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Anotace

Tato prace se =zabyva chronopotenciometrickou analyzou nespecifickych interakci
glykomimetickych ligandti galektinti s lidskym sérovym albuminem (HSA). Cilem bylo zjistit,
do jaké miry tyto ligandy interaguji s HSA, coz je dilezité pro jejich mozné vyuziti jako nosici
inhibitorti galektind v 1é¢bé metastazovani nadorti, protoze sérové albuminy jako pocetné
bilkoviny krevni plazmy vazou nékteré nizkomolekularni latky. K méfeni byla pouzita
chronopotenciometricka rozpoustéci analyza, kterd umoziuje sledovani zmén v proteinové
struktufe. Vysledky ukazaly, ze vétSina zkoumanych ligandi nevykazuje témét zadnou vazbu
na HSA, s vyjimkou jednoho ligandu, ktery se vaze vice. To by mohlo ovlivnit jeho vyuzitelnost
v medicing, protoze zminény ligand ma vysokou afinitu ke galektinu-1. Prace pftispiva

k lepsimu pochopeni interakci mezi proteiny a potencidlnimi antimetastatickymi 1éCivy.

Klic¢ova slova
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Annotation

This study focuses on the chronopotentiometric analysis of nonspecific interactions between
glycomimetic ligands of galectins and human serum albumin (HSA). The aim was to determine
the extent to which these ligands interact with HSA. This is crucial for their potential use
as carriers of galectin inhibitors in the treatment of tumor metastasis, because serum albumins,
as abundant plasma proteins, can bind certain low-molecular-weight compounds.
Chronopotentiometric stripping analysis was used to monitor changes in protein structure.
The results showed that most of the examined ligands exhibit little to no binding to HSA,
with the exception of one ligand that demonstrated a higher degree of interaction. This finding
may influence its applicability in medicine, as the mentioned ligand exhibits high affinity
for galectin-1. This work contributes to a better understanding of the interactions between

proteins and potential antimetastatic agents.
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1 Uvob

Metastazovani zhoubnych nadori je velkym problémem, protoze pravé metastazy jsou casto
divodem selhanim zivocisnych funkci vedouci ke smrti pacienta. V procesu §iteni nadorovych
bun¢k ma vyznamnou roli fada proteinti, mezi nimi jsou i galektiny [1]. Galektiny jsou proteiny,
které na sebe vazou sacharidy a podileji se na riznych bunécnych procesech. Blokace jejich
vazebnych mist by mohla teoreticky vést ke snizeni metastatického potencidlu nadorovych

bunék.

K inhibici galektinti by $lo pouzit glykomimetické ligandy - syntetické molekuly, které jsou
podobné sacharidiim a mohou tim padem specificky interagovat s galektiny [2]. Studium téchto
ligand je klicové pro navrh léCiv, ale problémem jejich vyuziti je mozna existence
nespecifickych interakci s jinymi proteiny v téle, jako je napftiklad lidsky sérovy albumin
(HSA). Tyto nespecifické interakce mohou ovlivnit G¢innost i bezpecnost pouziti téchto 1é€iv.

Na druhou stranu sérovy albumin mutize byt pouzit jako potencialni nosi¢ 1éciva.

Elektrochemické metody jsou Casto pouzivané pro studium proteind a jejich interakci s jinymi
latkami [3, 4]. Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza, ktera byla vyuzita v této praci, je
jednou z elektrochemickych technik vhodnych pro zkoumani pravé interakci
glykomimetickych ligandi s HSA. Tato metoda je totiz velmi citlivd na zmény struktury

proteinu.

Tato prace se zameéfuje na chronopotenciometrické studium nespecifickych interakci
glykomimetickych liganda galektinti s lidskym sérovym albuminem. Cilem je zjistit, jak velkou
mirou tyto ligandy interaguji s HSA, a tim pfispét ke zlepSeni poznatkli o novych inhibitorech

galektint a jejich dalSimu vyuziti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analytické metody v elektrochemii

Elektrochemické metody patii mezi analytické metody. Jejich pomoci se studuje vztah
mezi elektrickymi veli¢inami a chemickymi vlastnostmi analyzovaného vzorkl. Na rozdil
od mnoha jinych analytickych metod, které zkoumaji analyt v homogennich roztocich,
elektrochemické procesy probihaji na heterogennim rozhrani elektrodajroztok [5]
v elektrochemické cele (Obr.1). Elektrochemické metody lze rozdélit do dvou zéakladnich
skupin, a to na potenciostatické a galvanostatické. Kazda z nich ma sviij specificky zplsob

meéfeni, podle néhoz se odviji i jeji vyuziti.

Potenciostatické metody jsou specifické tim, Ze je na pracovni elektrodu aplikovan konkrétni
potencial, pfi¢emz se sleduje zména odezvy proudu. V ramci této metody ziskavame informace
o elektrochemickych vlastnostech analyzované latky pouzitim vztahu pravé mezi aplikovanym
potencidlem a odpovidajicim proudem [6]. Na druhé stran¢ u galvanostatickych metod je
vyuzivan postup zcela opacny. Na pracovni elektrodu je ptivadén konstantni proud a métena je
zména potencialu v Case. Vysledny potencial poté zavisi na elektrochemickych procesech
probihajicich na povrchu elektrody. Obé metody jsou hojné vyuzivany jako komplementarni,

spole¢né nam tedy poskytuji ucelenéjsi obraz o analyzovanych latkach [7].
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Obrazek 1: Elektrochemicka cela se tfemi elektrodami: pracovni elektroda, referenéni elektroda a pomocna

elektroda.
2.1.1 Galvanostatické metody

Pro naSe experimenty jsme pouzivali galvanostatickou metodu, a to konkrétné
tzv. chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu konstantnim proudem (z angl. Constant

Current Chronopotentiometric Stripping, CPS).

Pii provadéni CPS je na rozhrani mezi elektrodou a roztokem aplikovan konstantni proud
(tzv. rozpoustéci, Lx), pficemz se sleduje zména potencidlu v Case. Vyhodnoceni kiivky
zavislosti potencidlu na Case je ovSem velmi slozité a z tohoto diivodu se v praxi vétSinou
pouziva inverzni derivace této kiivky, tzn.: (dE/df)™, ktera je v grafu zobrazovana jako funkce.
Tuto ziskanou derivovanou kiivku je mozné nésledné¢ analyzovat na zaklad¢ jeji plochy, vysky

i pozice [8].

CPS je oproti na prvni pohled podobnym voltametrickym metodam vyhodnéjsi zejména

pfi studiu proteini. Mezi hlavni dtvody patii 1épe vyvinuté piky u CPS kiivky, lepsi citlivost
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2.2 Akumulaéni rozpoustéci metoda

Elektrochemické techniky mohou byt kombinovany s akumula¢ni rozpoustéci metodou, ktera
zahrnuje dvé hlavni faze: akumulaci a rozpousténi. Behem akumulacni faze se analyzovana
latka adsorbuje na povrch elektrody pfi konkrétnim nastaveni potencialu a ur¢itého ¢asového
intervalu. Po této fazi dochazi k rozpousténi adsorbované latky, které se provadi pravé bud’

voltametrickymi, nebo galvanostatickymi metodami [9].

Tato metoda se hojné vyuziva pro studium molekul, které¢ se dokazi adsorbovat na povrch

elektrody. Mezi né€ patii mimo jiné i proteiny, u kterych je naptiklad vyuzivana pravé CPS [4].

Adsorpce latek na elektrody mtize probihat riznymi zptsoby, pficemz dvé nejbéznéjsi metody
jsou klasicka adsorpce (AdS) a adsorpce s prenosem (AdST). Pti klasické metodé AdS se analyt
adsorbuje piimo z elektrolytu na povrch elektrody, kde se nasledné provadi méteni. A u metody
AdST se analyt adsorbuje na povrch elektrody bud’ z roztoku, nebo z malé kapky. Poté je

elektroda oplachnuta a ptenesena do cistého elektrolytu, kde probiha vlastni méteni.

Mezi vyhody AdST patii predevsim mensi naroky na mnozstvi daného vzorku, dale zmenseni
vlivu jinych latek na méfeni a v neposledni fadé moZnost méfeni pii jinych podminkach
nez téch u samotné adsorpce. Diky témto vyhoddm je metoda AdST vhodnad pro rtzné

vvvvvv

procest, které vyzaduji precizni kontrolu podminek méteni [9].

2.3 Proteinova analyza

V posledni dobé dochazi k vyznamnému rozvoji v oblasti elektrochemické analyzy proteind,
zejména diky pouziti chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy s konstantnim proudem
(CPS) ve spojeni s elektrodami obsahujicimi rtut’ napt. rtutova elektroda s visici kapkou

(z angl. Hanging Mercury Drop Electrode, HMDE) [3].

V podminkach, které se blizi fyziologickym, vykazuji proteiny obsahujici zbytky aminokyselin,
jako jsou arginin (Arg), lysin (Lys), cystein (Cys) nebo histidin (His), vyrazny signal
oznacovany jako H-pik. Tento pik je dusledkem katalytické reakce vyvoje vodiku
(z angl. Catalytic Hydrogen Evolution Reaction, CHER). CPS H-pik umozinuje bez pouziti
¢inidel analyzovat strukturu prakticky jakéhokoli proteinu, protoze proteiny bez téchto

aminokyselinovych zbytkl se v pfirod¢ témeér nevyskytuji. Klicovym pozadavkem pro vznik
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H-piku je vSak dostupnost katalyticky aktivnich aminokyselinovych zbytka pro reakce pfimo
na povrchu elektrody. V nativni struktufe proteinu mohou byt tyto zbytky skryté uvnitt
molekuly nebo daleko od elektrody, coz zptsobuje jejich katalytickou necinnost. Naopak
u denaturovaného proteinu se mohou i tyto zbytky do CHER =zapojit, jelikoz se dostavaji

na okraj molekuly a mohou nam tak vytvofit 1épe vyvinuty H-pik [4].

Jiz prvni studie CPS H-piku ukazaly, ze je mozné sledovat jak lokalni, tak globalni zmény
v proteinové struktufe. To je dano schopnosti proteinti vazanych na povrch elektrody udrzet
svoji slozenou strukturu v blizkosti nulového nédboje, avSak pfi plsobeni zdporné nabitého
povrchu podléhat ¢asové zavislému rozkladu ¢i denaturaci [10]. Diky vysoké citlivosti
CPS H-piku na zmény v proteinové struktuie Ize tuto metodu vyuzit nejen pro monitorovani
denaturace, ale také napftiklad pfi studiu agregace, oligomerizace, posttranslaénich modifikaci

atd., kde se méni pristupnost elektroaktivnich zbytku k elektrodé [3, 11].

H-pik je pozorovatelny pii velmi zapornych potencidlech, piiblizné -1,7 V
(vs. Ag|AgCl13M KCI). Takto zaporné potencialy vytvareji mimoradné silné elektrické pole,
které mize ovlivnit elektrickou dvojvrstvu, kde jsou adsorbovany biomolekuly. Efekty
elektrického pole mohou zptsobit naptiklad denaturaci proteinti nebo rozpad molekularnich
komplexti [12]. CPS H-pik byl také vyuzit ke studiu proteinti v komplexnich biologickych
smésich a pti analyze klinickych vzorkd, jako je lidsky sérovy albumin (z angl. Human Serum
Albumin, HSA), ziskany z krevniho séra, ktery je podobny (také zkoumanému) hovézimu
sérovému albuminu (z angl. Bovine Serum Albumin, BSA) [13]. RozloZeni aminokyselinovych

zbytkl, které jsou v molekule BSA aktivni v ramci CHER, je znazornéno na Obr.2.

Obrazek 2: Grafické zndzornéni aminokyselinovych zbytki BSA, které jsou aktivni v CHER. Piebrano z [13].
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3 METODIKA

3.1 Pouzité chemikalie

« Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH-PO.-H-0) — monohydrat, Merck, Ceska republika

« Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na:HPO.-7H-0) — heptahydrat, Merck, Ceska republika

« Lidsky sérovy albumin (HSA) — lyofilizovany, Merck, Ceska republika

o Dimethylsulfoxid (DMSO) — bezvody, >99,9 %, Merck, Ceska republika

e Glykomimetické ligandy (VH619, VH653R, VH684, VH880; Obr.3 - Obr.6) —
syntetizovany skupinou Mgr. Jindficha Karbana, Ph.D., Ustav chemickych procesti
Akademie véd Ceské republiky, Praha

e Tridestilovana voda
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Obrazek 3: Chemicky vzorec ligandu VH619 v geometrickém zobrazeni.
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Obrazek 4: Chemicky vzorec VH653R v geometrickém zobrazeni.
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Obrazek 5: Chemicky vzorec VH684 v geometrickém zobrazeni.
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Obrazek 6: Chemicky vzorec VH880 v geometrickém zobrazeni.

Fosfatovy  pufr (NaPh) byl pfipraven zfedénim zasobnich 0,8 M  roztoki
dihydrogenfosforecnanu sodného (NaH:PO4) a hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na:HPOa)
na findlni koncentraci 50 mM. Slozky byly smichany v pomeéru 2:3, vysledného pH 7,0 poté

bylo dosazeno titraci a pH bylo ovéteno pomoci kalibrovaného pH metru (Hana Instruments).
3.2 Priprava sérového albuminu a ligandi

Chronopotenciometrickd meéfeni byla provadéna na elektrochemickém analyzatoru
pAutolab III, v kombinaci s elektrochemickou celou Metrohm 663 VA Stand a rtutovou
kapkou Autolab IME 663 na HMDE.

2 mg HSA byly rozpustény v 200 pl tridestilované vody a po 1 h byla zméfena jeho
koncentrace. Pro elektrochemické méteni byl nasledné fedén na kone¢nou koncentraci 300 nM.
Koncentrace HSA byla stanovena spektrofotometricky, tzn. méfenim absorbance pfi vinové
délce 280 nm s extinkénim koeficientem 34 445 M-cm™ na piistroji NanoDrop ND-1000
(Obr.7).
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Denaturovana forma HSA byla pfipravena inkubaci HSA o koncentraci 2mg/ml v 8 M

mocoving pies noc pii 4 °C.
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Obrazek 7: Zavislost absorbance od vinové délky pro stanoveni koncentrace HSA pomoci UV-Vis.

Glykomimetické ligandy (VH880, VH619, VH653R, VH684) byly nejprve pies noc
pti pokojové teploté¢ rozpustény v DMSO na koncentraci 30 mM. Jejich koncentrace byla
uréena spektrofotometricky pii vinové délce 442 nm a extinkénim koeficientu 95 M-'em!. Poté
byly ptredfedény do 50 mM NaPh na koncentraci 420 uM a nakonec upraveny na finalni

koncentraci 3 uM pro jednotliva méteni.
3.3 Pouzité pristroje

Chronopotenciometric byla méfena na elektrochemické analyzatoru microAutolab
(Metrohm-Autolab, Holandsko, Obr.8) s elektrodovym systémem 663 VA STAND (Metrohm,
Svycarsko, Obr.9) a fizeném softwarem GPES 4.9.007 (Metrohm-Autolab, Holandsko).
VsSechna méteni byla provadéna v tfielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektroda byla
pouzita HMDE, referen¢ni elektrodou byla argentchloridova elektroda (Ag/AgCl|3M KCI)
a jako pomocna elektroda byl pouzit platinovy drat. Pro CPS méfeni byly pouzity tyto

13



parametry: depozice pti akumula¢nim potencialu -0,3 V po dobu 60 s, ¢as equilibrace = 3 s,

maximalni ¢as méfeni =5 s.

Obriazek 9: 663 VA STAND

Naméiena data byla zpracovana pomoci software Origin 2021b (OriginLab Corporation, USA).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Chovani HSA na elektrodovém povrchu

Zakladem kazdého chronopotenciometrického méfeni je zadznam zavislosti potencialu na Case
pfi konstantnim proudu [8]. Jak jiz bylo zminéno, tento potencial je nasledné¢ derivovan podle
casu za ucelem ziskani chronopotenciogramu s pikem-H misto viny, ktera se htite vyhodnocuje.
Vysledkem derivace je poté funkce (dE/df)! = f(E), kde je pik H jednoduse pozorovatelny
(Obr.10).

00 50
40
>
-04 230
< 20
iy
T 10
-0,8 |
0
> -1,9  -18 -7 -16
W -12+ EV]
-1,6 | -
-20
1 1 | | 1 1 | 1 ]

00 01 02 03 04 05 06 07 08
t[s]

Obrazek 10: Zavislost potencialu E na Case ¢ (tzv. E-t kiivka). V hornim rohu je odpovidajici graf (s vyraznym

pikem-H) po provedeni pievracené derivace pro 300 nM HSA v 50 mM NaPh, pH 7,0, I, = -30 pA.
4.1.1 Opakovatelnost méieni

Na zacatku nasi prace bylo dulezité zjistit jaka je opakovatelnost naSich méteni. Proto jsme
petkrat mérili HSA pfi dvou parametrech, nejprve pifi rozpoustécim proudu Iy -25 pA

a v zapéti pii Ly -50 pA, abychom si ovéfili validitu pozdé€jSich méteni jak pro proudy,
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u kterych pik-H vykazuje nizs$i hodnotu, tak i pro ty, u nichz je vyska piku mnohonasobn¢ vyssi

(Obr.11).

V namérenych vysledcich nebyla zddna neocekavana nesrovnalost. Odchylka po péti métenich
je pfi obou rozpoustécich proudech pomémé mala cca. 5% u Ly -25 pA (vyssi pik-H)
a u Ly -50 pA (nizsi pik-H) se pohybuje cca. kolem 25%, ale vysky pikl jsou v téchto mistech

pomérné nizké, takze odchylka je piijatelna.
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-4 50
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5 1405
< 03 %
S 13035
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81 410
0,0 0
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EV]

Obrazek 11: Graf s vyznac¢enou odchylkou pro 5 méteni pro 300nM HSA v 50mM NaPh, pH 7,0, méteno
pri L -50 pA (Cernd) a Iy, -25 pA (Cervend).

4.2 Zavislost vysky piku H na koncentraci HSA

Nejdiiv jsme ovéfili vliv koncentrace HSA na vysku piku-H (Obr.12) v rozmezi koncentraci
25-300 nM pii I -20 pA. Pro koncentrace HSA 25-50 nM dochazi k vyraznému nartstu vysky
piku az na hodnotu cca. 100 s/V. Pro vyssi koncentrace HSA se uz vyska piku H neméni, coz
je pravdépodobné zpiisobeno pokrytim celého povrchu rtutové kapkové elektrody proteinem.
Pro dalsi méteni byla pouzita koncentrace HSA 300 nM, kdy tato hodnota zarucuje konstantni

pokryti povrchu elektrody a méfeni tak neni ovlivnéno koncentraci proteinu.
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Obrazek 12: Graf zavislosti vysky piku-H na koncentraci HSA pro 25-300 nM.

4.2.1 Denaturace HSA

Denaturovand forma HSA byla pfipravena inkubaci tohoto proteinu v 8 M mocoviné pies noc
pti 4 °C. Denaturovany protein vykazuje pii stejném rozpoustécim proudu nékolikanasobné
vyssi pik-H [10], coZ jsme potvrdili vlastnim srovnanim (Obr.13). Tento nartst je zplisoben
,rozbalenim* molekuly proteinu v rdmci denaturace, ¢imz dochdzi k odhaleni katalytickych

mist povrchu elektrody. Denaturaci se dostanou k povrchu i hydrofobni skupiny, které se

na hydrofobni rtut’ 1épe vazou.
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Obrazek 13: Srovnani zavislosti potencialu na ¢ase u nativniho (¢erna) a denaturovaného (Cervena) HSA

pro 300 nM HSA v 50mM NaPh, pH 7,0., I = -50 pA.

Dale jsme pozorovali zmény piku-H u nativniho HSA v zavislosti na rozpoustécim proudu.
Rozpoustécim proudem ovlivilujeme dobu piisobeni elektrického pole[14]. Pfi niZsich
hodnotach |Isy|, méfeni chronopotenciogramu trvad déle nez pti vysSich hodnotach |-
To znamena, Ze sledovanim zavislosti na /Iy sledujeme efekty elektrického pole na sérovy

albumin.

Zménou rozpoustéciho proudu, tj. posunem |/s| k nizSim hodnotdm dochazi k postupné
denaturaci sledované latky, coz se projevuje postupnym zvySovanim H-piku. Tuto zménu
sledujeme jako zavislost proudu (L) na (dE/df)!. Ukazatelem, ktery uréuje ptechod
mezi nativni a denaturovanou formou proteinu je Iui2, diky nému mulzeme navzajem

jednoduse srovnavat proudy, a stabilitu protein na povrchu elektrody (Obr.14).

18



100 F
2
2,

< 10}

~.§ b
iy
2

3

1 1 1 1 1
-20 -40 -60 -80 -100
Istr [HA]

Obrazek 14: Zavislost vysky piku-H na rozpoustécim proudu pro 300 nM nativni HSA, s vyzna¢enym bodem
Lsyr12 v 50 mM NaPh, pH 7,0

Nasledné jsme sledovali srovnani zavislosti proudu na Case pro nativni a denaturovany HSA
(Obr.15). Predem denaturovany HSA vykazuje pti vSech proudech vyssi hodnoty piku-H
neZ nativni. Sigmoidni kiivka u denaturovaného HSA ukazuje, Ze béhem ziedéni do nadobky
mohlo dojit k ¢astecné renaturaci HSA. Navic jak uz bylo zminéno vySe, na elektrod¢ probiha
vice procesti. U nativniho HSA Ize povazovat hodnoty za o¢ekavané, pti nizSich proudech byla
odezva katalytické reakce velmi nizkd, ale snarGstem Iy doslo k postupné denaturaci.
Pii proudech -20 az -30 pA, jiz vyska H-piku dosahovala vysokych hodnot a zménil se i tvar
piku-H. Isu12 pro HSA jsme ur€ili -32 pA. Porovnani Zs1/2 pro nativni a denaturovany HSA je
v souhlasu s publikovanymi daty, kdy stabilngj$i, nativni forma ma hodnotu | Is1/2] mensi jako

je hodnota pro denaturovany [15].
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Obrazek 15: Srovnani zavislosti vysky piku-H na rozpoustécim proudu pro nativni (Cernd) a denaturovany

(fialova) HSA.

4.3 Interakce HSA s glykomimetickymi ligandy

Abychom ur¢ili miru nespecifickych interakci HSA s glykomimetickymi ligandy, méfili jsme
zavislosti vysSky piku-H na rozpoustécim proudu pro jednotlivé ligandy v kombinaci s HSA,

které jsme nasledn¢ srovnali se zavislosti nativniho HSA bez ligandii (Obr.14).

Nejprve jsme museli ovérit, ze ligandy, se kterymi budeme pracovat, samy o sobé neposkytuji
zadny H-pik, abychom méli v dalSich méfenich jistotu, Ze k HSA ptidavame latky, jez nemohou
v CPS poskytnou katalytickou odezvu vodiku. Méfeni jsme provadéli s ligandy VHE80,
VH619, VH653R a VH684, které jsme natedili v NaPh na hodnotu 3 puM. Mezi zaznamenanymi

vysledky jsme opravdu zadny H-pik dle o¢ekavani neobjevili.

Ligandy se mezi sebou lisi po¢tem ferrocent (1 nebo 2) a poctem monosacharidovych jednotek
(1 nebo 2) a tim se lisi i jejich vlastnosti jako je napt. hydrofilicita/hydrophobicita. U ligandu
s disacharidem s navazanym jednim ferrocenem VH619 bude hydrofilicita nejvyssi, naopak
uligandu VH653R skladajici ho zmonosacharidu a dvou ferrocenti bude nejvyssi

hydrofobicita.

Pro méfeni interakci jsme nechali vzdy po dobu 15 minut inkubovat 3 pM ligand s 300 nM

HSA v 50 mM NaPh (pH = 7,0). Dtlezité pro nas bylo zméfit nékolik H-pikti v ramci celé
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zavislosti tak, abychom mohli po proloZeni hodnot kiivkou vycist inflexni bod dané sigmoidni

zavislosti, coz znamena ziskat hodnotu 12 (Obr.16 - Obr.19).
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Obrazek 16: Zavislost vysky H-piku na rozpoustécim proudu pro 3uM VH880 s 300nM HSA v 50 mM

NaPh, pH="7.
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Obrazek 17: Zavislost vysky H-piku na rozpoustécim proudu pro 3uM VH653R s 300nM HSA v 50 mM NaPh,

pH=7.
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Obrazek 18: Zavislost vysky H-piku na rozpoustécim proudu pro 3uM VH684 s 300nM HSA v 50 mM NaPh,

pH=7.
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Obrazek 19: Zavislost vysky H-piku na rozpoustécim proudu pro 3uM VH619 s 300nM HSA v 50 mM

NaPh, pH=7.

22



Glykomimetické ligandy byly syntetizovany a testovany jako inhibitory pro galektin-1
a galektin-3, kde jejich interakce byla popsana také pomoci CPS [2]. Interakce s proteinem se
projevi na hodnot¢ Isr12. Zména hodnoty 12 Castecné reflektuje miru stability proteinu
na elektrodé. Kdyz je hodnota |Is| jind u nativniho HSA vuci jeho kombinaci s néjakym
z vybranych ligandii, mohlo dojit k vazbé pravé mezi ligandem a HSA, coz by mohlo vést

napiiklad k destabilizaci proteinu, nebo k jeho reorientaci na povrchu [2].

Na zéaklad¢ srovnani zavislosti vySky piku-H na rozpoustécim proudu pro nativni HSA
a pro HSA s jednotlivymi ligandy (VH880, VH619, VH653R a VH684), které jsme namérili
(Obr. 20 a 21), 1ze usoudit, Ze ligandy VH880, VH653R neovliviuji katalytické vylu¢ovani
vodiku HSA a s velkou pravdépodobnosti netvoii zadné ¢i pouze minimalni nespecifické vazby
s HSA, jelikoZz hodnota 12 je shodna s hodnotou pouze pro nativni HSA a ligandy samy
osobé zadny H-pik nevykazuji. Ligand VH619 s HSA poskytuje zavislost podobnou
samotnému nativnimu HSA, ktera je mirn€ posunuta k niz§im hodnotam |/sw|. Tento posun mize
byt zplisoben mirnou neptesnosti pro naméfenou hodnotou v Iy = -30 pA, jelikoz hodnoty,
méfené ve skokové oblasti maji nejmensi piesnost ze vSech méfenich, ale také by tento

vysledek mohl znamenat, Ze se ligand VH619 vaze na HSA a stabilizuje ho.

Chovani ligandu VH684 je oproti vySe zminénym jiné. Na zaklad¢ srovnani hodnot s
a na zaklad¢ informaci z grafu, Ize usuzovat, Ze se tento ligand vaze ze vSech zkoumanych
nejvice nespecificky s lidskym sérovym albuminem, na rozdil od ostatnich ligandt se hodnota
Istr12] posouvad k vyS§im hodnotdm. Coz by mohlo znamenat, ze vazbou ligandu VH684
dochazi k castecné destabilizaci HSA. OvSem je tfeba brat v potaz i moznou variantu,
ze namétené hodnoty mohli byt ovlivnény vazbou ligandu VH684 na povrch rtutové elektrody,
a proto je vhodné vysloveny zavér ovérit n€jakou z komplementarnich technik (napt. pomoci
fluorescencni spektroskopie €i anizotropie). Nicméné nepublikovana data od kolegyné ukazuji,

ze VH684 se na HSA vaze.
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Obrazek 20: Srovnani zavislosti vySky H-piku na rozpoustécim proudu pro HSA a pro HSA v kombinaci s ligandy

VHS880, VH619, VH653R a VH684.
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Obrazek 21: Srovnani hodnot Istri» pro nativni HSA a pro HSA v kombinaci s ligandy VH880, VH619, VH653R
a VH684.
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5 ZAVER

Vysledky této prace poskytuji informace o nespecifické vazbé glykomimetickych liganda
galektinii (VH880, VH619, VH653R a VH684), jakozto potencialnich antimetastatickych 1é€iv.
V ramci této prace jsme studovali jejich nespecifické interakce s lidskym sérovym albuminem.
Cilem bylo zjistit, do jaké miry se tyto ligandy vaZou na HSA, coZ je dllezité pro posouzeni
jejich vyuzitelnosti jako potencidlnich inhibitorti galektinii v 1é¢bé metastazovani nadora.
Z vysledkli miizeme usuzovat, Ze mezi studovanymi ligandy vykazoval nejsiln€jsi nespecifické

interakce ligand VH684, ktery pravdépodobn¢ destabilizuje strukturu HSA.

Studium nespecifickych interakci je pro zdravotnictvi kli¢ové, protoze potencialni
antimetastaticka 1é¢iva by méla predevsim vazat cilové proteiny, v tomto piipadé galektiny,
a co nejmén¢ ty ostatni. Vazalo-li by se totiz lé¢ivo ve velké mife na HSA, mohla by byt jeho
ucinnost snizena nebo by také mohlo dojit k neoekavanym vedlejsim ucinkiim. Ziskané
vysledky se ukazuji byt zajimavé, a proto se bude ve vyzkumu dale pokracovat. Nespecifické

interakce budou ovéteny i jinymi metodami (naptiklad spektroskopicky).

Prestoze se jedna o zakladni vyzkum, tak ziskané poznatky z této prace mohou byt uzite¢né
pti dal$im vyvoji 1é¢iv zaméfenych na redukci metastazovani nadorovych bunék a snizit tak
metastdzemi zpiisobenou imrtnost, ale také na zlepSeni a zptesnéni proteinové elektrochemické

analyzy.
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7 ABECEDNIi SEZNAM ZKRATEK

AdS - klasicka adsorpce

AdST - adsorpce s pfenosem

Arg - arginin

BSA - hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)

CHER - katalyticka reakce vyvoje vodiku (z angl. Catalytic Hydrogen Evolution Reaction)

CPS - Chronopotenciometrickd analyza konstantnim proudem (z angl. Constant Current

Chronopotentiometric Stripping)

Cys - cystein

dHSA - denaturovany lidsky sérovy albumin

DMSO - Dimethylsulfoxid

His - histidin

HMDE - rtut'ova elektroda s visici kapkou (z angl. Hanging Mercury Drop Electrode)
HSA - lidsky sérovy albumin (z angl. Human Serum Albumin)

Isw - rozpoustéci proud

Lys - lysin
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