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ABSTRAKT

Galektiny se vyskytuji v riiznych organismech a patfi mezi skupinu proteint,
které dokdZi rozpozndvat a vdzat sacharidy. Jejich hlavni funkéni doménou je
doména vdzajici sacharidy, kterd specificky vdze B-galaktosidy. Existuji tfi
zdkladnf strukturni typy: prototypicky, tandemovy a chimericky. Vyskytuji se
v riznych orgdnech a bunéénych kompartmentech, od kterych se odviji jejich
dalsi funkce. Fyziologicky se tucastni prozanétlivé i protizdnétlivé reakce,
sestfihu pre-mRNA nebo mezibunééné adheze.

Galektiny hraji vyznamnou roli také v progresi nddorovych onemocnéni.
Jejich zménéné hladiny jsou spojeny s angiogenezi, transformaci bunék, regulaci
apoptézy, ovlivnénim metabolismu rakovinnych bunék nebo tvorbou metastaz.
Mohou v$ak mit i opaény tucinek a nddorovd onemocnéni potlacovat.
V soucasnosti je kladen daraz pfedevsim na moznost jejich budouctho vyuZiti
pro imunoterapii a také jako nddorovych markert.

V rdmci praktické ¢asti této prace byly kultivovany nddorové bunécné linie
MCF7, SW620, DLD-1 a A549. Nésledné byla pomoci metody Western blot
s imunodetekci zkoumdna pfitomnost galektinti-1, -3, -4, -8 a -9. Ziskané
poznatky byly porovndny s literaturou a bylo vyvozeno, jakym zptisobem ktery

galektin specifickou linii ovliviiuje, pokud se v ni vyskytuje.

Kli¢ova slova

galektin-1; galektin-3; galektin-4; galektin-8; galektin-9; rakovina; invazivita;
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ABSTRACT

Galectins appear in many different organisms and belong to a family of
proteins that are able to recognize and bind carbohydrates. Their main protein
domain is the carbohydrate recognition domain, which specifically binds f-
galactosides. There are three main structural types of galectins: prototype,
tandem and chimera. Galectins are found in various organs and cellular
compartments, which then determine their further purpose. Biologically, they
participate in both inflammatory and anti-inflammatory response, pre-mRNA
splicing or intercellular adhesion.

Galectins also play an important role in the progression of cancer. Their
altered levels are connected with pathological angiogenesis, cellular
transformation, regulation of apoptosis, deregulation of cancer cell metabolism
or metastases formation. They can, however, also have the oposite effect on
cancer and supress the progression of the disease. Currently the main attention
is focused on the possible future use of galectins in immunotherapy and also their
use as tumor markers.

In the experimental part of this thesis, MCF7, SW620, DLD-1 and A549 cancer
cell lines were cultivated. The presence of galectin-1, -3, -4, -8 and -9 was
examined in these cell lines, using Western blotting and immunodetection. The
obtained results were then compared with the literature and the way how the

presence of a particular galectin affects a specific cell line was discussed.
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1 UVOD

Galektiny jsou proteiny patfici do rodiny lektinti, které specificky vazou f3-
galaktosidy prostfednictvim své domény rozpoznavajici sacharidy (CRD). Maji
fadu fyziologickych funkci, mezi néz patii protizanétlivé schopnosti, ovlivnéni
transkripce, i€ast na mezibunécnych interakcich, pfenosu zivin i réistu bunék.
V ptipadé, ze dojde ke vzniku rakovinného bujeni, mohou se tyto jejich funkce
projevit ve vyvoji choroby negativné i pozitivné. Velkou roli v prognéze hrajt
samotné galektiny, ale zdaleka nejvétsi roli m4, v jaké tkadni se nachdzeji. Bylo
prokazano, ze jeden galektin mtize mit zcela opacny ucinek v zavislosti na tkani,
ve které se nachdzi, nebo na tom, zda se vyskytuje intracelularné c¢i
extracelularné. Galektiny se tcastni vSech fazi rozvoje rakoviny a casto byva
jejich produkce zvysena jiz na zacdtku onemocnéni, ¢imz se jeho nastup
urychluje. Naopak galektin-9 miva na zacatku nemoci snizenou hladinu
a nemohou se tedy projevit jeho rakovinu potlacujici vlastnosti. Zménéné
hladiny galektini a nékteré jejich funkce by mohly byt v budoucnu vyuzity
v detekci a 1écbé téchto onemocnéni. Cilem této prace je shrnout soucasné
poznatky o vybranych galektinech a detekovat je ve vybranych nddorovych
bunécénych liniich. Diky témto vysledktim bude moci byt posouzeno, jaky vliv

ma vyskyt jednotlivych galektint na rozvoj daného nadorového onemocnéni.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace je vypracovat resersi shrnujici soucasné poznatky
o galektinech, jejich vyskytu a biologickych funkcich se zaméfenim na galektin-
1, -3, -4, -8 a -9. Dale bude rozebran mechanismus, jakym ovliviwuji progresi
nadorovych onemocnéni a jejich potencialni vyuziti v 1écbé.

Cilem experimentalni ¢asti prace je kultivace nadorovych linit MCF7, SW620,
DLD-1 a A549, separace proteint bunécného lyzatu a detekce galektinti-1, -3, -4,
-8 a -9 v téchto liniich imunochemicky pomoci Western blotu.

Takto ziskand data budou pouzita pro zhodnoceni vlivu jednotlivych
galektinti na rozvoj danych naddorovych onemocnéni a déle bude diskutovano

jakou roli hraje kazdy galektin u jednotlivych bunéénych nadorovych linii.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Galektiny

3.1.1 Charakteristika galektini

Galektiny jsou soucasti velké skupiny proteint rozpoznavajicich sacharidy —
lektinti. Dfive byly také nazyvany S-lektiny. Vyskytuji se v riiznych organismech
pres houby a rostliny az po Zivocichy vcéetné ¢lovéka a zastavaji Sirokou Skalu
funkci. Obzvlasté lidské galektiny se vyskytuji nejen v réiznych tkanich
a bunéénych kompartmentech v zavislosti na svych fyziologickych funkcich —
napf. maji odlidné intraceluldrni a extraceluldrni funkce — ale lisi se také ve své
struktufe. V nékterych piipadech se jejich funkce se ¢astené prekryvaji, v jinych
pripadech mohou byt i protichtidné. Vsechny tyto atributy maji obrovsky vliv na
obranyschopnost a pribéh chorob (Modenutti 2019).

Galektiny obsahuji jednu az dvé charakteristické domény o velikosti pfiblizné
130 aminokyselin, tzv. domény rozpoznavaji sacharidy (CRD). Specificitou
galektinti je, Ze v ramci svych CRD obsahuji misto pro vazbu B-galaktosidii
(Johannes 2018). NejbéznéjsSim ligandem je disacharid N-acetyllaktosamin
(LacNAc). Vazebné misto pro tento substrat je u vétsiny galektint velmi podobné
(Dam 2007).

Prestoze CRD obsahuji velké mnozstvi aminokyselin, jen malo z nich se pfimo
ucastni vazby. Porovnanim sekvenci zhruba 130 galektint rtizného ptivodu bylo
zjiSténo, Ze osm aminokyselin, které se tucastni vazby sacharidd, je zcela
konzervovanych. Dalsich dvanact se jevi jako znaéné konzervované. Cast motivu
této konzervované sekvence, ktery je pouzit k identifikaci jednotlivych galektinti,

je zobrazen na obrazku 1 (Cummings 2017).
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41 * % * 56 * 66 * 71k *
Galectin-1 NLCLHFNPRFNAHGD ANTIVCNSKD-GGAWG—TEQRE
Galectin-2 KLNLHFNPRFS ESTIVCNSLD-GSNWG-QEQRE
Galectin-3 DVAFHFNPRFNENN RRVIVCNTKL-DNNWG-REERQ
Galectin-4 DVAFHFNPRFDG WDKVVENTLQ-GGKWG-SEERK

DIALHINPRMG NGTVVRNSLL-NGSWG-SEEKK
Galectin-7 DAALHFNPRLD- TSEVVFNSKE-QGSWG-REERG

Obrdzek 1 - Sekvence vybranyjch lidskijch galektinii obsahujici vysoce
konzervované aminokyseliny. Ty, které se vicastni vazby sacharidil jsou oznacené
hvézdickou, Cervené jsou hydrofilni a modré hydrofobni. Aminokyseliny jsou ocislované
dle sekvence galektinu-1(Cummings 2017).

VSechny galektiny maji globuldrni c¢ast, ktera se skladd ze dvou
antiparalelnich -skladanych listti a tvofi jednu nebo dvé CRD konkavniho tvaru
(obrazek 2). Vazebnd afinita se 1isi diky variabilité B-skladanych list(i, protoze
jinak je CRD vysoce konzervovand. Biologicka funkc¢nost galektinti je

zvyznamné casti dana supramolekularnim spojovanim do oligomernich

struktur na povrchu bun€k (Bojarova 2016).

Obrazek 2 — Struktura dimerniho galektinu-1 s vyznacenymi CRD a CBS
(Modenutti 2019).

U galektinti rozezndvame kvarterni strukturu (pfedevsim pocet a typ CRD),
podle niZ je mtiZeme rozdélit do nékolika skupin. Dle téchto kritérii rozliSujeme
tfi typy galektinti: prototypické, tandemové a chimerické. Prototypické galektiny
tvofi homodimery, kde kazda podjednotka obsahuje stejnou CRD. Tandemové

galektiny obsahuji dvé rtizné CRD, které jsou spojeny kratkou peptidovou
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doménou v ramci jednoho polypeptidu a ddle mohou tvorit i bivalenty slozené
ze dvou tandemovych galektinti. Chimericky typ je specificky pro galektin-3. Na
C-konci je CRD podobna galektinu, zatimco na N-konci je lokalizovana doména
bohatd na prolin a glycin. Chimericky typ se vyskytuje pfevdzné jako monomer,
ale za urcitych podminek miuize dojit k tvorbé oligomerti. Rozdéleni galektinti dle
kvarterni struktury je zobrazeno na obrazku 3 (Laaf 2018; Vasta 2016).
Prototypické jsou galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15, -16. Mezi tandemové

galektiny patfi galektin-4, -6, -8, -9, -12 a chimericky je pouze galektin-3

(Brinchmann 2018).
Prototypicky Chimericky Tandemovy
jedna CRD jedna CRD s N-termindinim dvé rozdilné CRD
prodlouZenim
S
DG Y y
- -
Homodimer Oligomer Heterodimer

Obrazek 3 — Rozdélent galektinii dle kvarterni struktury (Arthur 2015).

3.1.2 Vybrané lidské galektiny

., K dnesnimu datu je zndmo 19 savcich galektinii z nichz se 13 vyskytuje u clovéka”
(Laaf 2018, s. 405).

Z biomedicinského a biotechnologického hlediska jsou nejlépe prozkoumany
galektin-1 a -3, ale ddkladny vyzkum je zaméfen i na dalsi galektiny, jako

napriklad galektin-4, -8 a -9 (Laaf 2018).
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a) Galektin-1

Galektin-1 (Gal-1) se sklada ze 135 aminokyselin a jeho struktura je
znazornéna na obrazku 4. Obsahuje dva antiparalelni §-skladané listy s péti (F1-
F5) a Sesti (S1-S6) vlakny. Miuze se vyskytovat jako monomer nebo jako
homodimer. N- a C-konce jednotlivych monomerti sméfuji ke sty¢né plose
dimeru a CRD jsou umistény na vzdalenych koncich. Ve stfedové ¢asti je Stérbina
se silnym zdpornym nabojem. Diky takto vzniklému hydrofobnimu jadru
dimeru je lidsky Gal-1 v roztoku stabilni. Pfesto ¢ast dimer(i spontanné disociuje.
Monomer je i nadale schopen vazat sacharidy, ale ma k nim niz$i afinitu. Gal-1
se muze vyskytovat také v neaktivni oxidované formé (Camby 2006).

S$1 F2 S3
MACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKD

S4 S5 S6
SNNLCLHFNPRFNAHGDANT !/ CNSKDGGA \WGTEQREAV

F3 Fa F5
FPFQPGSVAEV CITFDQANLTV KL PDGYEFKFPNRL

S2 F1
NLEAINYMAADGDFKIKCVAFD

Obrazek 4 — Struktura Gal-1. Vysoce konzervované aminokyseliny jsou
zndzornény zelené. Aminokyseliny, které pfimo vizou sacharidy pomoci vodikovych
muistkii jsou zndzornény riiZové. OranZové jsou zndzornény aminokyseliny, které
sacharidy vizZou van der Waalsovymi silami (Camby 2006)

b) Galektin-3

Galektin-3 (Gal-3) je tvofen 250 aminokyselinami. Jeho N-terminalni oblast
(NTD) je nelektinového typu, a je bohata na prolin a neni strukturné vyrazné
definovana. Ze 113 aminokyselin se v NTD prolin objevuje 27krat. NTD se
pravdépodobné podili na nasledné oligomerizaci do pentamerni ¢i oligomerni
struktury. Kromé NTD obsahuje Gal-3 také vysoce konzervovanou C-termindlni

doménu CRD. CRD u Gal-3 je podobna jako u Gal-1 a ma strukturu dvou
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antiparalelnich g-sklddanych listi. Prostorové usporaddani Gal-3 je zndzornéno

na obrazku 5. V roztoku se Gal-3 vyskytuje primdarné jako monomer (Zhao 2021).

Obrizek 5 — Prostorové usporiddni galektinu-3. Cervené je zndzornén C-konec,
fialové NTD. CRD je oznacena FO-5 a S1-6 (Flores-Ibarra 2018).

¢) Galektin-4

Retézec galektinu-4 (Gal-4) mé délku 323 aminokyselin a obsahuje dvé rtizné
CRD, které jsou kovalentné spojené kratkym flexibilnim peptidem. Tento
spojovaci peptid ma dvé casti. Pantova cast je bohata na prolin a kratka na a-
helixy. Gal-4 ma dvé CRD: doména 4N na N-konci a obsahuje aminokyseliny 1-
150, druha CRD na C-konci (4C) se sklada z aminokyselin 179-323. Spojovaci
peptid je tedy v oblasti 151-178. Kazda CRD ma typickou strukturu dvou
antiparalelnich f-skladanych listi, coz je typicka struktura tandemovych

galektint. Uspofadani galektinu-4 je na obrazku 6 (Rustiguel 2016).
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Obrizek 6 — Gal-4. Modrd CRD je 4N doména a riiZovd je 4C doména. Zluty je
spojovaci peptid (Rustiguel 2016).

d) Galektin-8

Lidsky galektin-8 (Gal-8) je geneticky kédovan v sedmi izoformach, které
mohou byt tandemové i prototypové. Mohou se vyskytovat i bivalentni
tandemové formy. Tandemové izoformy se dvéma rtiznymi CRD jsou tfi a déli
se podle délky spojovaciho peptidu na kratky Gal-8S (short), stfedni Gal-8M
(medium) a dlouhy Gal-8L (long). Nejcastéji se vyskytuje forma 8M, ktera ma
délku 317 aminokyselin a spojovaci fetézec je z 28 aminokyselin. Na proteinové
urovni nebyly prototypové izoformy zatim detekovany. Izoformy jsou

schematicky zndzornény na obrazku 7 (Tronsoco 2014).

¢ > C€ >«

gal-85S gal-8 M gal-8L
Obrdzek 7 — Schematické zndzornéni izoforem galektinu-8, Zluté je zndzornéna
N-terminalni CRD Gal-8N a modre C-termindlni CRD Gal-8C (Tronsoco 2014).
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e) Galektin-9

Galektin-9 (Gal-9) se nejcastéji vyskytuje v tandemové formé, ale byl uz
detekovan i s pouze jednou CRD. Znamych je v soucasnosti celkem Sest
izoforem. Na zdkladé alternativniho sestfihu mohou vznikat monovalentni
izoformy, kterym chybi C-terminalni CRD. Tandemovy Gal-9 obsahuje dvé
rozdilné CRD spojené rtizné dlouhym peptidovym fetézcem. Tandemové
izoformy se vyskytuji tfi, a to kratky Gal-9S (short), stfedni Gal-9M (medium)
a dlouhy Gal-9L (long). Jejich schematicky nakres je na obrazku 8. Nejcastéji se
tento galektin vyskytuje v izoformé Gal-9M,, kterd ma délku 323 aminokyselin

a spojovaci retézec je z 26 aminokyselin (Aanhane 2018; John 2016).

Pocet aminokyselin
v galektinu/ ve

spojovacim fetézci

NH 7 —Jl CRD2 |- COOH 311714

NH — COOH 323/26

Spojovaci retézec
Obrdzek 8 — Schematické zndazornéni tandemovych izoforem galektinu-9
(Chabot 2002).

3.1.3 Vyskyt a funkce v bunice a v organismu

Galektiny jsou exprimovany v rtizném mnozstvi ve vSech Zzivocisnych
burikach. Vétsina galektint se vyskytuje volné v cytosolu, jadfe i v extracelularni

matrix (ECM) v rozpustné formé. Bylo uz vsak objeveno i nékolik vyjimek, které
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maji i transmembranové domény, a jsou tedy soucasti bunééné membrany (Vasta
2012).

Galektiny maji obrovské mnozstvi fyziologickych funkci, které nejsou
jednotné ani pro specificky galektin, protoze je velmi ovliviiuje umisténi
v organismu. Pivodné se predpokladalo, Ze pouze vaZzou endogenni glykany
a zprosttedkovavaji rtistové procesy jako je diferenciace, usporadani tkani
a bunécna smrt. Poté bylo zjisténo, Ze se tucastni také regulace imunitni
homeostdzy. Nejnovéjsi vyzkumy prokdzaly, Ze galektiny jsou schopny vazat
také exogenni glykany, napf. na povrchu potencidlné patogennich mikrobu
a parazitd, ¢imz dale zprostiedkovavaji rozpoznavani a efektorové funkce

vrozené imunity (Vasta 2012).

a) Galektin-1

Fyziologicky se Gal-1 vyskytuje pfedevsim v organech bohatych na imunitni
tkan, jako je placenta, varlata nebo oc¢ni sitnice. Je tvofen a sekretovan velkym
mnozstvim bunék, jmenovité jsou to napfiklad T a B lymfocyty, makrofagy,
regulacni lymfocyty, dendritické bunky, mikroglie nebo supresorové burky
myeloidniho ptivodu. Jeho hlavni funkce spociva v protizanétlivé aktivité a
schopnosti zanétlivou reakci zcela ukonéit, coz je zadouci u chronickych zanétt
zpusobenych  autoimunitnimi, neurodegenerativnimi a metabolickymi
onemocnénimi. Také se uplatiiuje béhem infekci, astmatu a rakoviny nebo
téhotenstvi. Spolecné s dalsimi protizanétlivymi mediatory fidi probihajici zanét
a sniZuje imunopatologii (Sundblad 2017).

Protizanétlivé schopnosti Gal-1 jsou zalozeny na dovednosti ¢astecné potlacit
vrozenou i ziskanou imunitu. Blokuje syntézu prozanétlivych cytokint tim, Ze
pozméni bunécnou signalizaci B a T lymfocyti. Inhibuje pohyb neutrofilt
a eozinofilt a zabranuje degranulaci zirnych bunék a stimuluje jejich apoptdzu

(Sundblad 2017).
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b) Galektin-3

Gal-3 se primarné vyskytuje v cytoplazmé, z niz se pfesouva do jadra. Kromé
toho je sekretovan na povrch buriky, odkud se dostava do télnich tekutin vcetné
séra a moci. Je zapojen do diferenciace bun€k, zanétlivych reakci, angiogeneze,
tibrotizace nebo apoptdzy (Dong 2017).

Vice se ho vyskytuje v mladych burkach a jeho funkce se lisi podle jeho
umisténi. Cytoplazmaticka frakce je dtilezita pro preziti bunky, které Gal-3
ovliviiuje pomoci interakce s dalsimi proteiny. Jaderna frakce Gal-3 podporuje
sestfih pre-mRNA a reguluje genovou transkripci. Extracelularni Gal-3 upravuje
mezibunécné interakce, a to dvojim zptisobem. Bud zastane funkci adhezniho
receptoru na povrchu bunky, nebo se sam chova jako extracelularni ligand

bunécného receptoru (Dong 2017; Sedlar 2021).
c) Galektin-4

Gal-4 se vyskytuje intraceluldrné i extracelularné. Nejvice je obsaZen
v epiteliich stfevniho traktu, ze kterych je déle vyplavovan do extracelularnich
prostor. Reguluje bunécnou proliferaci, apoptozu a  diferenciaci
a zprostfedkovava mezibunéénou adhezi (Cao 2016).

V enterocytech vytvari homogenni sité, a tak stabilizuje lipidovy raft. Lumen
tenkého stieva je diky tomu stabilngj$i a zvysuje se jeho funkénost. Uéastni se
také apikdlniho pfenosu transportnich vacku pres membranu enterocytt.
Projevuje se u néj i baktericidni aktivita proti bakteriim exprimujicim antigeny
krevnich skupin, jako naptiklad Escherichia coli. Gal-4 dale podporuje hojeni
poskozené epitelidlni bariéry ve stfevech a riistu axonti a myelinizaci neuronti

(Cao 2016).
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d) Galektin-8

Gal-8 se vyskytuje v rliznych tkénich, a to pifevazné v sekretované podobé
v ECM. Ovliviiuje mezibunécnou adhezi a migraci, rozvoj zdnétu a autofagii
(Cattaneo 2014).

Jeho nejvyznamnéjsi funkci je zprostiedkovani adheze krevnich desticek tim,
Ze stimuluje uvolnovani von Willebrandova faktoru. Déle se chova prozanétlive,
nebot indukuje produkci prozanétlivych cytokintt (Cattaneo 2014).
Cytoplazmaticky Gal-8 je schopen detekovat, Ze doSlo k napadeni bunky
bakterii. Rozpoznava totiz komplexni sacharidy bakteridlniho ptvodu uvnitf
buriky a nasledné omezi jejich proliferaci (Thurston 2012).

Nejnoveéjsi vyzkumy ukazuji, ze Gal-8 dokaze usnadnit imunitni odpoved
zprosttedkovanou T lymfocyty. Indukuje vazbu, internalizaci a vystaveni
rozpustnych antigenti na povrchu antigen prezentujicich bunék, které poté

rozeznavaji T lymfocyty (Prato 2020).

e) Galektin-9

Gal-9 se vyskytuje v kostech, svalech, v dychaci, travici, a mocové soustaveé i
v dalSich soustavach. Podle toho, ve které soustaveé a organu se nachazi se lisi
jeho funkce. MtiZeme ho nalézt intraceluldrné i extraceluldrné. Mezi jeho funkce
patfi transport glykoproteinti, mezibunécné interakce a interakce bunék s ECM
nebo prenos signali a diferenciace (John 2016).

Extracelularni Gal-9 se selektivné vaze na oligosacharidy a glykoproteiny
obsahujici galaktosu. Dochdzi pak k agregaci a vznikaji mistky mezi ECM
a bunikami. Intracelularni frakce se miize volné presouvat mezi cytoplazmou
ajadrem a diky tomu miize zprostfedkovavat vyvoj a rist bunék i imunologické
pochody a bunéénou smrt. Dokaze také agregovat rakovinné bunky, které tak

nemohou metastazovat (John 2016).
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3.2 Galektiny a rakovina

Kromeé své fyziologické funkce se galektiny projevuji také u rtiznych chorob,
zejména u rakoviny. Castym jevem je zde pozménéna glykosylace jak na povrchu
nadorové bunky, tak v ECM. Velka cast funkci, které jsou zprostiedkovany
galektiny, se mtize projevit jako patologicka, pokud se odehravaji v nevhodné
tkani nebo za nevhodnych podminek. To mtze podporovat riist nadorti

a progresi onemocnéni (Bartolazzi 2018).
3.2.1 Vliv na invazivitu

Zvysena hladina rtznych typt galektinti byla prokdazana u mnoha typt
rakovin (karcinomy plic, kolorektalni, prostaty, melanomy a dalsi). Velké
mnozstvi vyzkumii se dnes pfedevsim snazi odhalit mechanismy, jakymi
galektiny ovliviiuji nddorovad onemocnéni. Mechanismi je celd fada a jsou

¢astecné shrnuty na obrazku 9 (Mandika 2018).
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Obrazek 9 — Mechanismy, kterymi vybrané galektiny ovliviiuji rozvoj
rakoviny (Girotti 2020).
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a) Vliv galektinu-1
Zménéna hladina Gal-1 byla prokdzana u rakoviny déloZzniho ¢ipku, délohy,
vajecnikti, plic, kolorektalnitho karcinomu a dalSich. Zvysena hladina Gal-1
koreluje s rliznymi procesy rozvoje rakoviny, jako jsou agregace a tvorba nadoru,
Sifeni rakoviny metastdzemi, angiogeneze a bunécna smrt. Intracelularni Gal-1 se
pfi tom tcastni interakci protein-protein. Extracelularni Gal-1 umoziuje tvorbu
metastdz tim, Ze vazbou na glykoproteiny v ECM, jako je laminin a fibronektin,

pozméni procesy na bunécném povrchu (Cousin 2016).

e Homotypicka bunécna agregace

Gal-1 interaguje s glykokonjugaty na povrchu raznych bunék, ¢imz
zprostiedkovava homotypickou agregaci rakovinnych bunék. MitiZze se také
vazat na transmembranové proteiny, mezi které patfi muciny. Po navazani
Gal-1 se muciny na povrchu bunky zmensi a odkryji se tak dal$i vazebné

molekuly. Diky tomu dochazi k agregaci sousednich bunék (Cousin 2016).

e Bunécéna adheze na ECM

U bunék melanomu a ovaridlni rakoviny se Gal-1 miize vdzat na ECM
rakovinnych bunék pomoci lamininu, fibronektinu a dalsich glykoproteint. Tuto
adhezi ovliviiuji dva mechanismy. Gal-1 tvofeny rakovinnymi bunkami ma
prometastatické ucéinky. Naopak exogenni Gal-1 se uplatiiuje béhem antiadhezni
regulace. Exogenni Gal-1 se navaZe na volna vazebna mista v ECM, a blokuje tak
vazbu rakovinnych bunék. Gal-1 tedy ptisobi na migraci rakovinnych bunék

v téle a na jejich pfipadné zachyceni nebo uvolnéni (Cousin 2016).

e Migrace a invaze rakovinnych bunék

Zvysena produkce Gal-1 byla prokdzana jako znadmka miry invazivity u bunék
karcinomu prsu nebo glioblastomu. Gal-1 se ucastni migrace zmnoZenych
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rakovinnych bunék krevnim fecistém a zvySeni produkce proteolytickych

enzymu (Cousin 2016).

e Angiogeneze nadort

K angiogenezi tkani dochdazi prirozené béhem hojeni a ovulace. Naproti tomu
nadorem indukovana angiogeneze, napf. u bun€k rakoviny prostaty, plic nebo
tlustého stfeva, je patologicky proces, kde se zvysuje hladina Gal-1.
Mechanismus, jakym dochdzi kovlivnéni angiogeneze, zatim nebyl zcela
objasnén. Gal-1 pravdépodobné zprostredkovava migraci cévnich endotelialnich
bunék v ECM a poskytuje strukturalni podporu pro vznikajici sit budoucich cév

—viz obrazek 10 (Cousin 2016).
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Obrdzek 10 — Patologickd angiogeneze v nddorové tkani indukovand Gal-1
(Cousin 2016).

e Apoptdza T-lymfocyti.

Hlavnim divodem Spatné progndézy u pacientli se zvysSenou hladinou
galektinu-1 je schopnost nddoru unikat imunitni odpovédi. Sekretovany
galektin-1 indukuje apoptézu T lymfocytd tim, Ze shlukuje receptory CD45,
CD43 a CD7 do mikrodomén, které nasledné vytvoii homogenni signalni

komplexy, a tak podnécuji vlastni apoptdzu (Cousin 2016).
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b) Vliv galektinu-3

Zvysena hladina Gal-3 byla zjisténa u fady onkologickych onemocnéni, jako
naptiklad v bunkach rakoviny prsu, glioblastomu, chronické myeloidni
leukémie (CML), akutni myeloidni leukémie (AML) a dalSich. Nejvyraznéji
Gal-3 ovliviiuje proliferaci a metabolismus nadorti, apoptdézu a reguluje
imunosupresi. Z téchto dtivodu je jeho zvySena hladina spojena se zhorSenou
prognézou u CML a AML. Uéastni se také migrace a angiogeneze. Velkou roli
navic hraje umisténi Gal-3 v burice, protoze jaderny Gal-3 ma protinadorovy

ucinek, zatimco cytoplazmaticky ma pronadorovy tcinek (Guo 2020).

e Regulace imunosuprese

Gal-3 se podili na imunosupresi indukované nadorem. Réiznym zptisobem

ovliviiuje vrozenou i ziskanou imunitu (viz tabulka 1; Guo 2020).

Tabulka 1— Zpiisoby ovlivnéni imunity galektinem-3 (Guo 2020).

Vrozena imunita Ziskana imunita

Podpora akutniho zanétu Indukce apoptozy T lymfocyti
(extracelularni)

Zvysend migrace eozinofili Ochrana T lymfocytt pfed apoptdzou
(intracelularni)

Podpora transportu a degranulace Podpora Th2 odpovédi (extracelularni)

neutrofil

Inhibice produkce IL-12 Podpora Th1 odpovédi (intracelularni)

v dendritickych buinikach

Atypicka aktivace makrofagt Podpora diferenciace B lymfocyti

e Regulace proliferace a apoptdozy

Gal-3 reguluje funkci T lymfocytti nékolika mechanismy. Intracelularni Gal-3

inhibuje apoptézu T lymfocytth podporou proliferace a stimulaci T bunéénych
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receptord. Naopak extraceluldrni Gal-3 apoptézu stimuluje svou vazbou na

receptory CD45 a CD71 (Filipova 2020).

e Ovlivnéni metabolismu nadora

Gal-3 se vnékterych nadorech tucastni glykolyzy a mitochondrialniho
metabolismu. Diky tomu se nadory mohou pfizptisobit stresovému prostredi
s malym mnozstvim zivin a kysliku, ve kterém by jinak neprezily. Toho je
dosazeno pomoci Warburgova efektu, kdy rakovinné bunky vzdy preferuji
anaerobni glykolyzu, ktera je zde vyhodnéjsi. Déle také Gal-3 ovliviiuje signalni
kanaly, které se ucastni regulace metabolismu nadorti. V mitochondriich pak
pomaha udrzet homeostdzu a blokuje mitochondridlni apoptoticky kanal. Vliv
Gal-3 na signalni kanaly neni omezen pouze na metabolické cesty, ale projevuje

se i pfi buné¢né migraci a invazi (Guo 2020).

e Angiogeneze

Mechanismus, kterym Gal-3 ovliviiuje angiogenezi, je zaloZen na modifikaci
angiogeneze zprostiedkované vaskuldrnim endotelidlnim rdstovym faktorem
(VEGF). Na povrchu buriky se Gal-3 vaZe na receptor pro VEGF a zabranuje jeho

internalizaci, coZ vede k naslednému zvySeni angiogeneze (Funasaka 2014).

e Tvorba metastaz

Gal-3 zprostredkovava homotypickou agregaci rakovinnych bunék a zaroven
heterotypickou agregaci s burikami endotelu, diky ¢emuz se mtizou rakovinné
buriky snadno pohybovat krevnim fecistém. Umoznuje také vazbu na ECM,

takze se rakovinné buniky mohou uvolnit ze své primarni pozice (Funasaka 2014).
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¢) Vliv galektinu-4

Gal-4 je ve zvySené mife produkovan v nadorové tkani prsu, jater, vaje¢niki,
pankreatu, sinonazalniho adenokarcinomu a dal$ich. Naopak snizena hodnota
se objevuje vranych stadiich rakoviny tlustého stfeva. Gal-4 na rozdil od
ostatnich galektind zabranuje tvorbé metastaz. V rakovinnych burkach dale
zvysuje jejich schopnost vyvolat apoptdzu slizni¢nich T lymfocytdi, zde ale neni

jeho funkce zatim dostate¢né prozkoumana (Brinchmann 2018; Sundblad 2013).

e Inhibice tvorby metastaz

Gal-4 zvysuje bunécénou adhezi mezi rakovinnymi burikami. Buniky se tak
pevné shlukuji a sniZuje se pravdépodobnost jejich migrace a tvorby metastaz.
Proto je snizenda hladina Gal-4 nezadouci a bylo prokdzano, Ze zvysuje

nadorovou invazivitu (Belo 2013).

d) Vliv galektinu-8

U Gal-8 je patrna znacna organova specifita, ktera ovliviiuje, jak jeho
zménéna hladina ovlivni progndézu daného typu rakoviny. Zvysena hodnota
Gal-8 byla prokazana u pacientti s rakovinou prsu a stitné zlazy, zatimco snizena
hladina provazela rakovinu tlustého stfeva, jater nebo pankreatu. Gal-8 se
ucastni rakovinného riistu, adheze a tvorby metastdz. Podporuje zanétlivou

reakci, ktera dale poskozuje tkan (Zick 2022).

e Adheze a migrace

Sérovy Gal-8 interaguje s cévnim endotelem, ktery poté na svém povrchu
prezentuje vice adheznich molekul. Diky tomu se mohou migrujici rakovinné
buniky zachytit. Také indukuje produkci cytokinti v oblastech s nevyzralymi

burikami jako jsou napftiklad osteoblasty (Zick 2022).
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e Tvorba metastaz

Gal-8 zvysuje produkci cytokint a chemokint, které se ti¢astni metastatického
procesu. Kromé toho zvysuje adhezi a riist bunék a selektivni metastaticky

rozsev do citlivych tkani (Zick 2022).

e) Vliv galektinu-9

Role cytoplazmatického Gal-9 byla popsana u bunék rakoviny prsu a jater.
Jaderny Gal-9 se ucastni procestt v rakovinnych burikach tlustého stfeva,
monocytl, melanom a jater. Podili se na tiniku imunitni odpovédi, pozménuje
bunéény metabolismus, podporuje zanét a angiogenezi, ale mutize mit

i protirakovinny ucinek (John 2016).

e Transformace bunék

Je prokazana korelace mezi snizenou expresi Gal-9 a transformaci zdravych

bunék na maligni. Mechanismus zatim neni znam (John 2016).

e (dolavani imunitni destrukci

Hlavnim mechanismem, ktery Gal-9 vyuziva k ovlivnéni imunitni odpovédi,
je zména diferenciace imunitnich bunék. U vétSiny bunék exprese Gal-9 zvysuje
apoptozu, a tim nici rakovinné bunky (napf. u CML). U jinych bunék se Gal-9
naopak mtize vazat na bunécné receptory a spousti signalizaci, kterd apoptdzu
blokuje. Pomoci vazby na imunoglobulinovou a mucinovou doménu na povrchu
T lymfocytt mtize Gal-9 narusit imunitni odpovéd NK bunék. (Girotti 2019; John
2016)

e Adheze, migrace a invaze
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Gal-9 ma podobné jako Gal-4 primarné inhibi¢ni ticinek na tvorbu metastaz.
Podporuje agregaci rakovinnych bunék a zabranuje jejich migraci. Zaroven
blokuje jejich adhezi k endotelu cév. Narusuje také proces invaze, takze buniky
nejsou schopny se navazat k ECM. Béhem rakovinnych procest tedy vétSinou

pozorujeme snizenou hladinu Gal-9 (John 2016).

e Zména bunééného metabolismu

Gal-9 pozménuje priitbéh metabolismu v rakovinnych burikach a zpomaluje
v nich glykolyzu. To mtiZe vést az k tplné inhibici bunééné proliferace, jak bylo

pozorovano u bunék myeloidni leukémie (Girotti 2019).

3.2.2 Shrnuti a moznosti v budoucnosti

Pfes velké mnozZstvi zndmych mechanismi, kterymi galektiny ovliviiuji
progresi nddorovych onemocnéni, nejsou nase znalosti o jejich biologickych
ucincich jesté kompletni. Velkou roli hraje orgdnova a tkanova specificita,
ktera se u galektinti projevuje. Jeden galektin mtize mit téz razny ucinek
v zavislosti na tkdni, ve které se nachazi. Kromé toho je jejich aktivita
ovlivnéna i umisténim v burnce nebo ECM.

V soucasnosti se vyzkum zaméfuje pfedevSim na moznost vyuziti
galektinh pro moznosti imunoterapie. Aby byla imunoterapie co
nejucinnéjsi, je potfeba podrobné znat mechanismy, kterymi galektiny
ovliviiuji specifické bunécné linie. Schopnost rakovinnych bunék vyuzivat
rizné imunosupresivni mechanismy nam zatim brani galektiny zcela
zapojit do 1é¢by (Sundblad 2013).

Vyzkum se soustfedi hlavné na dva zptsoby, kterymi by bylo mozné
galektiny vyuzit. V potaz pfichazi vyuziti galektinti, které se podili na potlaceni
ristu nadorti nebo pouziti inhibitorti galektinti. Jako uspésna ukazka mtize

slouzit kyselina farnesylthiosalicylova, ktera zabranuje vazbé protoonkogenu
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Ras na bunécnou membranu. Protoonkogen tak neni aktivovan a nedochazi
k jeho transkripci a dalsi proliferaci (Sundblad 2013).

Kromé imunoterapie spociva dalsi vyuziti galektind v jejich pouziti jako
nadorovych markerti pro véasnou diagnézu. Stanoveni jejich sérové hladiny by

se také dalo vyuzit k uréeni prognézy onemocnéni (Labrie 2017).

29



4 METODIKA

4.1 Pristroje a material

Vzorky a materidly, které jsem pouzivala k ziskdni dat pro svou bakalatskou

praci, byly k dispozici v Mikrobiologickém ustavu AV CR, v. v. i. Veskera

experimentalni préce probihala na pfistrojich v tomto tstavu.

41.1

Pouzité piistroje
Centrifugy:

o Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

o Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Némecko)
Detekéni kamera G:BOX Chemi XRQ (Syngene, Velka Britanie)
Inkubacni box MCO-170AIC (PHCbi Holdings Corporation, Japonsko)
Laminarni box SafeFAST Premium, tfida II (Faster S.r.L., Italie)
Magneticka michacka s ohfevem Arex (Velp Scientifica S.r.1., Italie)
pH metr - pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR)
SDS-PAGE aparatura (Bio-Rad, USA)
Sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka
Britanie)
Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Japonsko)
Termomixér Comfort (Eppendorf, Némecko)
Trepacka/Kyvacka MR-1 (Biosan, Lotyssko)
Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)
Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)
Western blot aparatura (Bio-Rad, USA)
Zdroje napéti:

o EPS 601 (GE Healthcare / Amersham Pharmacia, USA)

o omniPac (Cleaver Scientific, Velka Britanie)

o PowerPac (Bio-Rad, USA)
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4.1.2

Pouzity material

0,02 mol/l TBS-Tween pH 8,0 (2,4 g Tris + 8 g NaCl + 1,0 ml Tween 20,
rozpusténo v 11 H:0)

12% separacni gel na SDS-PAGE (3,3 ml H20 + 4,0 ml 30% akrylamid + 2,5
ml Tris-HCI pH 8,8 + 0,01 ml 10% SDS + 0,01 ml 10% (NHa4)25:0s + 0,004 ml
TEMED)

5% zaostrovaci gel na SDS-PAGE (1,4 ml H20 + 0,33 ml 30% akrylamid +
0,25 ml 1,0 mol/l Tris-HCI pH 6,8 + 0,02 ml 10% SDS + 0,02 ml 10%
(NH4)25:0s + 0,002 ml TEMED)

Barvici roztok (0,5 g Coomasie Blue Brilliant, rozpusténo v 90 ml CHsOH
+18 ml CHsCOOH + 90 ml H20)

Bradfordovo cinidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad,
USA)

Dodecylsiran sodny — SDS (SERVA, USA)

Elektrodovy pufr (15,1 g Tris + 94 g glycin + 5 g 10% SDS, rozpusténo v
11 H:0)

Fosfatovy pufr (PBS) (8 g NaCl + 0,2 g KCl + 1,15 g Na2HPOs + 0,2 g
KH:POs, rozpusténo v 11 H20)

Lyzovaci pufr (0,16 g 0,01 mol/l NaH:PO: - 2H-0O + 0,36 g 0,01 mol/l
Na:HPOs - 12H20 + 0,80 g 0,15 mol/l NaCl + 1 g 1% deoxycholat sodny +
1 ml 1% Triton X-100 + 1 ml PMSF inhibitor proteaz (100x), rozpusténo ve
100 ml H,0)

Marker pro elektroforézu — Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards (Bio-Rad, USA)

Médium RPMI 1640 (10 % fetalni bovinni sérum + 1 % smeés antibiotik)
Nitrocelul6zova membrana, porozita 0,45 um (ThermoFisher Scientific,
USA)

Odtuénéné susené mléko (Nutri House, CR)
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o Odbarvovaci roztok (350 ml etanol, 550 ml H20, 100 ml kyselina octova)

o Protilatky:

o

Primarni protilatky:

Krali¢i monoklondlni protilatka proti Gal-1:

Galectin-1/LGALS1 (D608T) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology,
USA)

Krali¢i monoklonalni protilatka proti Gal-3:

Galectin-3/LGALS3 (D4I12R) XP® Rabbit mAb (Cell Signaling
Technology, USA)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti Gal-4:

Galectin 4 Antibody (PA5-95353) (ThermoFisher Scientific, USA)
Krali¢i monoklonalni protilatka proti Gal-8:

Galectin-8 Antibody (JB85-35) (Novus Biologicals, USA)

Krali¢i polyklondlni protilatka proti Gal-9:

Galectin 9 Antibody (PA5-50966) (ThermoFisher Scientific, USA)
Sekundarni protilatka znacend kfenovou peroxidazou (HRP):
Kozi polyklonalni protilatka proti krali¢i protilatce:

Goat anti-Rabbit IgG (H + L), HRP (31460) (ThermoFisher Scientific,
USA)

o Substrat SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity (Thermofisher,

USA)

o Transferovy pufr pH 9,2 (2,9 g glycin + 5,8 g Tris + 100 ml methanol,

rozpusténo v 11 H:0)

o Trypsin skyselinou ethylendiamintetraoctovou — EDTA 1:1 (roztoky

pfipraveny v Pfipravné médii a umyvarné skla, Ustav molekularni

genetiky AV CR, v.v.i.)

e Vzorkovy pufr 5x koncentrovany (250 mM Tris + 500 mM dithiotreitol

(DTT) +10% SDS + 0,5% bromfenolova modf + 50% glycerol)
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4.1.3 Bunécné linie

e MCEF7 - epitelie lidského karcinomu prsu, izolovany z 69leté Zeny bilé
rasy, adenokarcinom (Mikrobiologickému tstavu darovala doc. Ing. Jitka
Viktorova, Ph.D., VSCHT)

o SW620 - epitelie lidského kolorektalniho adenokarcinomu, stadium C dle
systému Duke, ziskané od 5lletého muze (darovala Mgr. Marcela Filipova,
Ph.D., Ustav Makromolekuldrni chemie AV (vZR, V.v.i.)

o DLD-1 - epitelie kolorektdlniho adenokarcinomu, stadium C dle systému
Duke (daroval prof. Ing. Peter Sebo, CSc., Mikrobiologicky tstav AV (VZR,
V.v.i.)

« A549 — epitelie plicniho karcinomu (daroval prof. Ing. Peter Sebo, CSc.,
Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i.)

4.2 Postupy

4.2.1 Kultivace bunék

Bunky byly kultivovany v Petriho miskach pro tkanové kultury. Jako zivné
médium bylo pouzito RPMI. Kultivace probihala v inkuba¢nim boxu pfi 37 °C,
5% COz2 a 95% vlhkosti, obrazek 11. Bunlky byly pribézné kontrolovany v

mikroskopu.
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Obrazek 11 — Inkubacni box MCO-170AIC pouzivany pro kultivaci (vlastni zdroj).

4.2.2 Pasazovani bunék

Pokud bylo pfi kontrole bunék zjisténo, ze je kultura jiz dostate¢né narostla
(70-80% konfluence — zapInéni dna Petriho misky), mohla byt nasledné rozdélena
do vice misek a ponechana dale kultivovat. Cely proces pasazovani opét probihal

v lamindrnim boxu, obrazek 12, s nasledujicim postupem:

a) Odsati zivného média;

b) Oplachnuti 4 ml PBS a nasledné odsati;

c) Pfidani 4 ml roztoku trypsinu s EDTA;

d) Inkubace v inkubaénim boxu 3-5 minut, kdy doslo k odstépeni bunék od
povrchu Petriho misky, coz bylo mozné ovéfit pouhym okem;

e) Pfidani 10 ml RPMI - zastaveni reakce trypsinu s EDTA obsaZenym sérem;

f) Propipetovani roztoku, aby doslo k jeho homogenizaci;

g) Rozdéleni bunécné suspenze po 4 ml do novych misek a pfidani 8 ml
RPMI;

h) Vréceni nové pripravenych Petriho misek do inkubaéniho boxu.
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Obrdzek 12 — Lamindrni box (vlastni zdroj).

4.2.3 Lyze bunék

Pred pouzitim bunék bylo potfeba je lyzovat, aby bylo mozné stanovit
pozadované galektiny. Lyze byla provadéna pii 100% konfluenci. Nejprve byly
burikky uvolnény z povrchu Petriho misky, coz probihalo stejné jako u

pasazovani. Postup je schematicky zachycen na obrazku 13:

—

— —

6.

Obrizek 13 - Schematické zmizorné;i.ljly’ze bunék. 1. Sklizeni buneék, 2.
Centrifugace, 3. Promyti PBS, 4. Odsdti PBS a pridani lyzovaciho pufru, 5. Sonikace,
6. Stoceni (vlastni zdroj).

Stoceni bunék probihalo 3 minuty pfi 150 x g a 4 °C. Nasledovalo 3x promyti
10 ml PBS, po kazdém promyti nasledovalo stoceni za stejnych podminek. Po
poslednim promyti byl pfidan 1 ml lyzovaciho pufru. Dale probéhla sonikace na
ledu 3 x 10 s, s pfestavkami 30 s. Vlastni lyze probihala pfes noc na kyvacce
v chladu. Nakonec byl roztok stocen (10 minut pfi 1000 x g), aby doslo

k odstranéni bunéénych zbytkti, a supernatant byl pouZit pro dalsi praci.
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4.2.4 Stanoveni koncentrace proteinu v bunécéném lyzatu

Aby bylo mozné provést denzitometrické porovnani mnozstvi galektinu

v rliznych bunéénych liniich, bylo nutné nejdfive stanovit koncentraci proteinu

v bunééném lyzatu. Méfeni koncentrace proteinu probihalo nasledujicim

zpuisobem:

a)
b)

f)

Homogenizace vzorku na vortexu;

Pripraveni zkumavek se 100 pl vzorku. Kazdy vzorek byl pfipraven
jako 2% a 5% roztok. Slepym vzorkem bylo 100 ul destilované vody,
obrazek 14;

Pridani 1 ml Bradfordova ¢inidla do kazdé zkumavky;

Inkubace 15 minut pfi laboratorni teploté ve tm¢;

Zméteni absorbance vzorku na spektrofotometru pti 595 nm proti slepému
vzorku;

Vypoéteni koncentrace bilkovin dle vzorce: cpot = Kssa - A - f.
kde Kssa je smérnice kalibraéni pfimky zavislosti absorbance na
koncentraci standardu hovéziho sérového albuminu (BSA), A je

absorbance a fje koeficient fedéni. Jednotkou Kzsa a cprt jsou mg/ml, A a f

jsou bezrozmérné veliciny.

AT Bk i S 5
Obrdzek 14 — Homogenizované lyzdty a pripravené zkumavky pro riizné
koncentrované vzorky (vlastni zdroj).
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4.2.,5 Elektroforéza

Pred vlastni elektroforézou bylo potfeba pripravit elektroforeticky gel. Po
sestaveni aparatury pro jeho vyrobu byl nejdfive napipetovan 12% separacni
polyakrylamidovy gel mezi skla uchycend v aparatufe a byl prevrstven
destilovanou vodou. Po jeho ztuhnuti byla voda odsata filtra¢nim papirem a byl
napipetovan 5% zaostfovaci gel, do kterého byl vloZen hiebinek s deseti

jamkami, a byl nechan ztuhnout (obrazek 15).

Obrazek 15 — Ptiprava polyakrylamidového gelu (vlastni zdroj).

Nasledovala pfiprava vzorkii pro elektroforézu: vzorky byly smichany se
vzorkovym pufrem vpoméru 1:5. Vzorky byly inkubovdany 5 minut
v termomixéru pii 99 °C. Béhem inkubace doslo vysokou teplotou a vazbou SDS
k denaturaci proteinti, diky tomu se vzorky vgelu mohly pohybovat
rovnomerné a byt rozdé€leny jen na zakladé své velikosti. VSechny proteiny také

po vazbé s SDS ziskaly zaporny naboj, ¢cimz byla umoznéna migrace k anodé.
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Byla sestavena elektroforeticka aparatura s vloZenym gelem, kam bylo nalito
priblizné 400 ml elektrodového pufru. Na gel v takto pfipravené aparatufe uz
bylo mozné nanést vzorky a zahdjit elektroforézu pfi konstantnim napéti 130 V,

ktera byla ukoncena, kdyz se celo ptiblizilo ke konci gelu, obrazek 16.

._: resa : D e -y "G o .2 - e
Obrdzek 16 — Elektroforéza pred ukoncenim s viditelnym markerem vlevo a
vzorky pribliZenymi ke konci gelu (vlastni zdroj).

4.2.6 Barveni pomoci Coomassie blue

Barvivo Coomassie blue se v kyselém prostredi vaze pfedevsim na bazické
aminokyseliny. Elektroforeticky rozdélené proteiny byly obarveny, aby byla
ovéfena ucinnost procesu lyze bunék. Byly porovnany vzorky, které byly
lyzovany postupem dle 4.2.3 a vzorek, ktery byl lyzovan pfimo ve vzorkovacim
pufru.

Ziskany elektroforeticky gel s rozdélenymi proteiny byl pfenesen do Petriho
misky, kde byl 10 minut barven v Coomassie blue. Néasledné byl 30 minut
odbarvovan odbarvovacim roztokem na kyvacce. Obarveny gel byl uchovavan

v 1% roztoku kyseliny octové v destilované vodeé.
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4.2.7 Western blot

Béhem metody Western blot dochazelo k pfenosu vzorkti, rozdélenych béhem
elektroforézy, na nitrocelul6zovou membranu, kde mohly byt poté detekovany
specifickymi protilatkami.

Elektroforeticky gel byl po vyjmuti z aparatury promyt v transferovém pufru.
Promyty gel byl pouZit pro sestaveni sendvice Western blotu, ktery se skladal z

nasledujicich ¢asti (od katody k anodé):

e Porézni podlozka;
e Filtra¢ni papir;
o Gel;
e Membrana;
e Filtra¢ni papir;
e Porézni podlozka.
Takto sestaveny sendvi¢ byl vloZzen do aparatury, ve které bylo vlozené

michadlo a kam byl nalit 1 1 transferového pufru. Western blot probihal na ledu

na michacce 2 hodiny pfi konstantnim napéti 100 V, obrazek 17.

Obrazek 17 — Probihajici Western blot na ledu (vlastni zdroj).
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4.2.8 Imunodetekce

Po ukonceni Western blotu byla membrana vyjmuta, nastithana na
pozadované tiseky a promyta v roztoku TBS-Tween.

Nasledné byla membrana nasycena 10% roztokem odtu¢néného mléka v TBS-
Tween 2 hodiny na kyvacce. Po promyti byla membrana inkubovana s roztokem
primarni protilatky proti poZadovanému galektinu v 5% roztoku odtuénéného
mléka v TBS-Tween pres noc na kyvacce v chladu.

Po promyti roztokem TBS-Tween, vzdy 3 x 10 minut na kyvacce, mohla byt
membrana inkubovana se sekundarni protilatkou v 5% roztoku odtucnéného
mléka v TBS-Tween 1 hodinu na kyvacce. Tato protilatka byla znacena kfenovou
peroxidazou. Poté byla membrana naposled promyta roztokem TBS-Tween 3 x
10 minut na kyvacce, a byl pfiddn komer¢ni substrat, ktery byl smichdn v poméru

1:1. Vlastni detekce byla provadéna chemiluminiscenc¢né kamerou.

4.2.9 Denzitometrické porovnani obsahu galektinu

Pokud byly na gel nanaseny vzorky se stejnym obsahem proteinu, mohlo byt
nasledné provedeno denzitometrické porovnani obsahu galektinu v rtznych
bunécénych liniich. Toto porovnéni bylo provedeno pomoci programu Image] pro
Gal-3 v linii SW620 a DLD-1.

Nejprve byl snimek gelu, ktery byl ziskan pfi chemiluminiscencni detekci,
vlozen do programu Image]. Nasledné byla vybrana oblast prvniho prouzku
stiskem klaves Ctrl + 1. Poté byl shodny obdélnik pfetazen na druhy prouzek a
fixovan stiskem kldves Ctrl + 2. Ukonceni oznacovani oblasti pro denzitometrii
bylo provedeno stiskem klaves Ctrl + 3.

Objevilo se okno s histogramy, které vyobrazovaly mnoZzstvi barevnych bodt
v kazdém obdélniku. Po stisknuti nastroje line bylo mozné vyznadcit okraje

histogramti, aby se eliminoval Sum pozadi. Poslednim krokem bylo stisknuti
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nastroje magic wand a kliknuti do vzniklych ploch pod histogramy, tim doslo ke

spocteni velikosti téchto ploch a ty mohly byt nasledné porovnany, obrazek 18.
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Obrazek 18 — Denzitometrické porovndni — jednotlivé kroky porovndni. Vlevo jsou
vidét oznacené prouzky - obdélnik 1 linie SW620 a obdélnik 2 linie DLD-1. Uprostied
jsou zndzornény histogramy a vpravo je okno se spocitanymi plochami histogramii

(vlastni zdroj).
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér a priprava bunécénych linii

Pro tuto bakalafskou praci byly vybrany linie MCF7, SW620, DLD-1 a A549,
protoze jsou to ve vSech pripadech epitelialni buriky a mtizeme tedy sledovat, jak
se 1isi vyskyt galektint na zakladé organové specifity. Také mohlo byt nasledné
porovnano, zda vyskyt galektinti v danych liniich odpovida literatufte.

Dle literatury by linie MCF7 méla exprimovat Gal-1, -3, -8 a -9, které byly jiz
diive stanoveny pomoci metody ELISA s protilatkami, metodou Western blot,
qPCR, imunohistochemicky a imunoprecipitacné (Geiger 2016; Lin 2015; Satelli
2008; Yasinska 2019). U linie SW620 by mél byt pfitomen Gal-1, 3-, 4- a -8, jiz dfive
stanoven metodou Western blot a qPCR (Lahm 2001). Linie DLD-1 dle literatury
exprimuje Gal-1, -3, -8 a -9, jiz dfive stanoven metodou Western blot a qPCR
(Lahm 2001). A u linie A549 by mély byt pfitomny Gal-1, -3, -8 a -9, které byly
metodou Western blot (Chung 2015; Dalotto-Moreno 2013; Meinohl 2020; Yang
2021). ProtoZe ve vSech téchto liniich byl dle literatury ocekdvan vyskyt vétsiny
galektint studovanych v této praci, byly tyto linie vhodné pro detekci téchto
galektinti metodou Western blot s naslednou imunodetekci.

Linie MCF7 je pro nas zajimava, protoze si tyto bunky ponechavaji rysy
charakteristické pro zdravy prsni epitel. Pokud rostou in vitro v jedné vrstveé tak
se sféricky vyklenuji, protoze se mezi nimi a dnem Petriho misky akumuluje
tekutina. Také je zde silnd mezibunécnd adheze (ECACC 2020). Burniky linie
SW620 jsou kulovité a podobné fibroblastiim, pravdépodobné prodélaly epitelo-
mezenchymalni tranzici typickou pro rakovinné bunky (Maamer-Azzabi, 2013).
Linie DLD-1 si ponechdva epitelidlni charakter a bunky jsou dlazdicovité
(Tanaka 2016). Buniky linie A549 jsou dlazdicovité a in vitro rostou v jedné vrstvé

(Townsend 2017). Jednotlivé bunécné kultury jsou zobrazeny na obrazku 19.
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Obrdzek 19 — Bunécné kultury (A) linie MCF7; (B) linie SW620; (C) linie DLD-1;
(D) linie A549 (Aarbiou 2002; Arun 2017, ECACC 2020; Ji 2013).

Pouzivané linie byly po rozmraZeni kultivovany v Petriho miskach
v termoboxu. Rtst bunék byl kontrolovéan po tiech dnech od naneseni a poté bylo
podle rychlosti rastu odhadnuto, jak casto budou nasledovat dalsi kontroly,
dokud nebylo dosaZeno 70-80% konfluence. Rychlost riistu nebyla vZdy stejna
ani u téze linie, bylo tedy vzdy tfeba se priibézné ridit stavem jednotlivych
kultur. Diivodem rtizné rychlosti rastu kultur bylo jejich stafi (kolikrat jiz byla
kultura pasadzovéna), rizné mnozstvi média v Petriho misce nebo pasaZovanych
bunék.

Po dosazeni pozadované hustoty bunék na dné Petriho misky byly kultury
pasazovany a rozdélené vzorky byly ponechany dale kultivovat, dokud nebylo
ziskano dostate¢né mnozstvi vzorkt pro dalsi zpracovani. Nejvhodné&jsi byly
vzorky s obsahem 10-20 milionti bunék. Takto vypéstované buiiky byly nasledné
sklizeny a lyzovany, aby vznikl homogenni vzorek a uvolnil se vSechen protein

véetné ndmi sledovaného galektinu.
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V lyzovanych roztocich byl zméfen obsah proteinu metodou dle Bradforda.
Jde o spektrofotometrické stanoveni pomoci kalibrovaného ¢inidla, kdy se pro
kazdy vzorek zméfily roztoky o rtizné koncentraci a znich byla nasledné
spocitana koncentrace proteinu porovnanim s kalibra¢ni kfivkou. Méfeni bylo
provedeno, aby byly nanaseny vzorky se srovnatelnym obsahem proteinu a bylo

tedy mozZno orientac¢né srovnat, v jaké bunécné linii je galektin vice zastoupen.

5.1.1 Oveéfeni ucinnosti lyze

Pro linie SW620, DLD-1 a MCF byla ovéfena tcinnost lyze pomoci barveni
Coomassie blue. U linie A549 nebylo barveni Coomassie blue provedeno
z dtivodu malého mnozstvi vzorku.

Na obarveném SDS-PAGE gelu je dobre patrné mnoho bunéénych proteinti
(viz obrazek 20-A) a ziskany gel odpovida tomu, jak by mél celobunécny lyzat
vypadat dle literatury (Hong 2016). Lyze neiontovym detergen¢nim ¢inidlem, a
naslednd separace byla tedy zvolena pro dalsi detekci jednotlivych galektinti.
Naproti tomu burniky, které byly lyzovany pfimo ve vzorkovacim pufru — SW620
SDS (A - linie ¢.4) — tvofily na gelu Smouhu a tento zptisob lyze tedy nebyl
pouzivan. Lyze ve vzorkovacim pufru probihd pomoci iontového detergenéniho
¢inidla SDS, které je velmi silné a mtize poskodit strukturu bilkovin.

Pripravené lyzaty byly déale zpracovany metodou Western blot, aby bylo
zjisténo, zda jsou vhodné pro vlastni detekci galektint. Byla provedena
chemiluminiscencni detekce Gal-3 (viz obr. 20-B). Jak je patrné z obrazku,
v lyzatech vSech linii je Gal-3 detekovatelny. Tim bylo potvrzeno, Ze lyze
mirn€j$im neiontovym detergencnim cinidlem je pro zaméry prace vhodna a

byla déle pouzivana.
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Obrdzek 20 Gel SDS-PAGE obarveny Coomassie blue se vSemi proteiny (A) a
Gal-3 (B) vizualizovanyj chemiluminiscencné. (A) 1- Marker; 2- linie DLD-2; 3- linie
SW620; 4- linie SW620 lyzovand ve vzorkovacim pufru; 5- linie MCF7 (B) 1- Marker;
2- Gal-3 v linii DLD-1, dvojndsobnd koncentrace proteinii; 3- Gal-3 v linii DLD-1; 4-
Gal-3 v linii SW620; 5- Gal-3 v linii MCF7 (vlastni zdroj).

5.2 Analyza galektinii v lyzatech bunék nadorovych linii

Zpracované vzorky bunécnych linii byly pfed nanesenim do jamek
denaturovany vzorkovym pufrem a nasledné byly elektroforeticky rozdéleny na
zakladé velikosti a castecné tvaru molekul. Ziskany gel SDS-PAGE byl dale
pouzit pro Western blot.

Béhem Western blotu byly proteiny separované na gelu pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu. Ta byla nasledné nastfihana na pozadované céasti
pro jednotlivé galektiny, které byly pouzity k vlastni imunodetekci specifickymi
protilatkami.

Pro imunodetekci byl pouzit systém primdrni a sekunddrni protilatky.
Primarni krdli¢i protilatka oznacila poZadovany galektin; u Gal-1, -3 a -8 se

jednalo o monoklonalni protilatky. Pro Gal-4 a -9 byly krali¢i primarni protilatky
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polyklondlni. Jako sekundarni protilatka byla pouzita kozi polyklondlni
protildtka, kterd byla totoznd proti vSem pouzitym primarnim krali¢im
protilatkdm — Goat anti-Rabbit IgG (H + L), HRP (31460). Sekundarni protilatka
byla enzymaticky znacena (konjugovana s kifenovou peroxidazou, horseradish
peroxidase (HRP)) a po pfidani substratu mohlo dojit k chemiluminiscenci

a nasledné detekci vzniklych fotonti kamerou.

5.2.1 Galektin-1

Gal-1 (14 kDa) byl imunochemicky detekovan ve vsech analyzovanych
nadorovych bunéénych liniich (linie MCF7, DLD-1, S620 a A549), viz obrazek 21.
U linie MCF-7 byl pravdépodobné drobny problém se strukturni

homogenitou gelu, ktery zptisobil, Ze prouzek Gal-1 je uzsi nez u ostatnich linii.
A B C

Gal-1 G pa— &
(14 kDa)

1 2

Obrazek 21 — Imunodetekce Gal-1. Gal-1 byl prokdzdn ve vSech analyzovanych
liniich pomoct kralici monoklonalni protilatky (Galectin-1/LGALS1 (D608T) Rabbit mAb
(Cell Signaling Technology, USA)). (A) 1- linie SW620; 2- linie DLD-1; (B) linie A549;
(O) linie MCF7 (vlastni zdroj).

5.2.2 Galektin-3

Gal-3 (28 kDa) byl imunochemicky prokazan ve vSech analyzovanych
bunécnych liniich (linie MCF7, DLD-1, S620 a A549, viz obr. 22). U linii SW620
a DLD-1 byly naneseny vzorky o identickém obsahu 20 ug proteinu a mohlo byt
nasledné provedeno i denzitometrické porovnani (viz Kapitola 5.4). U linie
MCEF7 musela byt nastavena delsi expozice, aby bylo mozné Gal-3 detekovat,

aje zde tedy patrny sum pozadi. Kvtili slabému signalu byl prodlouzen detekcni
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¢as na tfi minuty a béhem dlouhého ¢asového useku dochazi kromé zesileni
pozadovaného signdlu také k zesileni nespecifického signalu pozadi, ktery se

poté projevi jako Sum. Ziskané snimky gelii jsou na obrazku 22.

A B C

Gal-3
(28 kDa) | -— - [rpem—

1 2

Obrazek 22 — Imunodetekce Gal-3. Gal-3 byl prokdzin ve vsech analyzovanych
liniich pomoci kralici monoklondlni protilatky (Galectin-3/LGALS3 (D412R) XP® Rabbit
mAb (Cell Signaling Technology, USA));, (A) 1- linie DLD-1; 2- linie SW620;
(B) linie A549; (C) linie MCF7 (vlastni zdroj).

5.2.3 Galektin-4

Na rozdil od Gal-1 a Gal-3 nebyla pfitomnost Gal-4 (tandemovy 36kDa,
monomerni 21 kDa) potvrzena ve vsech ctyfech studovanych bunéénych liniich.
Imunodetekci se ho podafilo prokazat v liniich DLD-1, SW620 a A549, zatimco u
linie MCF7 nebyl detekovan (obrazek 23). Je patrné, Ze v linii SW620 a A549 se
Gal-4 vyskytoval v monomerni formé i v dimerni formé. Nativné se Gal-4
vyskuje v tandemové formé (36 kDa). Vyskyt monomerti byl pravdépodobné
zplisoben pfipravou vzorku v redukujicim prostfedi, coZ mélo za nasledek

odstépeni jedné CRD (~15 kDa).

A B
g%lfna) L -
gﬁl'fna) N e —
1 2 1 2

Obrazek 23 — Imunodetekce Gal-4. Gal-4 byl prokdzdn v liniich DLD-1, SW620 a
A549 pomoci kralici polyklondlni protildtky (Galectin 4 Antibody (PA5-95353)
(ThermoFisher Scientific, USA)) (A) 1- linie DLD-1; 2- SW620; (B) 1- linie MCF7;
2-linie A549. (vlastni zdroj).
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5.2.4 Galektin-8

Prouzek odpovidajici velikosti Gal-8 (tandem 35 kDa, monomer 20 kDa) byl
imunochemicky zjistovan ve vsech sledovanych bunécnych liniich, ale prokdzan
byl pouze u linii DLD-1, SW-620 a A549, obrdzek 24. V tomto piipadé neni
zobrazeni pfili$ kvalitni. BéEhem detekce byl pouzivan euroobal, aby membrana
nevyschla, ale po jeho otevieni a opétovném uzavieni doslo ke sniZzeni
chemiluminiscence z d@ivodu posunu substratu uvnitf folie, a tim padem se pfi
detekci signdlu projevil vice Sum/nespecificky signal pozadi. Pfi dalSich
detekcich byl Sum odstranén eliminaci manipulace s f6lii. V téchto liniich byl Gal-
8 detekovan v bivalentni formé, u DLD-1 bylo patrné, Ze se zde Gal-8 vyskytuje
i v monomerni formé. Z dtivodu horsi kvality zobrazeni a vzniklého Sumu se u
linie MCF7 Gal-8 prokazat nepodafilo, prouzek byl pravdépodobné
zamaskovan. Gal-8 se nativné vyskytuje vtandemové formé (35 kDa),
v redukujicim prostfedi pravdépodobné doslo k odstépeni jedné CRD (~15 kDa)

a vzniku monomeru Gal-8 (20 kDa).

Gal-8
(35 kDa) o <
Gal-8
(20 kDa)
1 2 3 4

Obrazek 24 — Imunodetekce Gal-8. Gal-8 byl prokizin v liniich DLD-1, SW620
a A549 pomoci krali¢i monoklonalni protildatky (Galectin-8 Antibody (JB85-35) (Novus
Biologicals, USA)) 1- linie MCF7; 2-linie DLD-1; 3- linie SW620; 4- linie A549 (vlastni
zdroj).

5.2.5 Galektin-9

Prouzek odpovidajici velikosti Gal-9 (tandemovy 36kDa, bivalentni 72 kDa)
byl imunochemicky zjistovan v liniich SW620, DLD-1 a A549. Prokazan byl
v liniich DLD-1 a A549. V linii SW620 se ho prokazat nepodafilo, obrazek 25.
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Stejné jako u Gal-8 zde bohuZel vznikl vlivem euroobalu svételny Sum, ktery
komplikoval vizualizaci. Gal-9 se nativné vyskytuje v tandemové formé (36 kDa),
ale muze tvorit i bivalent tandemu (72 kDa). U linie A549 byl pravdépodobné
drobny strukturni problém v gelu, ktery zpusobil, Ze prouzek bivalentni formy

Gal-9 je o néco vyse nez u linie DLD-1.

Gal-9
(72 kDa)

Gal-9
(36 kDa)

1 2 3
Obrazek 25 — Imunodetekce Gal-9. Gal-9 byl detekovin pomoct kralici polyklonalni
protilatky (Galectin 9 Antibody (PA5-50966) (ThermoFisher Scientific, USA)) 1- linie
DLD-1; 2- linie SW620; 3- linie A549 (vlastni zdroj).

5.3 Souhrn vysledki

Ve vsech nadorovych bunécnych liniich (linie MCF7, SW620,DLD-1 a A549)
epitelidlniho ptivodu se podarilo prokazat nékolik galektinti. Byla zjisStovana
pritomnost Gal-1, -3, -4, -8, a -9.

Gal-1 (14 kDa) je prototypicky a jeho pfitomnost byla imunochemicky
zjisfovana u vSech bunécnych nddorovych linii. Také chimericky Gal-3 (28 kDa)
byl imunochemicky zjistovan u vSech bunéénych nadorovych linii. Oba Gal-1
i -3 se ve vsSech liniich podafilo prokazat. Ve vSech bunéénych liniich byl
imunochemicky zjiStovan také tandemovy Gal-4 (tandemovy 36 kDa,
monomerni 21 kDa), ten byl nasledné prokdzan v liniich SW620, DLD-1 a A549,
vlinii MCF7 se ho prokdzat nepodafilo. Pfitomnost tandemového Gal-8

(tandemovy 35 kDa, monomerni 20 kDa) byla také imunochemicky zjistovana ve

49



vSech bunécnych liniich, ale nebyl prokazan v linii MCF7; prouzek odpovidajici
Gal-8 byl pravdépodobné pouze zamaskovan zhorSenou kvalitou zobrazeni.
Gal-8 byl tedy prokazan v liniich SW620, DLD-1 a A549. Pro tandemovy Gal-9
(tandemovy 36kDa, bivalentni 72 kDa) probéhla imunochemicka analyza
v liniich SW620, DLD-1 a A549; pro linii MCF7 nebyla jeho pritomnost
z casovych dtvoda zjisStovana. Prokazat Gal-9 se podafilo pro linii DLD-1
a A549.

V tabulce 2 je shrnuto, jaké galektiny byly studovany, u kterych bunéénych
linii a jaké se podafilo prokazat. Zelen€ jsou oznaceny galektiny, které se podarilo
imunochemicky prokazat, oranZové jsou oznaceny galektiny, které
imunodetekci prokdzany nebyly a vjednom piipadé (oznacen Sedé) nebyla
analyza z casovych diivodt provedena.

Tabulka 2 — Galektiny detekované u jednotlivych bunécnych linii.

MCEF7 SW620 DLD-1 A549
Galektin-1 prokéazan prokéazan prokéazan prokézan
Galektin-3 prokézan prokéazan prokéazan prokéazan
Galektin-4 neprokazan prokéazan prokéazan prokéazan
Galektin-8 neprokazan prokéazan prokéazan prokéazan
Galektin-9 nezjistovan neprokazan prokéazan prokéazan
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5.4 Denzitometrické porovnani

Denzitometrické porovnani obsahu galektinti bylo provedeno pro Gal-3 u linii
SW620 a DLD-1, kde byly oba vzorky lyzatu byly naneseny na stejny gel
a obsahovaly presné stejné mnozstvi proteinu, 20 pg. U ostatnich vzorkt nebylo
mozné porovndni provést, protoze bud nebyla dostatecna kvalita ziskanych
snimk@i nebo nebylo moZno provést detekci chemiluminiscencni reakce se
stejnou ¢asovou expozici.

Snimek imunoblotu byl vloZen do programu na denzitometrické zpracovani —
Image]. Po oznaceni oblasti prouzku jednotlivych linii byly generovany kfivky
znazornujici intenzitu barvy proti pozadi. Denzitometrické profily mély rtazné
velkou vysku a plochu, podle mnoZstvi obsazeného galektinu.

Porovnanim ziskanych hodnot, tabulka 3, bylo zjisténo, Ze Gal-3 je v linii
DLD-1 obsazeno pfiblizné 4krat vice nez v linii SW620.

Tabulka 3 — Denzitometrické porovndni obsahu Gal-3 v bunécnych liniich SW620

a DLD-1.
Bunéénd linie Velikost plochy Pomeéry ploch
denzitometrického
profilu [pixely]
SW620 3 825,882 1,0
DLD-1 15 846,187 4,14
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6 DISKUZE

Galektiny jsou proteiny, které se vyskytuji ve velkém mnoZstvi organismi
vcetné clovéka. Zastavaji mnoho fyziologickych funkci, které se lisi dle organové
specifity i bunééné kompartmentalizace. Mezi jejich funkce patii zprostredko-
vani rozpoznavani a efektorovych funkci vrozené imunity, mezibunécnych
interakci nebo podpora sestfihu pre-mRNA (Sedlar 2021; Vasta 2012).

Kromé téchto fyziologickych funkci se nékteré galektiny podili i na
patologickych procesech, zejména béhem rozvoje nadorovych onemocnéni.
Mechanismi, kterymi galektiny ovliviiuji rozvoj onemocnéni, je celd fada a mezi
Nékteré galektiny vSak mohou rozvoj rakovinného bujeni v zavislosti na své
koncentraci a lokalizaci i potlacovat (John 2016; Zick 2022). Cela tato
problematika je velice komplexni a zéasti neprozkoumana. Proto jsou jakékoliv
experimentalni tidaje v tomto sméru vyzkumu pfinosem pro soucasné védéni.

Detekce Gal-1, -3, -4, -8 a -9 ve vybranych buné¢nych nadorovych liniich byla
provadéna za tcelem zjisténi jejich vyskytu v téchto liniich a posouzeni jejich
pripadné role v téchto burikach a jejich pfipadného vlivu na rozvoj nadorového
onemocnéni. Tyto poznatky by mohly byt v budoucnu pouzity pro cilenou
terapii nebo pro diagnostické ticely (Labrie 2017; Sundblad 2013).

V této praci byla pouzita metoda Western blot s imunochemickou detekci.
Tato metoda je pomérné casové naro¢nd, protoze béhem imunodetekce jsou
dlouhé inkubacni doby. Metodou Western blot lze zpracovat mensi panel
vzorkt, ale je méné ndrocnd na laboratorni vybaveni. Metoda qPCR, pfi které
dochdzi kizolaci, purifikaci a nasledné amplifikaci specifického tuseku DNA
vzorku, ma naopak vyhodu v pouziti mensitho mnozstvi primarniho templatu
a je kvantativni, takze rovnou zjistime mnozstvi obsazeného galektinu. Metoda
Western blot je pouze semikvantitativni a musi byt spojena s dalsi metodou,

napf. denzitometrie, aby bylo mozZné obsah galektinu stanovit (Edvardsson
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2016). Pomoci metody Western blot ani qPCR nezjistime, zda maji pfitomné
galektiny zachovanou lektinovou aktivitu a jsou tedy funkéni. Pro toto zjisténi
muZe byt pouzita metoda ELISA se sacharidovymi ligandy (Wolfenden 2015).
Dalsi metodou, ktera mtize byt pouzita pro detekci galektinti a dokaze rozlisit
zivé a mrtvé bunky dle porovnani boéniho a pfimého rozptylu je pritokova
cytometrie. Pfi ni jsou bunky roztfidény na zakladé fluorescenéni znacky,
obvykle protilatky, kterou je oznacen studovany protein (Bi 2008). Mezi bézné
pouzivané metody pro detekci galektinti patti také protilatkova ELISA (Perugino
2019). Pomoci ni 1ze stanovit pfitomnost galektinu, a podobné jako u Western
blotu 1ze poté denzitometricky stanovit jeho obsah.

U bunécné linie karcinomu prsu MCF7 byl prokazan pouze Gal-1 a -3. Tento
téchto galektinti v linii MCF7 potvrzuji. Gal-1 byl dfive prokdzdn pomoci metody
ELISA s protilatkami a Gal-3 byl prokdazan metodou Western blot. Gal-11i -3 byly
v této praci vtéto linii prokdzany. Oba tyto galektiny zvysSuji adhezivitu
rakovinnych buné€k k burikdm endotelu cév. V jiném vyzkumu se podafilo v této
linii prokédzat i Gal-8 metodou Western blot, Gal-4 ale prokdzan nebyl.
Neprokazani Gal-8 mohlo byt zptisobeno nevhodnou manipulaci s euroobalem
béhem detekce. Tim vznikl svételny Sum, ktery pravdépodobné prouzek
odpovidajici Gal-8 v tomto vzorku pouze zamaskoval (Satelli 2008).

V bunécné linii kolorektalniho karcinomu SW620 byly prokazany Gal-1, -3, -4
i -8. Byly tak potvrzeny informace z literatury, kdy byly tyto galektiny jiz dfive
prokdzany pomoci metod Western blot a qPCR, kdy vSak nebyly porovnavany
hladiny exprimovanych galektinti (Lahm 2001). Gal-1 vyvolava apoptdézu T
lymfocyti a podpor tvorby metastdz. Gal-3 se prokazatelné ucastni
posttranskripcnich tprav pre-mRNA a zvySuje invazivitu bunék SW620. Vliv
Gal-4 neni u této linie zcela objasnén a Gal-8 ovliviiuje adhezi bunék k endotelu

plicnich cév (Lu 2017; Reham 2010; Zhang 2020)
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Bunécnd linie kolorektalniho karcinomu DLD-1 obsahovala dle ziskanych
vysledka vSechny galektiny. VSechny kromé Gal-4 uz byly také diive popsany
metodou Western blot a qPCR v jinych studiich spolecné se svym mechanismem
ucinku (Lahm 2001). Gal-3 usnadnuje bunécnou migraci bunék DLD-1. Gal-9 ma
naopak cytotoxicky ucinek na burky kolorektdlniho karcinomu DLD-1 a pfi
rozvoji rakovinného bujeni je tvorba Gal-9 sniZzend, malé mnozstvi Gal-9 vSak
presto v burikdch pretrvava (Bacigalupo 2017; Weinmann 2018; Wiersma 2015;
Wu 2018).

Denzitometricky bylo zjisténo, Ze linie DLD-1 obsahuje pfiblizné 4krat vice
Gal-3 nez linie SW620. Toto zjisténi je v souladu s literaturou, protoZe v linii
DLD-1 je méné exprimovana mikroRNA-451, ktera reguluje expresi gent pro
Gal-3. Cim vice je mikroRNA-451 exprimovana, tim méné se Gal-3 tvoti a naopak
(Li 2018).

Posledni bunéc¢na linie plicniho karcinomu A549 dle ziskanych vysledkti také
obsahovala vSechny galektiny. Stejné jako u DLD-1 byly pro linii A549 popsany
vSechny zkoumané galektiny kromé Gal-4 pomoci imunohistochemické
a imunoprecipitacni metody a metodou Western blot. Gal-1 zvySuje rezistenci
bunék proti chemoterapii a podnécuje zanétlivou reakci Th2, ktera dale
podporuje rozvoj nadoru. Gal-3 podporuje tvorbu nadorovych kmenovych
bunék. Gal-8 poskytuje integrinem zprostfedkovanou signalizaci a usnadnuje
naslednou migraci rakovinnych bunék. Gal-9 indukuje bunécnou smrt
zprostfedkovanou T lymfocyty a buriky A549 ho tedy produkuji jen ve snizeném
mnozstvi. (Chung 2015; Dalotto-Moreno 2013; Meinohl 2020; Yang 2021; Zhang
2016).

Porovnanim téchto informaci mtizeme usuzovat, Ze vliv na prognézu rozvoje
nadorového onemocnéni mad, jaky galektin dand nadorova bunécna linie
exprimuje. Pokud se jednd o Gal-1, -3, -4 nebo -8, je prognoza horsi, jelikoz tyto

galektiny podporuji rozvoj nddorového onemocnéni. Oproti tomu vyskyt Gal-9

54



prognézu zlepsuje, protoze Gal-9 md primdrné protinddorové vlastnosti, jeho
hladina se vSak ¢asto béhem nadorovych onemocnéni snizuje, a nemtize se tak
plné ucastnit obrany organismu. Dalsi moznosti vyuziti galektinti je stanoveni
jejich sérové hladiny, které by mohlo byt v budoucnu vyuzito pro c¢asnou

diagnozu.
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7 ZAVER

V této praci byly charakterizovany vybrané nadorové bunécné linie MCF7,
SW620, DLD-1 a A549, z hlediska vyskytu péti galektinti — Gal-1, -3, -4, -8 a -9.

Bylo zjisténo, ze linie MCF7 obsahuje Gal-1 a -3. U linie SW620 byl prokazan
Gal-1, -3, -4 a -8. A v liniich DLD-1 a A549 byly zastoupeny vSechny zkoumané
galektiny-1, -3, -4, -8 1 -9.

Vyskyt Gal-1 a -3 u vSech linii byl ve shodé s literaturou. Vyskyt Gal-9 také
odpovidal literatufe, nebyl potvrzen pouze v linii MCF7, protoze z ¢asovych
dtivodti nebyla analyza provedena. Navic se podafilo prokazat Gal-4 v liniich
DLD-1 a A549, kterému se v téchto liniich zatim vyzkum nevénoval. V linii MCF7
se naopak nepodarilo prokazat Gal-8, ktery tato linie dle literatury exprimuje.
Bylo prokdzano, ze v bunécnych liniich se vyskytovaly galektiny, které mohly
byt dle vlastnosti téchto karcinomti ocekdvany a predpokladany na zakladé
mechanismu, jakym se tato onemocnéni vyvijeji v téle.

Z vysledkti této prace mutze byt usuzovano, ze prognozu kancerogeneze
negativné ovliviiuje vyskyt Gal-1, -3, -4 a -8. Naopak Gal-9 ptisobi jako regulator
rozvoje onemocnéni a progndzu zlepsuje.

Na zavér je dtlezité zminit, Ze ac jsou galektiny a jejich vliv na onemocnéni
zkoumany velmi podrobné a jiZ mnoho let, stdle nebyly vSechny souvislosti zcela
objasnény. Samotna kapitola jejich mozného vyuziti v terapii se teprve otevira

a nabizi mnoho moznosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AML - Akutni myeloidni leukémie
CBS - Vazebné misto sacharidu (carbohydrate binding site)

CML - Chronickd myeloidni leukémie

CRD - Doména rozpoznavajici sacharidy (carbohydrate recognition domain)

CTD - C-terminalni oblast (C-terminal domain)

ECM - Extracelularni matrix (extracellular matrix)

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

Gal-1, -3, -4, -8, -9 — Galektin-1, -3, -4, -8, -9

LacNAc — N-acetyllaktosamin

NTD — N-terminalni oblast (N-terminal domain)

PAGE - Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PBS - Fosfatovy pufr se solankou (phosphate buffered saline)
SDS — Dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)
SDS-PAGE - Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
dodecylsiranu sodného

TBS - Fyziologicky roztok pufrovany Tris (Tris-buffered saline)
Th1 — Pomocné lymfocyty Thl (T helper cells subtype 1)

Th2 — Pomocné lymfocyty Th2 (T helper cells subtype 2)

Tris - Tris(thydroxymethyl)aminomethan

v pfitomnosti

VEGF - Vaskularni endotelidlni rtistovy faktor (vascular endothelial growth factor)

57



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

AANHANE, Ed, Iris A. SCHULKENS, Roy HEUSSCHEN, Kitty
CASTRICUM, Hakon LEFFLER, Arjan W. GRIFFIOEN a Victor L.
THIJSSEN. Different angioregulatory activity of monovalent galectin-9
isoforms. Angiogenesis [online]. 2018, 21(3), 545-555. ISSN 0969-6970.
Dostupné z: doi:10.1007 /s10456-018-9607-8

AARBIOU, Jamil, Marloes ERTMANN, Sandra VAN WETERING, Peter
VAN NOORT, Denise ROOK, Klaus F. RABE a Sergey V. LITVINOV.
Human neutrophil defensins induce lung epithelial cell proliferation in
vitro. Journal of Leucocyte Biology [online]. 2002, 2002, 72(1), 167-174.
Dostupné z: doi:10.1189/jlb.72.1.167

ARTHUR, Connie M., Marcelo Dias BARUFFI, Richard D. CUMMINGS a
Sean R. STOWELL. Evolving Mechanistic Insights into Galectin
Functions. STOWELL, Sean R. a Richard D. CUMMINGS,

ed. Galectins [online]. New York, NY: Springer New York, 2015, 2015-8-25,
s. 1-35. Methods in Molecular Biology. ISBN 978-1-4939-1395-4. Dostupné
z: d0i:10.1007 /978-1-4939-1396-1_1

ARUN, Raj Pranap, Divya SIVANESAN, Prasanna VIDYASEKAR a Rama
Shanker VERMA. PTEN /FOXO3/AKT pathway regulates cell death and
mediates morphogenetic differentiation of Colorectal Cancer Cells under
Simulated Microgravity. Scientific Reports [online]. 2017, 7(1). ISSN 2045-
2322. Dostupné z: doi:10.1038 /s41598-017-06416-4

BACIGALUPO, Maria L, Pablo CARABIAS a Maria F TRONCOSO.
Contribution of galectin-1, a glycan-binding protein, to gastrointestinal
tumor progression. World Journal of Gastroenterology [online]. 2017, 23(29).
ISSN 1007-9327. Dostupné z: doi:10.3748 / wjg.v23.i29.5266
BARTOLAZZI, Armando. Galectins in Cancer and Translational
Medicine: From Bench to Bedside. International Journal of Molecular
Sciences [online]. 2018, 19(10). ISSN 1422-0067. Dostupné z:
d0i:10.3390/ijms19102934

BELO, AnaI., Astrid M. VAN DER SAR, Boris TEFSEN, Irma VAN DIE a
Roger CHAMMAS. Galectin-4 Reduces Migration and Metastasis
Formation of Pancreatic Cancer Cells. PLoS ONE [online]. 2013, 8(6). ISSN
1932-6203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0065957

58



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

BI, Shuguang, Lesley A. EARL, Linsey JACOBS a Linda G. BAUM.
Structural Features of Galectin-9 and Galectin-1 That Determine Distinct
T Cell Death Pathways. Journal of Biological Chemistry [online].

2008, 283(18), 12248-12258. ISSN 00219258. Dostupné z:

doi:10.1074 /jbc.M800523200

BO]AROVA, P.a V. KREN. Sugared biomaterial binding lectins:
achievements and perspectives. Biomaterials Science. 2016, 4(8), 1142-1160.
ISSN 2047-4830. Dostupné z: doi:10.1039 / C6BMO00SSF
BRINCHMANN, Monica Fengsrud, Deepti Manjari PATEL a Martin
Haugmo IVERSEN. The Role of Galectins as Modulators of Metabolism
and Inflammation. Mediators of Inflammation [online]. 2018, 2018, 1-11.
ISSN 0962-9351. Dostupné z: doi:10.1155/2018 /9186940

CAMBY, Isabelle, Marie LE MERCIER, Florence LEFRANC a Robert
KISS. Galectin-1: a small protein with major

functions. Glycobiology [online]. 2006, 16(11), 137R-157R. ISSN 1460-2423.
Dostupné z: doi:10.1093 / glycob / cwl1025

CAO, Zhan-Qi a Xiu-Li GUO. The role of galectin-4 in physiology and
diseases. Protein & Cell [online]. 2016, 7(5), 314-324. ISSN 1674-800X.
Dostupné z: doi:10.1007 /s13238-016-0262-9

CATTANEOQO, Valentina, Maria Virginia TRIBULATTI, Julieta
CARABELLI, Agostina CARESTIA, Mirta SCHATTNER a Oscar
CAMPETELLA. Galectin-8 elicits pro-inflammatory activities in the
endothelium. Glycobiology [online]. 2014, 24(10), 966-973. ISSN 0959-6658.
Dostupné z: doi:10.1093 / glycob / cwu060

CHABOT, S., Y. KASHIO, M. SEK], et al. Regulation of galectin-9
expression and release in Jurkat T cell line cells. Glycobiology [online].
2002, 12(2), 111-118. ISSN 0959-6658. Dostupné z:
doi:10.1093/glycob/12.2.111

CHUNG, Ling-Yen, Shye-Jye TANG, Yi-Ching WU, Guang-Huan SUN,
Huan-Yun LIU a Kuang-Hui SUN. Galectin-3 augments tumor initiating
property and tumorigenicity of lung cancer through interaction with p-
catenin. Oncotarget [online]. 2015, 6(7), 4936-4952. ISSN 1949-2553.
Dostupné z: doi:10.18632 / oncotarget.3210

COUSIN, Jonathan a Mary CLONINGER. The Role of Galectin-1 in
Cancer Progression, and Synthetic Multivalent Systems for the Study of

59



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Galectin-1. International Journal of Molecular Sciences [online]. 2016, 17(9).
ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/ijms17091566

CUMMINGS, Richard D., Fu-Tong LIU a Gerardo R. VASTA. Essentials
of Glycobiology. Essentials of Glycobiology [online]. 3rd edition. Cold
Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2017, kapitola
36. Dostupné z: doi: 10.1101/ glycobiology.3e.036

DALOTTO-MORENO, Tomas, Diego O. CROCI, Juan P. CERLIANI, et al.
Targeting Galectin-1 Overcomes Breast Cancer-Associated
Immunosuppression and Prevents Metastatic Disease. Cancer

Research [online]. 2013, 73(3), 1107-1117. ISSN 0008-5472. Dostupné z:
doi:10.1158/0008-5472.CAN-12-2418

DAM, T. K. a C. F. BREWER. Comprehensive Glycoscience: From Chemistry
to Systems Biology. Volume 3. 2007. New York: Albert Einstein College of
Medicine, 2007, str. 419. ISBN 9780444519672. Dostupné z:

doi:10.1016 /B978-044451967-2 / 00058-1

DONG, Rui, Min ZHANG, Qunying HU, Shan ZHENG, Andrew SOH,
Yijie ZHENG a Hui YUAN. Galectin-3 as a novel biomarker for disease
diagnosis and a target for therapy (Review). International Journal of
Molecular Medicine [online]. 2017. ISSN 1107-3756. Dostupné z:
doi:10.3892/ijmm.2017.3311

ECACC General Cell Collection: MCF7. UK Health Security Agency:
Culture Collections [online]. Salisbury, UK, 2020. Dostupné z:

https:/ /www.culturecollections.org.uk /media /130237 / mcf7-cell-line-
profile.pdf

EDVARDSSON, Maria. A Comparative Study of gPCR, Western Blot and
Mass Spectrometry for the Estimation of Protein Concentrations. Stockholm,
2016. Dostupné také z: http:/ / www.diva-
portal.org/smash/get/diva2:1038984 / FULLTEXTO1.pdf. Master's thesis.
KTH ROYAL INSTITUTE OF TECHNOLOGY. Vedouci prace Torbjorn
Gréaslund.

FILIPOVA, Marcela, Pavla BOJAROVA, Marina RODRIGUES TAVARES,
et al. Glycopolymers for Efficient Inhibition of Galectin-3: In Vitro Proof
of Efficacy Using Suppression of T Lymphocyte Apoptosis and Tumor
Cell Migration. Biomacromolecules [online]. 2020, 21(8), 3122-3133. ISSN
1525-7797. Dostupné z: d0i:10.1021 / acs.biomac.0c00515

60



24. FLORES-IBARRA, Andrea, Sabine VERTESY, Francisco J. MEDRANO,
Hans-Joachim GABIUS a Antonio ROMERO. Crystallization of a human
galectin-3 variant with two ordered segments in the shortened N-terminal
tail. Scientific Reports [online]. 2018, 8(1). ISSN 2045-2322. Dostupné z:
d0i:10.1038 / s41598-018-28235-x

25. FUNASAKA, T., A. RAZ a P. NANGIA-MAKKER. Galectin-3 in
angiogenesis and metastasis. Glycobiology [online]. 2014, 24(10), 886-891.
ISSN 0959-6658. Dostupné z: doi:10.1093 / glycob / cwu086

26. GEIGER, Pamina, Barbara MAYER, Irmi WIEST, Sandra SCHULZE, Udo
JESCHKE a Tobias WEISSENBACHER. Binding of galectin-1 to breast
cancer cells MCF7 induces apoptosis and inhibition of proliferation in
vitro in a 2D- and 3D- cell culture model. BMC Cancer [online].

2016, 16(1). ISSN 1471-2407. Dostupné z: doi:10.1186/s12885-016-2915-8

27. GIROTTI, Maria Romina, Mariana SALATINO, Tomdas DALOTTO-
MORENO a Gabriel A. RABINOVICH. Sweetening the hallmarks of
cancer: Galectins as multifunctional mediators of tumor
progression. Journal of Experimental Medicine [online]. 2020, 217(2). ISSN
0022-1007. Dostupné z: d0i:10.1084 /jem.20182041

28. GUO, Yanan, Rong SHEN, Linghui YU, Xin ZHENG, Rong CUI, Yanfeng
SONG a Degui WANG. Roles of galectin-3 in the tumor
microenvironment and tumor metabolism (Review). Oncology
Reports [online]. 2020 [cit. 2022-04-14]. ISSN 1021-335X. Dostupné z:
doi:10.3892/0r.2020.7777

29. HONG, Xin, Yuling MENG a Steven N. KALKANIS. Serum proteins are
extracted along with monolayer cells in plasticware and interfere with
protein analysis. Journal of Biological Methods [online]. 2016, 3(4). ISSN
2326-9901. Dostupné z: doi:10.14440/jbm.2016.129

30.JI, ZHE, QINGJIU TANG, JINSONG ZHANG, YAN YANG, YANFANG
LIU a YINGJIE PAN. Oridonin-induced apoptosis in SW620 human
colorectal adenocarcinoma cells. Oncology Letters [online]. 2011, 2(6), 1303-
1307. ISSN 1792-1074. Dostupné z: doi:10.3892/01.2011.408

31. JOHANNES, Ludger, Ralf JACOB a Hakon LEFFLER. Galectins at a
glance. Journal of Cell Science. The Company of Biologists, 2018, 131(9).
ISSN 1477-9137. Dostupné z: doi:10.1242 /jcs.208884

61



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

JOHN, Sebastian a Rashmi MISHRA. Galectin-9: From cell biology to
complex disease dynamics. Journal of Biosciences [online]. 2016, 41(3), 507-
534. ISSN 0250-5991. Dostupné z: doi:10.1007 /s12038-016-9616-y

LAAF, Dominic, Pavla BO]AROVA, Lothar ELLING a Vladimir KREN.
Galectin—-Carbohydrate Interactions in Biomedicine and

Biotechnology. Trends in Biotechnology. 2018, 37(4), 402-415. ISSN 0167-
7799. Dostupné z: doi:10.1016/j.tibtech.2018.10.001

LABRIE, Marilyne, Lorenna Oliveira Fernandes DE ARAU]JO, Laudine
COMMUNAL, Anne-Marie MES-MASSON a Yves ST-PIERRE. Tissue
and plasma levels of galectins in patients with high grade serous ovarian
carcinoma as new predictive biomarkers. Scientific Reports [online].

2017, 7(1). ISSN 2045-2322. Dostupné z: doi:10.1038 /s41598-017-13802-5
LAHM, Harald, Sabine ANDRE, Andreas HOEFLICH, Jiirgen R.
FISCHER, Bernard SORDAT, Herbert KALTNER, Eckhard WOLF a
Hans-Joachim GABIUS. Comprehensive galectin fingerprinting in a panel
of 61 human tumor cell lines by RT-PCR and its implications for
diagnostic and therapeutic procedures. Journal of Cancer Research and
Clinical Oncology [online]. 2001, 127(6), 375-386. ISSN 0171-5216. Dostupné
z: d0i:10.1007 / s004320000207

LI, Ling, Ran GAO, Yue YU, et al. Tumor suppressor activity of miR-451:
Identification of CARF as a new target. Scientific Reports [online].

2018, 8(1). ISSN 2045-2322. Dostupné z: doi:10.1038 /s41598-017-18559-5

LIN, Tzu-Wen, Hui-Tzu CHANG, Chein-Hung CHEN, Chung-Hsuan
CHEN, Sheng-Wei LIN, Tsui-Ling HSU a Chi-Huey WONG. Galectin-3
Binding Protein and Galectin-1 Interaction in Breast Cancer Cell
Aggregation and Metastasis. Journal of the American Chemical

Society [online]. 2015, 137(30), 9685-9693. ISSN 0002-7863. Dostupné z:
doi:10.1021/jacs.5b04744

LU, Weiqun, Jia WANG, Guohua YANG, et al. Posttranscriptional
regulation of Galectin-3 by miR-128 contributes to colorectal cancer
progression. Oncotarget [online]. 2017, 8(9), 15242-15251. ISSN 1949-2553.
Dostupné z: doi:10.18632 / oncotarget.14839

MAAMER-AZZABI, A, O NDOZANGUE-TOURIGUINE a ] BREARD.
Metastatic SW620 colon cancer cells are primed for death when detached

and can be sensitized to anoikis by the BH3-mimetic ABT-737. Cell Death
62



40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

& Disease [online]. 2013, 4(9), e801-e801. ISSN 2041-4889. Dostupné z:
doi:10.1038/ cddis.2013.328

MANDIKA, Chetry, Thapa SAROJ, Xiaoli HU, Yizuo SONG, Jianan
ZHANG, Haiyan ZHU a Xueqiong ZHU. The Role of Galectins in Tumor
Progression, Treatment and Prognosis of Gynecological Cancers. Journal
of Cancer [online]. 2018, 9(24), 4742-4755. ISSN 1837-9664. Dostupné z:
doi:10.7150/jca.23628

MEINOHL, Christopher, Sarah J. BARNARD, Karin FRITZ-WOLF, et al.
Galectin-8 binds to the Farnesylated C-terminus of K-Ras4B and Modifies
Ras/ERK Signaling and Migration in Pancreatic and Lung Carcinoma
Cells. Cancers [online]. 2020, 12(1). ISSN 2072-6694. Dostupné z:
doi:10.3390/ cancers12010030

MODENUTT]I, Carlos P., Juan I. Blanco CAPURRO, Santiago DI LELLA a
Marcelo A. MARTI. The Structural Biology of Galectin-Ligand
Recognition: Current Advances in Modeling Tools, Protein Engineering,
and Inhibitor Design. Frontiers in Chemistry [online]. 2019, 2019, 7. ISSN
2296-2646. Dostupné z: doi:10.3389/ fchem.2019.00823

PERUGINO, Cory A., Sultan B. ALSALEM, Hamid MATTOQ, et al.
Identification of galectin-3 as an autoantigen in patients with IgG4-related
disease. Journal of Allergy and Clinical Immunology [online]. 2019, 143(2),
736-745.e6. ISSN 00916749. Dostupné z: do0i:10.1016/j.jaci.2018.05.011
PRATO, Cecilia Arahi, Julieta CARABELLI, Oscar CAMPETELLA a
Maria Virginia TRIBULATTI. Galectin-8 Enhances T cell Response by
Promotion of Antigen Internalization and Processing. IScience [online].
2020, 23(7). ISSN 25890042. Dostupné z: doi:10.1016/j.isci.2020.101278
REHAM, Helwa. Functional studies on the galectin-4 promoter and its use for
establishing a transcription factors array assay. Germany, 2010. Dissertation.
Ruperto-Carola University of Heidelberg.

RUSTIGUEL, Joane K., Ricardo O. S. SOARES, Steve P. MEISBURGER,
Katherine M. DAVIS, Kristina L. MALZBENDER, Nozomi ANDO,
Marcelo DIAS-BARUFFI a Maria Cristina NONATO. Full-length model of
the human galectin-4 and insights into dynamics of inter-domain
communication. Scientific Reports [online]. 2016, 6(1). ISSN 2045-2322.
Dostupné z: doi:10.1038 /srep33633

63



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

SATELLI, Arun, Prema RAO a Prem GUPTA. Varied expression and
localization of multiple galectins in different cancer cell lines [online]. 68. 2008,
313 s. ISSN 1538-7445.

SEDLAR, Antonin, Martina TRAVNICKOVA, Pavla BOJAROVA, Miluse
VLACHOVA, Kristyna SLAMOVA, Vladimir KREN a Lucie
BACAKOVA. Interaction between Galectin-3 and Integrins Mediates
Cell-Matrix Adhesion in Endothelial Cells and Mesenchymal Stem

Cells. International Journal of Molecular Sciences [online]. 2021, 22(10) [cit.
2022-04-13]. ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/1jms22105144
SUNDBLAD, Victoria, Veronique MATHIEU, Robert KISS a Gabriel A.
RABINOVICH. Galectins. Cancer Immunotherapy [online]. Elsevier, 2013,
2013, s. 537-563. ISBN 9780123942968. Dostupné z: d0i:10.1016 /B978-0-12-
394296-8.00031-2

SUNDBLAD, Victoria, Luciano G. MOROS]I, Jorge R. GEFFNER a Gabriel
A. RABINOVICH. Galectin-1: A Jack-of-All-Trades in the Resolution of
Acute and Chronic Inflammation. The Journal of Immunology [online].
2017, 199(11), 3721-3730. ISSN 0022-1767. Dostupné z:
doi:10.4049/jimmunol.1701172

TANAKA, Shoko, Wakako KOBAYASHI, Misako HARAGUCH],
Kiyohide ISHIHATA, Norifumi NAKAMURA a Masayuki OZAWA.
Snaill expression in human colon cancer DLD-1 cells confers invasive
properties without N-cadherin expression. Biochemistry and Biophysics
Reports [online]. 2016, 8, 120-126. ISSN 24055808. Dostupné z:
doi:10.1016/j.bbrep.2016.08.017

THURSTON, Teresa L. M., Michal P. WANDEL, Natalia VON
MUHLINEN, Agnes FOEGLEIN a Felix RANDOW. Galectin 8 targets
damaged vesicles for autophagy to defend cells against bacterial
invasion. Nature [online]. 2012, 482(7385), 414-418. ISSN 0028-0836.
Dostupné z: doi:10.1038 / nature10744

TOWNSEND, Michelle, Michael ANDERSON, Evita WEAGEL, Edwin
VELAZQUEZ, K. Scott WEBER, Richard ROBISON a Kim O'NEILL. Non-
small-cell lung cancer cell lines A549 and NCI-H460 express
hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase on the plasma
membrane. OncoTargets and Therapy [online]. 2017, 10, 1921-1932. ISSN
1178-6930. Dostupné z: doi:10.2147 /OTT.S128416

64



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

TRONCOSO, M. F., E. FERRAGUT, M. L. BACIGALUPO, et al. Galectin-
8: A matricellular lectin with key roles in

angiogenesis. Glycobiology [online]. 2014, 24(10), 907-914. ISSN 0959-6658.
Dostupné z: doi:10.1093 / glycob / cwu054

VASTA, Gerardo R. Galectins as Pattern Recognition Receptors:
Structure, Function, and Evolution. LAMBRIS, John D. a George
HAJISHENGALLIS, ed. Current Topics in Innate Immunity II [online]. New
York, NY: Springer New York, 2012, 2012-9-23, s. 21-36. Advances in
Experimental Medicine and Biology. ISBN 978-1-4614-0105-6. Dostupné z:
doi:10.1007 /978-1-4614-0106-3_2

VASTA, Gerardo R. Lectins as Innate Immune Recognition Factors:
Structural, Functional, and Evolutionary Aspects. The Evolution of the
Immune System [online]. Elsevier, 2016, 2016, 205-224. ISBN
9780128019757. Dostupné z: doi:10.1016 / B978-0-12-801975-7.00008-6
WEINMANN, Daniela, Michael KENN, Sebastian SCHMIDT, et al.
Galectin-8 induces functional disease markers in human osteoarthritis
and cooperates with galectins-1 and -3. Cellular and Molecular Life
Sciences [online]. 2018, 75(22), 4187-4205. ISSN 1420-682X. Dostupné z:
doi:10.1007 /s00018-018-2856-2

WIERSMA, Valerie R, Marco DE BRUYN, Yunwei WE], et al. The
epithelial polarity regulator LGALS9/ galectin-9 induces fatal frustrated
autophagy in KRAS mutant colon carcinoma that depends on elevated
basal autophagic flux. Autophagy [online]. 2015, 11(8), 1373-1388. ISSN
1554-8627. Dostupné z: d0i:10.1080/15548627.2015.1063767
WOLFENDEN, Mark, Jonathan COUSIN, Pratima NANGIA-MAKKER,
Avraham RAZ a Mary CLONINGER. Glycodendrimers and Modified
ELISAs: Tools to Elucidate Multivalent Interactions of Galectins 1 and

3. Molecules [online]. 2015, 20(4), 7059-7096. ISSN 1420-3049. Dostupné z:
doi:10.3390 / molecules20047059

WU, K. L., Kuo, C. M., Huang, E. Y., Pan, H. M., Huang, C. C,, Chen, Y.
F., Hsiao, C. C,, & Yang, K. D. Extracellular galectin-3 facilitates colon
cancer cell migration and is related to the epidermal growth factor
receptor. American journal of translational research [online]. 2018, 10(8).
ISSN 2402-2412.

65



61. YANG, Riyao, Linlin SUN, Ching-Fei LI, et al. Galectin-9 interacts with
PD-1 and TIM-3 to regulate T cell death and is a target for cancer
immunotherapy. Nature Communications [online]. 2021, 12(1). ISSN 2041-
1723. Dostupné z: doi:10.1038 /s41467-021-21099-2

62. YASINSKA, Inna M., Svetlana S. SAKHNEVYCH, Ludmila PAVLOVA, et
al. The Tim-3-Galectin-9 Pathway and Its Regulatory Mechanisms in
Human Breast Cancer. Frontiers in Immunology [online]. 2019, 10. ISSN
1664-3224. Dostupné z: d0i:10.3389 / fimmu.2019.01594

63. ZHANG, Lei, Xuegang LIU, Zhen TANG, Xiaojun LI a Gengming
WANG. Reversal of galectin-1 gene silencing on resistance to cisplatin in
human lung adenocarcinoma A549 cells. Biomedicine &

Pharmacotherapy [online]. 2016, 83, 265-270. ISSN 07533322. Dostupné z:
doi:10.1016/j.biopha.2016.06.030

64. ZHANG, Nan, Fu PENG, Yujia WANG, et al. Shikonin induces colorectal
carcinoma cells apoptosis and autophagy by targeting galectin-1/JNK
signaling axis. International Journal of Biological Sciences [online].

2020, 16(1), 147-161. ISSN 1449-2288. Dostupné z: doi:10.7150/ijbs.36955

65. ZHAOQO, Zihan, Xuejiao XU, Hairong CHENG, et al. Galectin-3 N-terminal
tail prolines modulate cell activity and glycan-mediated
oligomerization/phase separation. Proceedings of the National Academy of
Sciences [online]. 2021, 118(19). ISSN 0027-8424. Dostupné z:
doi:10.1073 / pnas.2021074118

66. ZICK, Yehiel. Galectin-8, cytokines, and the storm. Biochemical Society
Transactions [online]. 2022, 50(1), 135-149. ISSN 0300-5127. Dostupné z:
doi:10.1042 /BST20200677

66



10 SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU

Obrazek 1 - Sekvence vybranych lidskych galektinti..........ccccoovvvviiiiinnnnen. 12
Obrazek 2 - Struktura dimerniho galektinu-1..........ccccoevvviiiiiniiniiinen, 12
Obrazek 3 — Rozdéleni galektinti dle kvarterni struktury ..........ccccocevvirnnnen. 13
Obrazek 4 — Struktura Gal-1.........ccccoiiviiiiiiniiiiiicees 14
Obrazek 5 — Prostorové usporadani galektinu-3...........cccoovvvviiiiiiniiiicnnen, 15
ODbrazek 6 — Gal-4........cccooiiiiiiiiiiiii s 16
Obrézek 7 — Schematické zndzornéni izoforem galektinu-8.............cccevvuneen. 16

Obrézek 8 — Schematické znazornéni tandemovych izoforem galektinu-9....17

Obrazek 9 — Mechanismy, kterymi galektiny ovliviiuji rozvoj rakoviny........ 21
Obrazek 10 — Patologicka angiogeneze indukovana Gal-1............cccccceeveuennne 23
Obrazek 11 — INKUbacni DOX .....cceveeerieiiiiieieeereeeeeeeeese e 34
Obrazek 12 — Laminarni DOX.......coeeereeiriiienienienieneeeneeteteteseese e 35
Obrazek 13 — Schematické zndzornéni lyze bunék ............ccccccovreiiinnnccne. 35
Obrazek 14 — Homogenizované lyzaty a pfipravené zkumavky ...................... 36
Obrazek 15 — Pfiprava polyakrylamidového gelu..........ccccccoviiiiiiniiniiinnnne. 37
Obrazek 16 — Elektroforéza pied ukonéenim..........cccccooevivviniviniiinininiiiniinnnen, 38
Obrazek 17 — Probihajici Western blot ... 39
Obrazek 18 — Denzitometrické porovnani...........cccocovvviviiviniinininininccccccees 4
Obrazek 19 — Bunécné Kultury. ..o, 43
Obrazek 20 — Gel SDS-PAGE obarveny Coomassie blue..........c.ccccoceviiinnnnee. 45
Obrazek 21 — Imunodetekce Gal-1 .........cccevievirininininieieeeeeeneeeeee e 46
Obrazek 22 — Imunodetekce Gal-3 .........cccooivininininiriceeee e 47
Obrazek 23 — Imunodetekce Gal-4 .........ccooveverininininieieeeeeeeeeee e 47
Obrazek 24 — Imunodetekce Gal-8 .........ccooeverinirininiiceeee e 48
Obrazek 25 — Imunodetekce Gal-9 .........cccooevirininininiiicceeeeeee 49

67



11 SEZNAM POUZITYCH TABULEK

Tabulka 1 - Zptisoby ovlivnéni imunity galektinem-3...........ccccccocevvnnnnnnne.
Tabulka 2 — Galektiny detekované u jednotlivych bunécnych linii..................

Tabulka 3 — Denzitometrické porovndni obsahu Gal-3...........ccccovvviiiinnnnen.

68



69



