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1. Uvod

Pro existenci Zivota jsou nezbytné Ctyii hlavni skupi-
ny makromolekul: nukleové kyseliny, proteiny, lipidy
a sacharidy. Sacharidy se svymi vlastnostmi vymykaji
ostatnim biomakromolekulam, protoze jako jediné mohou
tvorit rozvétvené struktury a jejich monosacharidové jed-
notky mohou byt pospojovany glykosidovou vazbou za
vzniku nepfeberného mnozstvi isomerti. Tyto unikétni
vlastnosti je ptedurcuji zastavat funkci informaéniho systé-
mu v organismu'. Aby totiZ skupina latek mohla vystupo-
vat jako biologicky ,hardware”, musi spliiovat nékolik
pozadavku: a) specifické kodovani, nebot’ informace musi
byt jednoznacna a musi byt i desifrovatelna s nizkou prav-
dépodobnosti $patné interpretace; b) Sifrovaci aktivni sek-
ce biomolekuly musi mit malou velikost proto, aby jeji
synthesa nebyla energeticky naro¢na; c¢) aktivni sekce musi
byt dobie prostorove piistupna; d) typ koédovaci slouceniny
musi mit dostatecny potencial pro rychlé strukturalni zmeé-
ny. VSechny tyto znaky efektivné pracujiciho kodovaciho
systému vykazuji sacharidy vazané na proteiny nebo lipi-
dy. Studium biosyntézy glykokonjugatt, jejich vlastnosti
a interakci s pfislusSnymi receptory vede k porozumeéni
a ovliviovani zakladnich biologickych procest, jako je
napf. vzajemna interakce a komunikace bun€k, ktera ma
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obrovsky vyznam pii léc¢eni virovych a bakteridlnich in-
fekci, onkologickych onemocnéni, pii hledani 1éCiv
s cilenym uginkem’ nebo pfi studiu genetickych poruch.
Kdybychom dokazali pterusit prvotni komunikaci hostitel-
ské buriky s patogenem, pak se od léceni nemoci posune-
me k prevenci.

Biosyntéza glykokonjugatii probihd krok za krokem
v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Exogenni
monosacharidy penetruji do bunky a jsou pfeménény do
stavebnich bloku, které jsou dale transformovany na oligo-
sacharidy a navazany na lipidickou nebo proteinovou kost-
ru. Jakmile se glykokonjugaty dostanou na povrch bunky,
slouzi jako ligandy. Biosyntéza glykokonjugati je kataly-
zovana predevSim glykosyltransferasami, enzymy, které
prenaseji sacharid z aktivovaného donoru, typicky glyko-
sylnukleotidu, na vhodny akceptor bud’ se zachovanim
nebo s inverzi konfigurace na anomernim centru.

2. Galaktosyltransferasy, mechanismus tu¢inku

Glykosyltransferasy’ se déli podle podobnosti sekven-
ce aminokyselin do 65 rodin* a patii mezi né i galaktosyl-
transferasy (GalT), které u savci prenaseji D-galaktosu
z a-D-galaktosyluridindifosfatu (GalUDP) na rtizné akcep-
tory za vzniku B(1-4), B(1-3), o(1-4) a a(1-3) glykosidové
vazby". Prvotni teorie byla, 7¢ vznik kazdé glykosidové
vazby katalyzuje specificky enzym, ale po objeveni isoen-
zymu pro mnohé GalT aktivity se opustila a nyni je zasta-
véna teorie, ze vznik jednoho typu glykosidové vazby
muze byt katalyzovan fadou enzymi. Skute¢né byly cha-
rakterizovany rizné enzymy pro kazdy typ GalT aktivity
a v databazich jsou fazeny podle kodujich genu (http://
www.cazy.org)’. Doposud sedm znamych B(1-4)GalT
vyuziva jako akceptor N-acetylglukosamin (GlcNAc) sa-
motny nebo vazany v N-glykanech, O-glykanech ¢i glyko-
lipidech a nékteré vyuzivaji rovnéz D-glukosu za vzniku
laktosy. Enzymu s B(1-3) aktivitou je rovnéz sedm a ak-
ceptorem je opét GlcNAc. Galaktosa vazana a.(1-4) glyko-
sidovou vazbou se nachazi pouze v glykolipidech a je pre-
nasena z donoru dvéma GalT na terminalni B-galaktosu.
Tti strukturné podobné a(1-3)GalT prenaseji D-galaktosu
na terminalni B-D-galaktopyranosu glykolipida ¢i glyko-
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proteint a jsou dulezité tim, ze lidé a primati starého svéta
nemaji geny kodujici tyto enzymy, coZ zplsobuje tzv.
hyperakutni odmitnuti transplantovaného organu ¢i tkané
pozorovanou pii xenotransplantacich z vepit na ¢lovéka’.
Pro racionalni navrh inhibitord GalT je vyhodné znat
3D strukturu GalT, ktera je pro vSechny doposud charakte-
rizované GalT déana ptitomnosti jednoho ze dvou zéklad-
nich strukturnich motivi oznaCovanych GT-A a GT-B
a nebo nové objeven¢ho GT-C, ale zadna korelace mezi
katalytickym mechanismem enzymu a strukturnim typem
bohuzel neexistuje®. Nicméné se predpoklada, 7e navazani
donoru 1 akceptoru do aktivniho mista enzymu s sebou
pfindsi konformacni zménu smycky. Zd4 se, Ze pro navrh
inhibitorit ma zatim vétsi vyznam znalost mechanismu,
kterym GalT piisobi. Invertujici GalT sleduji jednoduchy
mechanismus nukleofilni substituce Sy2, kdy rychlost
reakce je zvySovéna Ucasti bazické skupiny aktivniho mis-
ta na deprotonaci akceptoru a koordinaci odstupujici sku-
piny s kofaktorem (Schéma 1). Zachovéani konfigurace
anomerniho centra vyzaduje bud’ dvé nasledné SN2 substi-
tuce s glykosylovanym enzymem jako meziproduktem
(Schéma 2A), nebo uplatnéni mechanismu oznacovaného
jako Sni, pro ktery je charakteristicky vznik tésného ionto-
vého paru umoziujici pfistoupeni akceptoru pouze
z opacné strany, nez je odstupujici skupina (Schéma 2B).
V obou ptipadech ma tranzitni stav reakce podobu oxokar-
boniového iontu. Design studovanych inhibitord se odviji
od struktury donoru nebo tranzitniho stavu a nové piicha-
zeji bisubstratové analogy spojujici vlastnosti donoru
a akceptoru. Nezanedbatelnou nepfiijemnosti pfi studiu
inhibice GalT je i fakt, ze donor je prakticky pro vSechny
GalT stejny, Ze vétSina enzymi potfebuje jako kofaktor
Mn*" ionty a Ze donor je v aktivnim misté vazan pomé&rné
slabé. Odstupujici uridindifosfat (UDP) je bohuzel slabym
inhibitorem a pfi enzymovych reakcich je ¢asto odstratio-
van alkalickou fosfatasou. V dal$im textu se budeme véno-
vat nejcastéji studovanym galaktosyltransferasam p(1-4)
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GalT (cit.’), které jsou dilezité v rozvoji onkogennich
onemocnénich, a a(1-3)GalT pro jejich roli v xenotrans-
plantacich, pro ostatni odkazujeme na piehledové clan-
kle,ll'

3. Inhibitory jako analogy donoru

Jednou z taktik hledani inhibitort je nahrada esterové
C1-0-P vazby nebo difosfatového mustku v GalUDP sta-
biln€jSim uskupenim. Pozornost byla proto zcela logicky
soustiedéna jiz pred 20 lety na C-glykosidy, které jsou
stabilni k hydrolyze a navic mohou byt uzite¢nymi vycho-
zimi latkami pro bisubstratové analogy. Presto, Ze byla
pripravena celd fada C-analogl, udaje o jejich inhibicni
aktivité jsou vice nez skoupé; mnoho jich testovano viibec
nebylo. Neisosterni analog 1 s nehydrolyzovatelnou C1-P
vazbou byl'? kompetitivnim inhibitorem B(1-4)GalT (EC
2.4.1.38) s K; 165 uM srovnateln¢ ucinnym s uridintrifos-
fatem (UTP, K; 128 uM), zatimco K, pro GalUDP bylo
13,7 uM. Naproti tomu jednoduché galaktopyranosylfos-
fonaty 2-4 byly jen velmi slabymi inhibitory B(1-4)GalT
a a(1-3)GalT, coz opét ukazuje na dilezitou roli D-ribo-
furanosy a nukleobaze pro navazani inhibitoru do aktivni-
ho centra enzymu. Skoda, Ze pro difosfat 5 piipraveny'
v roce 2000 nebyla publikovana jeho aktivita proti B(1-4)
GalT; az pozdéji bylo zjiSténo, ze ani analog 5 ani jeho
B-isomer inhibitory o(1-3)GalT nejsou'®. Nahrada difosf-
tové vazby donoru mistkem z kyseliny vinné nebo malo-
nové efektivni nebyla az na slouceninu 6, ktera byla sla-
bym inhibitorem (Ky 1 mM) zfejmé jenom diky pyrrolidi-
novému kruhu'’. Zadna aktivita proti B(1-4)GalT nebyla
nalezena, kdyz byla difosfatova vazba nahrazena alky-
lem"; prekvapivé ale zafazeni D-glukosy jako mistku
nesnizilo afinitu tohoto modifikovaného donoru 7 k B(1-4)
GalT (cit."). Ani zamény difosfatové skupiny v GalUDP
triazolovou jednotkou pfipojenou na C-1 galaktosy methy-
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Schéma 2

lenovou spojkou G&inny inhibitor neposkytla'®. Pokud byl
kyslik anhydridové vazby nahrazen methylenovou skupi-
nou, byl ziskan ucinny analog donoru 8 (K; 97 MM)”.
Myslenka, Zze diaminodideoxysacharid by mohl napodobo-
vat difosfatovy mustek v interakci s kationtem kovu diky
zmén¢ konformace pyranosy, vedla k pfipravé nékolika
potencialnich inhibitora'®, z nichz nejaktivngjsi byl B-xylo-
analog 9 se 45% inhibici B(1-4)GalT a ktery podle NMR
studie skute¢né interagoval se Zn”" kationty za soucasné
zmény 4C, konformace na 'Cy.

Dalsi modifikace nabizi galaktopyranosa. Strukturné-
aktivitni studie z roku 1996 vyuZila selektivné methylova-
nou GalUDP a nahradu D-galaktosy v donoru D-mannosou
a L-fukosou'’. Nejsilngjsimi inhbitory B(1-4)GalT byly 2-,
vysledky ziskanymi pro deoxyderivaty™. Rozdil mezi nimi
byl v tom, Ze 2-O-methyl-GalUDP byla pfenasena na ak-
ceptor s relativni rychlosti 0,2 % v porovnani s GalUDP,
zatimco zbyvajici mono-O-methylethery substraty nebyly
viibec. Nahrazeni urcité hydroxylové skupiny fluorem je
obvykla strategie ve vyzkumu biologicky aktivnich latek
odvozenych od sacharidii. 6-Deoxy-6-fluor-GalUDP inhi-

oxokarboniovy tranzitni stav
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boval®' aktivitu jak P(1-4)GalT, tak o(1-3)GalT

s ucinnosti az 75 % pii poméru inhibitor/GalUDP = 10.
Zajimavé zjisténi bylo, Ze pro vSechny testované enzy-
my nebyl 6-deoxy-6-fluor-GalUDP substratem. Atom
fluoru v poloze 2 pyranosového kruhu obecné zvysuje
stabilitu glykosidové vazby, nebot’ jeho vysoka elektrone-
gativita destabilizuje oxokarboniovy ion v tranzitnim sta-
vu. Tento fakt vedl k syntéze 2-deoxy-2-fluor-GalUDP, rela-
tivné silného inhibitoru B(1-4)GalT (90% inhibice,
IC5=120 uM)™. Bylo publikovano i nékolik praci, které
popisuji pfipravu analogti donoru, ve kterych je néktera
hydroxylova skupina nahrazena skupinou thiolovou, ale
bohuzel opét bez inhibi¢ni aktivity. RovnéZ bez aktivity
byly analogy donoru, ve kterych D-galaktosa byla
v poloze 6 modifikovana 2-nitrobenzylovou skupinou23 s
nebo dokonce nahrazena benzylem?!. Karbaanalog 10 je
dal§im pomérné dobrym inhibitorem B(1-4)GalT (K; 58 uM)
(cit.?).

Zatim nejucinnéj$im inhibitorem B(1-4)GalT s K;
1,86 uM je analog 11, ve kterém je dalezitym prvkem
naftalenové jadro interagujici s aminokyselinou *'°Trp,
ktera se nachazi blizko aktivniho centra enzymu®.
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4. Inhibitory mimikujici tranzitni stav

Pro tento typ inhibitorti je charakteristické zplosténi
zidlickové konformace galaktopyranosy tak, aby stereo-
chemie anomerniho centra méla planarni uspofadani napo-
dobujici sp® hybridizaci tranzitniho stavu. Prvni takovou
strukturou byl analog 12 s K; 62 puM proti f(1-4)GalT
(cit.”"). Dale byly testovany riizné iminocukry znamé jako
silné inhibitory glykosidas, ale zadny z nich neinhibo-
val B(1-4)GalT (cit.”?). Oviem pro galaktoiminocyklitol
13 v porovnani s cyklitolem 14 byla nalezena vyznamna
selektivita proti a(1-3)GalT, ackoliv iminocyklitol 13 byl
dfive popsan jako silny inhibitor B-glykosidasy (K; 4,1 nM),
zatimco 14 inhiboval a-glykosidasu (K; 1,6 nM)*. Detailni
studie prokazala, ze iminocyklitol 13 neni piekvapivé
kompetitivnim inhibitorem proti GalUDP, ale naopak je
nekompetitivnim inhibitorem jak proti donoru, tak akcep-
toru s K;75 a 35 uM. Obecné je nekompetitivni inhibice
spojovana s navazanim inhibitoru na jiné misto enzymu
nez je aktivni centrum, ovS§em v tomto pfipad¢ autofi pred-
pokladaji, ze iminocyklitol 13 je i schopen se vazat mecha-
nismem Syi (Schéma 2B) do aktivniho centra volného ¢i
s navazanym donorem nebo akceptorem. Dalsi zajimavosti
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je, ze i velmi jednoduché slouceniny, jakymi jsou difosfo-
naty 15 a 16, byly schopny inhibovat 3(1-4)GalT pfi kon-
centraci 1 mM s 95 a 90% ucinnosti, pravdépodobné diky
napodobovani difosfatové casti ptirozeného donoru
v aktivovaném komplexu®?. Substituce methylenové skupi-
ny alkylem, aminoalkylem ¢i hydroxylovou skupinou ne-
vedla ke zvySeni inhibi¢ni aktivity. Autofi této prace rov-
néz zkoumali vliv koncentrace iontll na hodnotu inhibi¢ni
konstanty a zjistili, Ze vyS§i koncentrace snizuje K;.

5. Inhibitory jako bisubstratové analogy

Pro navrh inhibitorti postavenych na kombinaci dono-
ru a akceptoru je nutné mit informace o prostorovém uspo-
fadani aktivniho centra enzymu, aby bylo mozné spravné
orientovat donorovou a akceptorovou ¢ast molekuly inhi-
bitoru s cilem zajistit maximalni efektivitu interakci. Ac-
koliv pocet krystalografickych, NMR a vypocetnich studii
v poslednich letech utéSené narGsta, je pocet popsanych
bisubstratovych analogt stale nizky, takze zatim neni moz-
né definovat obecnéji platné zavéry o vztahu struktura —
biologicka aktivita.
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Inhibitory 17 a 18 byly navrzeny podle orientace do-
noru a akceptoru v aktivnim centru, ktera ukazuje na bliz-
kost anomerniho centra galaktosy a hydroxylové skupiny
v poloze 4. Sloucenina 17 s ethylenovym mustkem byla
nekompetitivnim  inhibitorem  ((1-4)GalT  vzhledem
k donoru (K; 7,6 uM) a akceptoru (K; 1,95 uM), zatimco
latka 18 s mustkem o uhlik krat$im byla inhibitorem kom-
petitivnim proti akceptoru (K; 1,35 uM) a viceméné kom-
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petitivnim proti donoru (K; 3,3 pM)**°. Dalsi obmé&nou
struktury 17 tim, Ze 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyrano-
sidova jednotka byla nahrazena methyl [-D-galakto-
pyranosidem véazanym pfes polohu 2 (19) nebo 4 (20),
byly ziskany selektivni inhibitory a(1-3)GalT. Bisubstra-
tovy analog 19 byl kompetitivnim inhibitorem jak proti

donoru (K; 8,5 uM), tak N-acetyllaktosaminu jako akcep-
toru (K; 42,5 uM)™.
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Bisubstratové analogy 21 a 22 maji akceptorovou
D-galaktopyranosu a nukleotidovou ¢ést vazané na ano-
mernim centru nehydrolyzovatelnou vazbou®'. Prekvapivé
pouze latka 21 byla G¢innym inhibitorem a(1-3)GalT
S IC50 5 ].,lM

6. Zavér

Pies veskery pokrok chemickych, biochemickych
a biologickych disciplin je stale racionalni navrh potencial-
nich inhibitorti jakékoliv transferasy obtiznym ukolem.
Inhibitory napodobujici strukturu ptirozeného donoru nebo
aktivovaného komplexu mohou byt aktivni diky tomu, ze
pfirozeny donor ma relativn€ vysokou afinitu k enzymu;
Michaelisova konstanta je obvykle v mikromolech. Analo-
gy akceptoru pfili§ nad€jné jako inhibitory nejsou, nebot
vazba akceptoru v aktivnim centru je totiz asi 1000krat
slabsi nez donoru. Na druhou stranu, je to pravé akceptor,
ktery rozhoduje o stereo- a regioselektivité enzymového
prenosu sacharidu. Bisubstratové analogy tak v sobé spo-
juji jak ocekavanou inhibi¢ni aktivitu, tak selektivitu
a pravdé€podobné tak tvori nejperspektivnéjsi smér vyzku-
mu. [ kdyz jejich syntéza neni jednoducha.

Prdce vznikla v ramci vyzkumného zaméru MSMT ¢.
MSM 6046137305.
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Oligosaccharides in glycoconjugates form a sugar

code in cell-cell recognition processes. Since galactosyl-
transferases are responsible for the biosynthesis of galac-
tose-containing oligosaccharides, inhibitors of these en-
zymes are targets for drug design. In this review, the cur-
rent state of the development of galactosyltransferase in-
hibitors, based on the donor and transition-state structures
and bisubstrate analogues, is summarised.



