvé globuldrni ligand vazajici domény.

Studium kli¢ového aktiva¢niho antigenu NK bunék potkana, molekuly NKR-P1, bylo v nasi
laboratofi zahdjeno brzy po klonovani a sekvenovani této molekuly v roce 1991 (Giorda et al. 1991)
(publikace 15). Rekombinantni eukaryotickou i prokaryotickou expresi se podafilo ziskat nékolik
variant tohoto proteinu zahrnujici jednak celou extracelularni ¢ast a jednak samotnou lektinovou
doménu. Proteiny exprimované v eukaryotickych bunkidch COS pfitom mély velmi podobné
funkéni vlastnosti jako bakteridlni proteiny. Ziskani malych mnozstvi eukaryotickych proteini
umoznilo analyzovat zptisob jejich glykosylace N-glykosidicky vazanymi oligosacharidy. Protoze
vSak N-glykosylace neméla Zadny vliv na biochemické vazebné vlastnosti, a protoze bakteridlni
proteiny mohly byt produkovéany ve vysokych mnoZstvich, byly bakteridlni proteiny pouZzivany pro
vétSinu experimentld. Vazebné pokusy na afinitnich nosi¢ich s navazanymi sacharidy a ligandovy
blotting vyuZivajici sacharidovych derivati BSA prokazaly vazbu na zbytky -N-acetylhexosaminl
(GIlcNAc, GalNAc) a dale slabsi vazbu vici L-fukose (obr. 3 a 5 v publikaci 15). Jako velmi
zajimavé se jevily pokusy s vazbou vapniku na NKR-P1, ktery vykazoval v rdmci rodiny lektini C-
typu urcité unikétni vlastnosti. Pfitomnost vapniku se jevila jako nezbytna pfi sklddani (refoldingu)
pln€é denaturovanych preparati NKR-P1 in vitro. Po poskladani byl vapnik ve struktufe tohoto
proteinu velmi siln€ zabudovan, takze ho nebylo mozné odstranit ani chelatacnimi Cinidly typu
EDTA (tab. I v publikaci 15). Vapnik bylo moZné z proteinu odstranit pouze v kyselém (pH 4)
nebo alkalickém (pH 10) prostfedi, po jeho odstranéni vSak jiz dochazelo k denaturaci celého
proteinu.

Po ziskani stabilnich rekombinantnich preparati rozpustného NKR-P1 receptoru ve formé
dimerniho proteinu pfipominajiciho nativni formu tohoto receptoru bylo mozné provést jednak
detailni charakterizaci vazebné specifity tohoto proteinu a jednak funkcni experimenty motivované
snahou objasnit tlohu tohoto proteinu v procesu prirozeném zabijeni. Z toho divodu byly jako
potenciondlni ligandy pro NKR-P1 protein sledovany neutrdlni i nabité (,,kyselé*) sacharidy
nesouci sekvence nalezici do skupiny sacharidli krevnich skupin, ganglio a glykosaminoglykanové
série (publikace 16, tab. 1). Celkem bylo s pouZzitim pfimych vazebnych a inhibi¢nich testl
zkouseno asi kolem 70 ruznych sacharidovych struktur. Z nich jevily vici NKR-P1 proteinu
nejvyssi afinitu sialovany gangliosid GM,, sulfatovany glykolipid SB,, které byly testovany na
urovni 64 pmolu ligandu na jamku (publikace 16, obr. 1¢). Jest¢ vysSich afinit ovS§em dosahovaly
nekolikandsobné nabité sacharidy isolované z glykosaminoglykanu heparinu, které nusely byt
z ditvodu vysoké afinity testovany na Grovni 8 pmolil na jamku (publikace 16, obr. 1d). Dukaz o
tom, Ze vySe popisované vazby predstavovali specifickou biologickou vazbu poskytly nasledné
inhibi¢ni experimenty, a zejména pak vyborna korelace mezi hierarchii sacharidovych struktur
zjiSténou v inhibi¢nich a vazebnych experimentech (publikace 16, obr.2). Dalsi experimenty
umoznily rychle nalézt prekvapujici korelaci mezi schopnosti jednotlivych vysokoafinitnich
oligosacharidovych ligandt inhibovat vazbu rozpustného proteinu na cilové linie citlivé na NK
zabijeni a jejich schopnosti inhibovat NK zabijeni (publikace 16, obr. 3). Ackoliv dodnes neni
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zcela pochopena komplexita povrchové glykosylace nadorovych bunécénych linii a jeji vztah
k pfirozenému zabijeni, umoZznily nam vyse uvedené poznatky vzapéti konstrukei jakési ,,mimikry*
cilové bunky ve formé malych castic — liposomli — pokrytych vysokoafinitnimi sacharidovymi
ligandy ve formé svych glykolipidovych nebo neoglykolipidovych derivati. Takové liposomy
porkryté sacharidovymi sekvencemi jako cilovymi strukturami jevily zejména vysokou schopnost
aktivovat potkani NK bunky prostfednictvim receptoru NKR-P1, ktera byla dokonce jeste vySsi nez
aktivace zpusobena zesitovanim tohoto receptoru protilatkou (publikace 16, obr.4). Aktivace
ptirozeného zabijeni NK bunkami prostfednictvim vysokoafinitnich sacharidovych ligandi pro
NKR-P1 receptor se ukazala schiidnou pouze v piipadé NK senzitivnich bunéénych linii YAC-1,
B16S a 1C21 obsahujicich na svém povrchu dostatek sacharidovych ligandi pro NKR-P1 receptor
(publikace 16, obr. 5d a 5e). NK rezistentni buné¢na linie P815 ma téchto sacharidovych ligandi
na svém povrchu nedostateéné mnoZzstvi, a neni tudiz schopna vyvolat u¢inné NK =zabijeni.
K odstranéni tohoto problému je nicméné mozZné pouzit preinkubaci s liposomy s vysokou
povrchovou hustotou sacharidovych ligandii NKR-P1. Takové liposomy jsou schopny splynout
s membranou NK resistentnich buné€k, a prenést sacharidové ligandy na jejich povrch. Takto uméle
upravené buiiky jsou jiz poté schopny vyvolat NK zabijeni (publikace 16, obr. 5a) coz ukazuje na
mozné terapeutické odstranéni nadorovych nebo virové infikovanych bunck po jejich oznaceni
vysokoafinitnimi sacharidovymi ligandy pro NKR-P1 téz za podminek in vivo.

Dukazy pro to, ze je takovy postup opravdu mozny piinesly naSe pozd¢jsi experimenty
provadéné zejména na experimentdlnim modelu kolorektalniho karcinomu potkana. Pti aplikaci
liposomovych technologii na podminky in vivo pokusu bylo nutné ptrekonat fadu problémi. Snad
nejobtiznéjsi byla uprava vlastnich liposomovych castic tak, aby byly ziskany jako
dlouhocirkulujici liposomy. Jednoduché liposomy ptipravované pro predeslou sérii in vitro pokust
jsou zalozené na jednoduché sonikaci smési fosfatidylcholinu a cholesterolu s pfislusnymi
(neo)glykolipidy nesoucimi sacharidovy ligand. Takové preparaty nejsou ovSem pro aplikace in
vivo viubec vhodné zejména pro jejich rychlé vychytani a katabolismus bunkami
retikuloendothelidlniho systému. Dlouhocirkulujici liposomy se pfipravuji pomalym odpatfovanim
smeési vySe uvedenych lipidil s lipidem, na néjz jsou kovalentné vdzané tfetézce polyethylenglykolu
o molekulové hmotnosti minimalné¢ 3000 Da. Po odpafeni je celd smés opét sonikovana ve vodném
prostfedi PBS pufru, a poté protlacovana polykarbonatovymi filtry s postupné klesajici velikosti
port az do konecnych 0.1 um. Takto pfipravené dlouhocirkulujici mikropartikuldrni liposomy byly
poté standardizovany zmétfenim obsahu cholesterolu, a resuspendovanim na optimalni koncentraci
(0.2 pmol/ml) po ultracentrifugaci a promyti PBS. Pied vlastnim lé¢enim nadorovych potkant byla
aktivita novych preparatii liposomu jesté oveérena v cytotoxickém testu (publikace 30, obr. 4). Poté
bylo piikroceno k vlastni 1écbé potkant, u nichZz byl kolorektdlni karcinom vyvoldn chemicky
azoxymethanem jako induktorem a propagovan lidskou Zlu¢i jako promotorem. Potkani byli
rozdéleni do nékolika experimentalnich skupin. Tti kontrolni skupiny nedostavaly Zadné liposomy:
jednalo se o neléCenou skupinu, které byl podavan pouze PBS, dale o normalni zvitata bez indukce
nadoru, kterd byla operovéana identickym zpiisobem, a déle o skupinu s indukovanym nadorem
lécenou standardnim cytostatikem 5-fluorouracilem. Skupiny potkanii 1é¢ené liposomy zahrnovaly
jednak negativni pokus, kdy byly podavany bud’'to nemodifikované (,,prazdné*) liposomy nebo
liposomy obsahujici neaktivni disacharid laktosu, a déle ctyfi skupiny experimentélni, jimz byly
podavéany liposomy nesouci vysokoafinitni ligandy GM2 a IS, a to vzdy bud’ intravenosné nebo
intraperitonealné (celkové podani ptipadné podani do mista nddorti). U nelécenych kontrol doslo
k rozvoji nadorti u 90 % zvirat, zatimco u zvirat pouze operovanych k vyvoji nadort nedoslo Po
vyhodnoceni [é€ebnych rezimi bylo zjisténo, ze vysledky jsou vyrazné zavislé jednak na zplisobu
podani liposomt, a jednak na typu sacharidového ligandu.. V ptipad¢ intravenosniho podani
liposomt obsahujicich NKR-P1 reaktivni ligandy dosSlo pouze k nevyraznému snizeni vyskytu
nadorti v zavislosti na afinité piislusného sacharidu. Lécebny vliv samotnych liposoml nebo
liposomt nesoucich neaktivni sacharidovy ligand byl patrny, doslo ke sniZeni incidence nadort z 90
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% pozorovanych u nélécenych zvirat asi na 60 %. Nejvyraznéjsi terapeuticky efekt byl ovSem
zaznamenan u liposoml obsahujicich aktivni NKR-P1 ligandy podanych intraperitonedlné, kdy
doslo ke sniZeni incidence na cca 50 % u GM2 gangliosidu a na zhruba 40 % v piipad¢ optimalniho
ligandu IS. Tato aktivita zhruba odpovidala ucinku standardniho protinddorového léc¢iva 5-
fluorouracilu (publikace 30). I ptes tyto zajimavé vysledky ukdzala studie uvefejnéna v publikaci
30 na fadu problémt spojenych s pouzitim liposomovych technologii v terapiich experimentélnich a
poptipadé humannich naddort. Nejvaznéj§im problémem kromé jiz zminovanych tézkosti spojenych
s ptipravou dostatecnych davek kompaktnich dlouhocirkulujicich liposomt se jevila byt zejména
omezena dostupnost, vysokd cena a nizka stabilita pouZivanych vysokoafinitnich sacharidovych
ligandi. Z téchto problémil se zejména posledné zminlovany problém ukéazal byt jako obtizné
prekonatelny: bylo velmi obtizné¢ garantovat stabilitu kyselych oligosacharidovych sekvenci
v liposomech za podminek in vitro, a takika nemoZzné odhadnout tuto stabilitu za podminek in vivo
experimentu.

3.2 Sacharidové konjugaty a sacharidové dendrimery jako vhodna mimetika vysokoafinitnich
receptori pro receptor NKR-P1

Nejschiidngjsim feSenim problémi spojenych s nizkou stabilitou komplexnich ligandt pro
NKR-P1 receptor zaloZenych na sialovanych nebo sulfatovanych ligandech se zdalo byt pouziti
nové generace ligandii. Vzhledem k Siroké sacharidové specifit¢ tohoto receptoru bylo mozné
vybrat velké mnoZstvi alternativnich ligandi. V disledku naSi mezindrodni spoluprace
s Univerzitami v Hamburgu a Kielu v SRN vSak nakonec volba padla na latky typu sacharidovych
dendrimert, pficemz jako experimentélni ligand byl v prvém kole pro NKR-Plreceptor vybran [3-N-
glykosidicky vazany N-acetyl-D-glukosamin, a jako kontrolni ligand pak byla vybrana o-N-
glykosidicky vdzand D-mannosa. Syntéza piisluSnych sacharidovych dendrimerti zaloZzenych na
poly (amidoaminovych) kostrach (viz. Kapitola 1.3) byla zvladnuta v partnerské laboratoti vedené
Prof. Thisbe K. Lindhorst, ktera pfipravila tfikrat, Ctyfikrat, Sestkrat a osmkrat vétvené dendrimery
obou sacharidii v mnozstvich dostate¢nych pro veskeré in vitro 1 in vivo experimenty (cca 200 mg
Cistych sloucenin — publikace 23, obr. 1). Po vstupni kvantitativni sacharidové analyze téchto
sloucenin, a dalSim potvrzeni jejich intaktnosti hmotnostni spektrometrii (Havlicek et al. 1998)
mohlo byt zahajeno biologické testovani ve vazebnych a inhibi¢nich experimentech
s rekombinantnim NKR-P1 receptorem. Pritom se ukazalo, Ze v zavislosti na stupni zesitovani
cilového sacharidu jsou zkoumané slouceniny velmi dobrymi inhibitory vazby rekombinantniho
NKR-P1 proteinu na vysokoafinitni ligand, GIcNAc-BSA neoglykoprotein (publikace 23, obr. 2).
Pti smichani roztoki NKR-P1 receptoru o koncentraci nejméné 1 mg/ml dochédzelo ke tvorbé
zdkalu a posléze srazeniny. Tento jev nazvany ,glykoprecipitace” je jakousi analogii
imunoprecipitace, a je nami Siroce pouzivan pro identifikaci cilovych receptori pro rtzné
glykodenrimerické ligandy (publikace 23, obr. 3 a 4).

Genetickou analyzou bylo mezitim zjiSténo (Ryan et al. 1995), ze receptor NKR-P1 se
vyskytuje u potkani ve tfech riznych isoforméach. Isoforma NKR-P1A je na trovni transkripce i
proteinové produkce majoritni, a pfedstavuje kvantitativné asi 80 % celkové povrchové exprese
bunek u hlodavet, a predstavuje pro NK bunku jeden ze zdkladnich aktivacnich receptort (Giorda
et al., 1991). Zbylych 20 % povrchové exprimovanych NKR-P1 proteini pfinalezi isoformam
NKR-P1B (cca 15 %) a NKR-P1D (cca 5 %), NKR-P1C je pseudogen jehoZ exprese vede k tvorbé
pouze kratkého, nefunkcéniho proteinu, ktery se na bunéény povrch viilbec nedostava (Ryan et al.
1995). V nasi dalsi praci bylo proto kritické zjistit, jakym zpilisobem sacharidové dendrimery
reaguji zejména s NKR-P1B isoformou, ktery je inhibujicim receptorem a mohl by proto
potenciondlné plsobit proti aktivaci NK bunék GlcNAc dendrimery (Kung et al. 1999, Carlyle et al.
1999, Li et al. 2003). V oblasti isoforem NKR-P1 receptoru navic zpusobily nékteré laboratote
faktické i nomenklaturni zmatky, které bylo potieba uvést na pravou miru pied zapocetim piipravy
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proteinovych konstrubkti a vlastni proteinovou expresi. V pribéhu historie studia isoforem NK
receptort byly totiz dvéma riznymi laboratofemi postupné popsany dva rizné proteiny oznacované
jako NKR-P1B (Dissen et al. 1996,

Appasamy et al. 1996). Tento nomenklaturni problém byl vyfeSen néslednou dohodou, kdy protein
s vysokym stupném (cca 95 %) aminokyselinovych identit viici NKR-P1A byl oznacen jako NKR-
P1B, a protein s niz§im stupném (cca 60 %) identit jako NKR-P1D. Dal$im problémem v nasi préci
byla dostupnost cDNA klonl pro obé minoritni isoformy, které nam ob¢é vyse zminéné laboratote
v rozporu s veskerymi zdsadami védecké etiky odmitly zaslat. Toto nekolegidlni chovani se ovSem
ukazalo nakonec vyhodné: poté co byla nami amplifikovana NKR-P1B isoforma pomoci NKR-P1B
a sekvenovana, ukazalo se, Ze sekvence NKR-P1B publikovand Dissenem a spol. obsahuje chyby
vzniklé v dusledku nespravného DNA sekvenovani. Naopak nami ziskana sekvence byla
v dokonalé shodé¢ s daty pochdzejicimi ze sekvenovani genomu potkana. Klonovanim takto
ziskanych sekvenci do bakterialnich expresnich vektort byly ziskany rozpustné NKR-P1B a NKR-
P1D proteiny v mnozstvi dostacujicim pro provedeni pocatecnich vazebnych testli (publikace 43,
obr. 2 a 3). Tyto testy jednozna¢né prokazaly, ze zatimco isoforma NKR-P1D vaZe monosacharidy
v disledku evolu¢ni diversifikace mnohem slabéji oproti NKR-P1A, vazba monosacharidii na
NKR-P1A a NKR-PIB isoformy byla naprosto identickd, N-acetyl-D-hexosaminy se vazaly
s vysokou afinitou (ICsy fadu 107 M). Naprosto odlisnym zptsobem vsak probihala vazba
komplexnich sacharidovych ligandi, at’ jiz oligosacharidii nebo dendrimernich sacharidl. Zatimco
u NKR-P1A proteinu byl potvrzen takika exponencialni narust inhibi¢nich konstant, u linearnich
oligosacharidi poptipad¢ sacharidovych dendrimeri s vysokym stupnem vétveni, NKR-P1B
receptor vazal vSechny tyto glykokonjugaty s nizkou afinitou odpovidajici monosacharidim
(publikace 43, obr. 4). Molekularni model NKR-P1A ligandové domény NKR-P1A receptoru
umoznil vyslovit hypotézu vysvétlujici vyse uvedené vysledky. Ackoliv se NKR-P1B isoforma lisi
of NKR-P1A isoformy pouze v nékolika malo aminokyselinach, dochazi zaménou Ser'”’ v NKR-
P1A za Asn'” v NKR-P1B k zablokovéani vazebné ryhy pro linearni chitooligomerni strukturu, a
zérovéh vede zaména Val'”” vNKR-P1A za Ala'"’ v NKR-PIB ke ztratd dilezité hydrofobni
interakce s acetylovou skupinou oligosacharidu (publikace 43, obr. 5).

Vyse uvedené vysledky dale prohloubili nd§ zijem o sacharidové dendrimery jako
potenciondlni stimuldtory NK bun¢k a NKT cytotoxickych lymfocyti. Ukazaly, ze NKR-PI1A
receptor projevujici vysokou afinity vii¢i GIcNAc dendrimeriim je nejen kvantitativné dominantnim
aktivacnim receptorem, ale k interakci dendrimertt s inhibicnim NKR-P1B receptorem navic ani
nedochéazi. Pfed pouzitim sacharidovych dendrimerii pro aktivaci cytotoxickych lymfocytl pfi
experimentalnich nddorovych terapiich bylo ovSem jesté nutno zodpovédeét minimalné dvé otazky:
jaka je cilova struktura pro GIcNAc dendrimery v komplexnim bunécném prosttedi imunitniho
syst¢tmu a v nadorovém mikroprostiedi, a dale otazku, zda jsou GlcNAc dendrimery opravdu
schopné zpusobovat G¢innou aktivaci NK a NKT bunék. Pro feSeni prvé otdzky bylo pouzito
nékolik experimentalnich technik, znichz nejperspektivnéjsi se ukéazalo pouziti fluorescencné
znaCenych GlcNAc dendrimertt nesoucich fluoresceinovou nebo rhodaminovou znacku. Syntéza
téchto sloucenin, kterda je podrobné popsana v publikaci 45 byla provedena Pavlem Kristem
v Laboratofi biotransformaci MBU AV CR. Pfipravené slouceniny poté byly pouzity k ovéfeni
specifity vazby na NK buiky, a pomohly odhalit tkanovou distribuci GIcNAc¢ dendrimeti po jejich
intravenosnim podéani. Prva série experimentli jednoznaéné odhalila, Ze 1 ve velmi slozitych
bunécnych smésich se GIcNAc dendrimer opravdu specificky vaze na NK buiiky prostfednictvim
jejich povrchovych NKR-P1A proteind, a je tak jednim z nejvice specifickych funkénich markert
této bunécné populace (publikace 45, obr. 1). Zajimavé poznatky byly ovSem ziskdny i1 pfi
sledovani tkanové distribuce fluorescencné znacenych GlcNAc dendrimert po jejich intarvenosnim
podani. Ptekvapivé nedochazelo k akumulaci fluorescence v buiikkach retikuloendothelidlniho
systému, jak by bylo mozné ocekavat z jejich povrchové exprese mannosového receptor makrofagi
kiizové reagujiciho s GIcNAc, a fluorescen¢ni znacka opét specificky zobrazila zejména lymfatické
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tkané (slezina) bohaté na ptitomnost NK bunck (publikace 45, obr. 2). U experimentalnich zvirat
s nadory navic dochazelo k akumulaci fluorescence nikoliv uvnitt nddort (u nichZ nebyly receptory
pro GlcNAc dendrimery identifikovany), ale dochazelo k interakci s endothelidlnimi bunkami
nadorové neovaskularizace, a to prostfednictvim zatim neznamého receptoru. Pokud jde o prikaz
signalizace a aktivace zabijeCskych lymfocytli prosttednictvim NKR-P1A receptoru, byly podany
dikazy jak zin vitro tak z ex vivo experimentli potvrzujici, Ze NKR-P1A receptor je schopen
samostatné, poptipad¢ v kooperaci s jinymi aktiva¢nimi receptory NK bunék jako je NKG-2D,
aktivovat NK buniky s Gi¢innosti, kterd se blizi ucinnosti aktivace prostfednictvim protilatkového
zesitovani popiipadé zesitovani ucinkem liposomil nesoucich vysokoafinitni NKR-P1A ligandy.
Pfesny mechanismus aktivace zabijecskych lymfocyti prostfednictvim NKR-P1A zlstava
predmétem intenzivniho studia tady laboratofi. Pfedpoklada se, Ze tento receptor je ptikladem
slabsiho, multifunkéniho receptoru, ktery mize signalizovat jednak prosttednictvim G proteint (Al-
Aoukaty et al. 1997), jednak, na coz poukazuji vysledky nasich experimentll, prostfednictvim své
asociace s proteinovymi tyrosinovymi kinasami (publikace 27, obr. 1 aZ 4). Dalsi propagace
signalu do nitra bunky zustava jesté nedokonale probadand, je vsSak pravdépodobné prendsena
standardnimi aktivaénimi kaskadami podobnymi pro ostatni lymfoidni buiky (Obr.1 v Uvodu) a
probihajici prosttednictvim fosforylace intracelularnich ftetézci a adaptorovych proteint
asociovanych s NKR-P1A receptorem. Detekce docasné fosforylovaného proteinu o molekulové
hmotnosti 32 kDa s maximem fosforylace kolem 5 minut (publikace 27, obr. 5) podporuje tuto
moznost. Po 5 minutdch jiz dochdzi k dal§i propagaci signalu prostiednitvim standardnich
aktivac¢nich drah: aktivuje se membranova fosfolipasa C, jejiz uloha pti aktivaci NK bunék je
opakované prokazovéana (Leibson 1997), a dochézi ke tvorbé inositolfosfati a zvyseni intracelularni
koncentrace vapniku (publikace 16, obr. 4), ktery je posléze klicovym signalem pro degranulaci a
Iyzu cilové nddorové bunky.

Na zdkladé rozsahlého studia experimentdlniho modelu popsaného v predchazejicich
odstavcich mohla byt vyzkouSena vlastni terapeutickd ucinnost na experimentalnim modelu mysiho
B16F10 melanomu (publikace 40). Ve vlastnim ecxperimentdlnim protokolu byla nejprve
optimalizovéana davka GlcNAc dendrimeri, kterd se ukézala jako naprosto kritickd pro uspéch
terapie. Nejvyssich terapeutickych ucinki bylo dosazeno pifi podavani maximalni davky ve vysi
0.15 mg/zvite, zatimco velmi dobrych ucinkti dosahovaly jesté¢ davky desetitisickrat nizsi, tj. 0.15
ug/zvite. Pouziti stfedni davky ve vysi 1,5 ug/zvite mélo piekvapive nejhoisi Gcinky, kdy dochazelo
naopak ke zrychlenému thynu mysi s melanomem. Celkové bylo mozZno signifikantné prodlouzit
dobu zivota mysi ze 27.3 na 41.7 dni pfi pouziti minimalnich davek GIcNAc dendrimer(
(publikace 40, obr. 3 a tab. 2). BohuZel, ani pfi pouZiti nejvysSich davek GlcNAc dendrimerii se
nepodafilo dosdhnout dlouhodobého vyléceni ani trvalé imunizace proti nadoru. Pravé nedostatek
imunologické paméti a malé procento specifickych CDS8" lymfocytd u mysi 1é¢enych GlcNAc
dendrimery ukazovaly na omezené moznosti dané aktivaci pouze NKR-P1" NK a NKT lymfocyti
v neptitomnosti vyrazné aktivace cytotoxickych T lymfocytii. Detailni sledovani imunologickych
parametrl v prubehu nadorové terapie potvrdilo vyse uvedeny celkovy pohled. Cytotoxicka aktivita
NK bun¢k ve sleziné se kratce (do 2 dni) po podani GIcNAc dendrimeru signifikantné zvysila
v ptipadé obou terapeuticky ucinnych davek, avSak toto zvySeni nebylo permanentni a v pribéhu
dalSich 2 — 3 dni jiz nebyly rozdily v cytotoxické aktivité meéfitelné (publikace 40, obr. 4).
Vysledky sledovani dalsich imunologickych parametrii byly obdobné: naptiklad v ptipadé CD4" T-
lymfocyti byl pozorovan jejich kratkodoby, avSak docasny narust kratce po podani dendrimeru.
Povzbudivé byla naopak schopnost GIcNAc dendrimert pfitdhnout CD69" aktivované T-lymfocyty
do mista naddoru, ktera byla na histologickych fezech dobie patrnd (publikace 40, obr. 9). Celkové
1ze tedy shrnout, Ze rozpustné dendrimery obsahujici GIcNAc jako ligand pro aktivacni receptor NK
bunék potkana, NKR-P1A, jsou schopné se specificky vazat na povrch NK bunék, a tyto bunky
ucinné aktivovat. Této vlastnosti GlcNAc dendrimert lze vyuZit v experimentdlnich nddorovych
terapiich, dendrimery zlepSuji prezivani experimentalnich zvifat i v pfipadé velmi obtizné
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odstranitelnych nadort, jako jsou melanomy. GlcNAc dendrimery bez pouziti jakykoliv liposomt a
jiz ve velmi nizkych koncentracich (0.15 ug/zvite) aktivuji nékteré populace cytotoxickych
lymfocytl, zejména NK bunky, a usnadnuji prestup téchto bunék do nadord. Z divodu nizké
aktivace specifickych cytotoxickych T lymfocyti a pamétovych T lymfocyti vSak nedochdzi
k trvalému odhojeni nadorti ani neni produkovana imunitni reakce proti nadorim. Dal$im
zvySovanim terapeutické davky jiz nelze dosdhnout lepSiho 1écebného vysledku, naopak
v n¢kterych koncentracich mohou dendrimery plisobit nezadoucim (opaénym) zptisobem.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkiim se otvird dalsi prostor pro chemicky a biochemicky
vyzkum nové generace dendrimerti s potencidlné vyraznéjSimi UCinky. Jednim z moznych
vyzkumnych smérti je pouzit dendrimery pokryté slozitymi typy sacharidi neZz pouhym -
glykosidicky vazanym N-acetyl-D-glukosaminem. Dvé nasledné studie ukazuji na mozné
oligosacharidové kandidaty takovéto nové generace dendrimerickych ligandG. V prvé studii
(publikace 33) doSlo kdalsi optimalizaci neutrdlniho sacharidového ligandu na zdkladé
predchozich poznatkli ukazujicich, ze linearni chitooligomerni sekvence jsou dobrymi ligandy
NKR-PIA receptoru (Bezouska et al., 1997). Systematickou modifikaci chitobiosy na jejim
neredukujicim 1 redukujicim konci byl pfipraven disacharid o sekvenci GalNAcf1-4ManNAc,
jehoz ICsy se po této modifikaci zvySilo téméf tisicinasobné (publikace 33, obr. 5). DalSim
dotazenim této struktury az na uroven optimalni délky sacharid vazajici ryhy byl posléze ziskan
tetrasacharid GalNAcB1-4GIcNAc B1-4GlcNAcB1-4ManNAc, jehoz ICsy je téméf 107" M, a opét
tak dosahuje afinity vysokoafinitnich neoglykoproteinovych ligandi. Dal$i moZnost nastinila
publikace 54, ktera je urCitym néavratem k sacharidovym ligandim obsahujicim kysele nabité
funkéni skupiny. S pouZzitim chemoenzymatickych pfistupti byl pfipraven stabilni disacharid
obsahujici N-acetyl-D-galaktosaminyluronovou kyselinu vdzanou [1-4 vazbou na N-acetyl-D-
glukosamin. Zavedenim karboxylové skupiny do termindlniho neredukujiciho N-acetyl-D-
galaktosaminu doSlo témét ke stondsobnému zvySeni ICsy oproti matetskému disacharidu.
Metodiky pro piipravu dendrimernich forem vySe popisovanych sacharidii jsou v soucasné dobé
predmétem aktivniho vyzkumu v nasi laboratofi.

3.3 Vyvoj sacharidovych konjugati aktivujicich zabije¢ské lymfocyty prostiednictvim
casného aktivacniho antigenu CD69

Casny lymfocytarni aktivaéni antigen, receptor CD69, je druhou nejvice studovanou
molekulou v nasi laboratofi. NaSe pocatecni studie (publikace 19) pojednava o ptipraveé tii riznych
expresnich konstruktd zahrnujicich jednak samotnou lektinovou doménu, a jednak oblast ,,stonku®,
ktery je u tohoto antigenu pomeérné kratky a souvisle se rozsituje do vlastni lektinové domény. Dva
konstrukty obsahujici ,,stonek* se jests ligily tim, zda v nich byl nebo nebyl ptitomen zbytek Cys®®.
Pocate¢ni experimenty ukazaly, 7e zatimco proteiny obsahujici zbytek Cys®® se chovaji jako
kovalentni dimery, proteiny, u nichz nebyl tento aminokyselinovy zbytek obsazen jsou monomerni.
Nase pocatecni vysledky uvefejnéné v publikaci 19 také prokdzaly, ze CD69 antigen ma
sachridovou specifitu podobnou NKR-P1 receptoru, pficemz preferuje zbytky N-acetyl-D-
hexosamini na tkor jinych typl sacharidi. Podobné jako v ptipadé NKR-P1 receptoru se vapnik
jevil jako zasadni pro sachridovou vazebnou aktivitu. Na rozdil od NKR-P1 se v§ak atom vapniku u
CD69 proteinu snadno uvoliiuje v kyselém i1 mirné alkalickém prostfedi. Kromé toho neni jeho
pfitomnost nezbytnd v pribéhu sklddani proteinu. Skladani CD69 je mozno provadét tieba i
v pritomnosti chelata¢nich Cinidel, které 1ze v prubéhu purifikace odstranit, a nakonec vapnik pridat
k finalnimu preparatu za vzniku plné funkcniho aktivniho proteinu.

I pres evidentni pfibuznost CD69 antigenu k NKR-P1 receptoru je charakter specifického
vazebného mista pro sacharid u obou receptorti diametralné odliSny. Zatimco v piipadé¢ NKR-P1A
receptoru ma vazebné misto pro sacharid charakter protazené ryhy (groove) do niz zapadnou
jednotlivé sacharidové jednotky linearniho chitooligomerniho ligandu, je sacharidové vazebné
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tento protein jiz k dispozici n€kolik rozifeSenych trojrozmérnych struktur (Natarajan et al. 2000,
Llera et al. 2001) vcetné struktury naméfené s vysokym stupném rozliSeni (1.8 A) znami
pripravenych proteinovych krystali, bylo mozné s vyuzitim metod homologniho modelovani a
pocitacového dockingu sestrojit pomérné piesny pocitacovy model jednak antigenu CD69, a jednak
jeho interakci s vapnikem a GlcNAc. Podle predikce molekuldrniho modelu dochdzi k navazani
atomu vapniku v distalni ¢asti molekuly (nejvzdalenejsi od plasmatické membrany bunky), a to
prosttednictvim i kyselych karboxylovych skupin kyseliny asparagové Asp'’', a dvou kyselin
glutamovych, Glu'™ a Glu'". Podle predikce molekularniho modelu (publikace 41, obr. 3) je
navazani vapniku prostfednictvim téchto aminokyselin spojené s lokalni konformaéni zménou
v molekule CD69, pii niz se méni téZ prostorové usporadani threoninu Thr'”” a Lysm. Prave
preuspotradani aminokyselin v okoli shluku kysele nabitych aminokyselin na povrchu molekuly
vyvolané vazbou vapniku CD69 je potom kritické pro vznik sacharidového vazebného mista. Toto
vazebné misto bylo predikovano téZ v jedné z publikovanych trojrozmérnych struktur (Natarajan et
al. 2000). V rozsahlé studii byly vyuzity techniky molekuldrni mutageneze, a vazebné testy
vyuzivajici jak *Ca, tak °*H znatenych monosacharidii k provéfeni detaili navrzeného
experimentalniho modelu. Kritickd tloha kyselych aminokyselin pro vazbu vapniku byla potvrzena
pomoci mutantnich proteint v nichZ byly tyto aminokyseliny jednotlivé zaménovany za alanin. Ve
vSech pfipadech doSlo k vyznamnému sniZeni vazby vapniku (publikace 41, obr. 5). Detailni
analyza vazebnych mist pro jednotlivé zbytky GIcNAc provadénd u proteinti v pritomnosti vapniku
ukéazala na pfitomnost celkem t¥i vazebnych mist, dvou vysokoafinitnich nalézajicich se pobliz
atomu vapniku, a jednoho nizkoafinitniho, uzavirajiciho cely vazebny povrch ve tvaru trojuhelniku
o délce stran asi 2 nm (publikace 41, obr.6). Nezvykle rozsahly interakéni povrch pro vazbu
sacharidovych ligandl téz predpovidal, ze optimalnimi ligandy pro CD69 receptor budou nékteré
vétvené sacharidy omomukoidového typu. Tato predikce byla potvrzena v ndslednych studiich
s receptorem CD69 potkana (publikace 50), kdy se jako nejlepsi ligandy pro tento receptor jevily
byt vysoce vétvené (tri- aZ pentaantendrni) ptirozené i syntetické (Rohlenova et al. 2004) sacharidy
obsahujici termindlni GlcNAc. V sou€asné dobé vSak v nasi laboratofi intenzivné experimentujeme
1 sdvéma dal§imi generacemi ligandl pro CD69, totiz sialovanymi oligosacharidy nesoucimi
sialylTn sekvence, a kysele nabitymi peptidovymi ligandy o sekvenci LELTE a LELLE. Pokusy o
ptipravu dendrimernich forem téchto ligandl s pouzitim tradicnich i netradi¢nich (calixareny)
koster praveé probihaji.

3.4 Ligandy pro dalSi lektinové receptory NK bunék

V navaznosti na mezindrodni spolupréci v oblasti vyzkumu lektinovych receptori NK bunék
a dalSich povrchovych leukocytarnich molekul je potfeba se zminit o naSem vyzkumu dalSich
zastupcu superrodiny lektini C-typu dulezitych pro fungovani bun¢k imunitniho systému. Zajimavé
vysledky byly ziskany pii studiu sacharidové specifity lidského NKG2D receptoru, ktery je dnes
nadorovych a viry infikovanych bunék (Strong 2001). V naSich studiich jsme prokdzali vazbu
rekombinantni formy tohoto receptoru na neoglykoproteiny modifikované zejména N-acetyl-D-
hexosaminy a D-manosou (publikace 42, obr. 9). Tato sacharidova specifita stejné jako schopnost
specificky vazat vysoce mannosové oligosacharidy (Publikace 42, obr. 10) mohou byt velmi
zajimavé ve vztahu k fyziologické funkci tohoto receptoru, kterou je rozpoznani stresem
indukovanych proteint, které ¢asto obsahuji nedosyntetizované N-glykosidicky vazané sacharidové
fetézce Zajimava je téZ sacharidova specifita lektinového receptoru dendritickych bunék DCL-1,
ktery se vaze na B-glukosu a B-glukany, a pravdépodobné participuje jednak v prezentaci antigenu
dendritickymi buinikami, jednak je téz B-glukanovym receptorem aktivujicim tyto buiiky (publikace
42, Obr. 9 a 10). Mezi dalsi receptory s vazebnymi misty pro sacharid studované v nasi laboratofi
patii naptiklad CD45 antigen, u n¢hoZz se sacharidy vaZzou na fibronektinové domény (Kavan 2004).
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5. SOUHRN VYSLEDKU

Rodina Zivocisnych lektini C-typu pfedstavuje nejrozsitenéjsi lektinovou rodinu obratlovell
odpovidajici za vétSinu sacharid - proteinovych interakci pozorovanych u téchto zivocicht.
Tato rodina si udrzela vyznamnou uUlohu v imunitnim rozpoznavani, a to i pfes svou nizsi
specifitu oproti protilatkdim a T-bunécnému receptoru

Evoluéni vétev V rodiny ZivoSi¢nych lektinli C-typu se v pribéhu evoluce nejvice vzdalila
od ostatnich vétvi této rodiny. Divergence aminokyselinovych sekvenci u této rodiny méla
za nasledek téZ remodelovani vazebného interakéniho povrchu tak, aby byl schopen
rozpoznat i jiné ligandy neZ sacharidové

Dalsi vyznamné rozdily existuji u lymfocytarnich lektin-like receptorti ve vazbé vapniku a
sacharidovych ligandli. U nékterych z téchto receptorti dochéazi k velmi silné vazbé vapniku,
ktery se na rozdil od jinych C-lektinti Gi¢astni tvorby spravné trojrozmérné struktury, do niz
se velmi pevné inkorporuje jiz v prubéhu jejiho sbalovéani. Také k vazb&é monosacharidii
dochdzi u NKR-P1 receptoru snebyvale vysokou afinitou dosahujici az uM hodnot
disocia¢nich konstant

NKR-P1 vaze s vysokou afinitou zejména kysele nabité oligosacharidové sekvence v nichz
jsou sacharidové jednotky vazané na kostrdch sacharidi krevnich skupin, ganglio a
glykosaminoglykanovych sekvencich specificky substituované skupinami karboxylovymi
skupinami kyselin sialovych, sulfatovymi nebo fosfatovymi skupinami

Byla prokazana korelace mezi schopnosti rozpustného NKR-P1 receptoru vézat se na
sacharidové ligandy vySe uvedeného chemického slozeni a schopnosti rozpustnych
oligosacharidl inhibovat tuto vazbu

Byla prokéazana vyborna korelace mezi schopnosti nékterych oligosacharidii vyse uvedeného
chemického slozeni inhibovat vazbu rozpustného NKR-P1 receptoru na NK sensitivni
bunécné nadorove linie, a jejich schopnosti inhibovat pfirozené zabijeni

Jestlize jsou vysokoafinitni sachridové ligandy vySe diskutovaného chemického sloZeni
inkorporovany do liposomu ve formé svych lipidovych derivatl, vznikaji ¢astice schopné
specificky aktivovat Cisté potkani pfirozené zabijecské bunky a NK bunécné linie v mife
srovnatelné s aktivaci prostiednictvim zesitovani NKR-P1 receptori protilatkou.

Jestlize preinkubujeme liposomy vySe popsané¢ho slozeni s NK rezistentnimi cilovymi
buitkami, dojde k pfenosu vysokoafinitnich sacharidovych ligandii do plasmatickych
membran téchto bunék, coz mé za nésledek jejich zvySenou vnimavost na NK zabijeni

Vyse popsané liposomy mohou byt ve své mikrokorpuskularni a dlouhocirkulujici varianté
uspésné pouzity v nddorovych imunoterapiich na experimentalnich nddorovych modelech.
VétSimu rozsiteni téchto liposomovych terapii vSak brani technické problémy s ptipravou
liposomt, a zejména omezend dostupnost, vysokd cena a nizkd stabilita inkorporovanych
komplexnich neoglykolipidovych sekvenci. Proto byly hleddny rozpustné aktivatory
ptirozenych zabijec¢skych bunek jako alternativa k liposomovym partikulim



Sacharidové dendrimery zaloZenych na poly(amidoaminovych) nebo polylysinovych
kostrach se ukazaly byt vhodnymi rozpustnymi aktivatory NK bunék prostfednictvim jejich
povrchového receptoru NKR-P1, specifického markeru pritomného na povrchu vsech NK
buné¢k hlodavet

Dendrimery pokryté N-acetyl-D-glukosaminem se specificky vdzou pouze na aktivacni
isoformu potkaniho receptoru NKR-P1 oznacovanou jako NKR-P1A, a nevazou se na
odpovidajici inhibi¢ni receptor NKR-P1B

GlcNAc dendrimery jsou jednim z nejspecifictéjsich funkénich markerdi NKR-P1°
lymfocytt potkana a mysi

Po navazani GlcNAc dendrimeri na NK buiky prostiednictvim NKR-P1(A) receptorii
dochazi k jejich zesit'ovani, predani intraceluldrniho signdlu, a nasledné aktivaci NK bunék

GlcNAc dendrimery jsou u¢inné v experimentalnich nadorovych imunoterapiich. Tyto
slouceniny uc¢inné aktivuji NK bunky in vivo, vaZzou se ne edothelidlni bunky tumoroveé
neovaskulatury, a pfitahuji aktivované CD69+ lymfocyty do mista naddoru. Nejsou vSak
schopné vyvolat trvalou odolnost vici nadoriim ani pusobit jako nddorové vakciny

Druhd generace sacharidovych dendrimerd aktivujicich NK bunky prostiednictvim
povrchového NKR-P1 receptoru bude zaloZend na stabilnich, vysokoafinitnich
oligosacharidovych sekvencich typu chitooligomert nebo N-acetylgalaktosaminouronovych
kyselin.

Sacharidové vazebné misto dalSiho aktivacniho antigenu lymfocytl, receptoru CD69, se
vyznamné lisi svou stavbou od vazebného mista na povrchu NKR-P1 antigenu

CD69 antigeny rozpoznavaji jako sviij vysokoafinitni ligand vysoce vétvené oligosacharidy
ovomukoidového typu, sialylTn sekvence, a kysele nabité peptidové antigeny typu LELTE.

Predbézné vysledky ukazuji, ze zatimco dendrimerni formy vysokoafinitnich ligand
receptoru CD69 vyvolavaji apoptosu CD69" lymfoidnich bunék (zejména NK bunék),
monovalentni formy téchto sacharidi naopak pted apoptosou ti¢inn€ ochranuji

Studium dilezitého aktivacniho receptoru NK bunék, molekuly NKG2D, je zatim
v pocatecnich stadiich vyzkumu. Zatim byla prokazana velmi zajimavé specifickd vazba
oligosacharidii vysoce mannosového typu, coz muze byt zajimavé pro biologii NKG2D
receptoru participujiciho na rozpoznani stresem indukovanych proteinti bunééného povrchu

Lektinovy receptor dendritickych bun€ék DCL-1 ma unikatni sacharidovou specifitu
zaloZenou na rozpoznani 3-glukosylovanych struktur a 3-glukand.

Prezentace sacharidovych ligandii pro lektinové receptory zabije¢skych lymfocyti
prostiednictvim dendrimerickych nosi¢i ovliviiuje vyrazné jejich selektivitu,
biologickou dostupnost a imunologické ucinky. Proto se jevi sacharidové a jiné
ligandové dendrimery jako perspektivni imunomodulac¢ni a protinadorové slouceniny
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Summary in English

C-type lectin family represents the most widely distributed family of proteins responsible for
the vast majority of protein — carbohydrate interactions observed in various vertebrates. This
protein superfamily maintains important role in the reactions of immune recognition even if
the specificity of protein — carbohydrate interactions remains lower when compared with
protein — protein interactions governing the recognition of antigens by antibodies and T-cell
receptors

Evolutionary subfamily V of C-type animal lectins contains a group of proteins that has
most evolutionarily diverged from most common C-type lectins. The evolutionary
divergence of this protein family is most typical in amino acid sequences of the flexible
ligand-binding loops that diverged in order to remodel the binding surface of the
corresponding receptors resulting in the ability to recognize a wider spectrum of ligands in
addition to the traditional carbohydrates.

Lymphocyte lectin-like receptors belonging to subfamily V bear unique characteristics with
regard to the binding of calcium and carbohydrate ligands. In some of these receptors the
binding of calcium is very strong, and calcium atom is incorporated into the structure of
these lectins very early during their refolding. Similarly, monosaccharides display unusually
high affinities for some of these receptors such as NKR-P1 with the values of the
dissociation constants reaching the lower uM range.

NKR-P1 receptor has a particularly high affinity for oligosaccharide sequences in which the
charged groups attached to carbohydrates are integral components of blood group, ganglio,
and glycosaminoglycan carbohydrate sequences, the acidic substituting group being most
often represented by carboxyle groups of sialic acid, and phosphorylated or sulfated
carbohydrates

An important correlation has been proved between the ability of the soluble NKR-P1
receptor to bind to carbohydrate ligands having the above composition, and the ability of the
corresponding soluble oligosaccharide sequences to inhibit this binding.

An excellent correlation has been observed between the ability of many oligosaccharide
sequences specified above to inhibit the binding of soluble NKR-P1 receptor to bind to NK
sensitive leukemic cell lines, and their ability to inhibit the process of natural killing of these
sensitive tumor target cells

If we incorporate the high affinity carbohydrate ligands of the above described composition
into liposomes in the form of their neoglycolipid synthetic derivatives, particles able to
activate freshly isolated rat natural killer cell and natural killer cell lines into the extent
comparable with the crosslinking by antibodies against NKR-P1 receptor may be created

If the liposomes created as described above are preincubated with NK resistant tumor target

cells, high affinity ligands for NKR-P1 may be transferred to the surface of these cells
resulting in significantly increased sensitivity towards natural killing
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The liposomes described above may be reformulated in order to modify their surface with
polyethylene lipid derivatives. These long circulating liposomes are suitable for
experimental tumor therapies as proved using the rat colorectal carcinoma model. However,
significant technical difficulties connected with the preparation of small (< 100 um) long
circulating liposomes have together with high prices, limited availability, and low stability
of high affinity carbohydrate ligands led to attempts to develop soluble activators of natural
killing as an alternative to liposome particles

Carbohydrate dendrimers based on the coating of polyamidoamine or polylysine cores with
B-linked GlecNAc or a-linked Man turned to be suitable soluble activators of natural killer
cells due to their cell surface receptor NKR-P1, the most specific marker antigen present at
the surface of all rodent natural killer cells

Binding and inhibition studies using the recombinant isoforms of NKR-P1, namely NKR-
P1A and NKR-P1B, revealed that while the GlcNAc coated dendrimers described above
interacted very strongly with NKR-P1A isoform (activating receptor of rodent natural killer
cells), there has been essentially no binding with the respective NKR-P1B isoform
(inhibitory receptor of rodent natural killer cells)

GlcNAc coated dendrimers represent one of the most specific functional markers of NKR-
P1" natural killer cells of rats and mice identified so far

Interaction of GIcNAc coated dendrimers with NKR-P1(A) receptors at the surface of rodent
NK cells results in receptor crosslinking, intracellular signaling, and the subsequent
activation of natural killer cells and natural killing

GlcNAc coated dendrimers have been shown efficient in experimental tumor therapies using
the rat colorectal carcinoma and mouse melanoma models. It has been shown that these
compounds activate natural killer cells both in periphery and in the lymphoid organs,
interact with the endothelial cells of the tumor neovascularization, and attract CD69" cells
into the sites of tumors. However, the potency of these compounds to induce a permanent
protection againts tumors or tumor vaccination is limited.

The subsequent generation of saccharide coated dendrimers will be based on the attachment
of highly stable, high affinity oligosaccharide ligands for NKR-P1 receptor based on linear
chitooligomeric sequences or sequences bearing uronic acids

The way how carbohydrates are recognized by another important activation antigen of
leukocytes, CD69, differs fundamentally from the recognition of carbohydrates by NKR-P1.

CD69 is a typical multivalent lectin-like receptor recognizing branched ovomucoid type
oligosaccharide sequences, sialylTn antigen and its derivatives, and peptide antigens bearing
the LELTE binding motif

Our preliminary results clearly indicate that while the dendrimeric ligands bearing the high
affinity epitopes for CD69 may induce apoptosis in lymphoid cells (especially natural killer
cells) bearing this antigen, the corresponding monovalent ligands are able to protect
efficiently against apoptosis induced by tumor associate surface mucins
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o Our studies of the principal activation receptor of natural killer cells, NKG2D, indicate that
these receptors are able to bind mannose and high mannose oligosaccharides. This fact may
be interesting from the standpoint of the biology of this receptor during its recognition of
stressed induced glycoproteins at the cell surface

Presentation of carbohydrate ligands for lectin-like receptors of killer lymphocytes involving
the dendrimeric carriers influence considerably the specificity, bioavailability and immune
recognition. From this point of view the carbohydrate ligand dendrimers appear to be
promissing compounds with immunomodulatory and antitumor properties.
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