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ABSTRAKT

Galektin-3 je protein vazajici specificky -galaktosidy, a to za pomoci vazebné
domény rozpozndvajici sacharid (CRD). Galektinu-3 se pfisuzuje mnoho funkci
napomahajicich regulovat vitdlni procesy bunky. Pro vysledky této prace je

nejduilezitéjsi, Ze se tento protein zapojuje do regulace proliferace a apoptozy.

Galektin-3 mutZe podporovat, ale i naopak potlacovat bunéény rist. Byl
pozorovan také jeho apoptoticky nebo antiapoptoticky efekt. Ucinek galektinu-3
zavisi pfedevsim na jeho lokalizaci v burikach, na konkrétnim bunécném typu,
ve kterém je exprimovan, a zda byl galektin-3 endogenniho ¢i exogenniho

pavodu.

V naSich experimentech bylo zjisténo, Ze hladké svalové bunky (HSB)
izolované =z plicnich arterii potkant exprimuji galektin-3. Pfi pfidani
rekombinantniho galektinu-3 do média s 0,5% fetalnim bovinnim sérem (FS) mél
galektin-3 negativni vliv na proliferaci, zatimco v médiu s 10% FS byl tento vliv
maskovan. Po pfidani rekombinantniho galektinu-3 doslo k apoptdze jak
hypoxickych, tak normoxickych HSB. Tento tcinek byl vyraznéjsi u hypoxickych
bunék. K zamezeni apoptézy byla pouzita laktdza, kterd se projevila jako ucinny

inhibitor tohoto efektu.

Klic¢ova slova

Galektin-3; hladké svalové buriky; proliferace; apoptdza; hypoxie; pulmondlni

hypertenze; laktdza



ABSTRACT

Galectin-3 is a -galactoside specific binding protein, using a carbohydrate
recognition binding domain (CRD). Galectin-3 is believed to have many
functions that help to regulate the vital processes of the cell. The most important
function for the results of this work is that this protein is involved in the

regulation of proliferation and apoptosis.

Galectin-3 can support but can also suppress the cell growth. Its apoptotic or
antiapoptotic effect has also been observed. The effect of galectin-3 depends
primarily on its localization in cells, particularly on cell type in which it is

expressed, and whether galectin-3 is of endogenous or exogenous origin.

In our experiments, smooth muscle cells (SMCs) isolated from pulmonary
arteries of rats were found to express galectin-3. When recombinant galectin-3
was added to a medium with 0.5% fetal bovine serum (FS), galectin-3 had a
negative effect on the cell proliferation, which was masked in a medium with 10%
FS. Apoptosis of both hypoxic and normoxic SMCs occurred upon addition of
recombinant galectin-3. This effect was most pronounced in hypoxic cells.
Lactose has been used to prevent apoptosis, and it proved to be a potent inhibitor

of this effect.

Keywords

Galectin-3; smooth muscle cells; proliferation; apoptosis; hypoxia; pulmonary

hypertension; lactose
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1 UVOD

Galektin-3 je protein patfici do rodiny lektinti, vazajici se pomoci vazebné
domény rozpoznavajici sacharid (CRD) specificky na (-galaktosidy. Podle
znamych studii galektin-3 podporuje proliferaci riiznych bunécnych typt, vcetné
hladkych svalovych bunék (HSB) cévni stény a srdecnich fibroblasti. Vlivem
proliferace HSB dochazi ke ztlustovani cév, které ztraceji svou elasticitu a
dochazi tak k zvysSeni krevniho tlaku. K takovéto prestavbé cévnich stén, spojené
s hypertrofii jejich hladké svaloviny, dochazi napt. pfi hypoxické pulmonalni
arteridlni hypertenzi. Na pocatku tohoto onemocnéni stoji alveolarni hypoxie,
ktera mtiZe nastat vlivem nedostatku kysliku ve vnéjsim prostfedi organismu, jako
je pobyt ve vysokych nadmotskych vyskach ¢i v experimentalni hypoxické komote.
Dal$imi pfi¢inami pulmonalni hypoxie je obstrukce dychacich cest, zanétlivé
onemocnéni plic, astma, chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), embolizace
plicnich cév nebo i kardiovaskuldrni onemocnéni (napf. srdecni selhdni, syndrom
obstrukéni spankoveé apnoe). Je zndmo, Ze galektin-3 je dtileZitym prognostickym
ukazatelem zdvaznosti plicni hypertenze, ale jeho role ve vzniku a rozvoji tohoto
onemocnéni nebyla stdle jesté dokonale objasnéna. Cilem této prace je
charakterizovat vliv galektinu-3 a jeho inhibitoru laktézy na chovani
primokultur hladkych svalovych bunék izolovanych z pulmonadlnich arterii
potkanti. Ziskané vysledky budou vyuzity pro dalsi vyzkum ulohy galektinu-3
v patologickych remodelacich tkani cévni stény pfi hypoxické pulmonalni
arteridlni hypertenzi a pro hledani novych moZnosti lécby tohoto zavazného

onemocneéni.

10



2 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace je vypracovat resersi shrnujici soucasné poznatky
o galektinu-3 a jeho roli ve fyziologickych a patofyziologickych procesech v

burikdch srdce a cévni stény.

Cilem experimentalni ¢asti prace je charakterizovat vliv galektinu-3 a jeho
inhibitoru laktézy na chovani primokultur hladkych svalovych bunék

izolovanych z pulmonalnich arterii potkana.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Lektiny

Lektiny jsou specifickou skupinou proteinti, které vaZou specificky
a reversibilné sacharidy. Hojné se vyskytuji ve vSech organismech a ucastni se
mnoha procest, které souvisi svitalnimi funkcemi bunky. Lektiny
zprostfedkovavaji adhezi mezi burikami, mezi burikou a extraceluldrni matrix,
bunécnou proliferaci a apoptdézu. Jejich hlavni biomedicinské vyuZiti spociva
v detekci, izolaci a charakterizaci glykokonjugatti v roztoku, ale také na povrchu
a uvnitf buniky. Lektiny jsou primarné déleny do péti skupin s ohledem na
monosacharidy, ke kterym maji nejvétsi afinitu: manndza, galaktdza/N-
acetlygalaktosamin, = N-acetylglukosamin, = fukéza ~a  kyselina  N-
acetylneuraminova. Lektiny se déli také podle fylogenetického ptivodu na
rodiny, ale nékteré skupiny mohou toto rozdéleni pfesahovat. Tyto rodiny sdileji

homologni sekvence a maji podobnou tercidlni a kvarterni strukturu. Galektiny

jsou prevazné zivocisné [1; 2].
3.2 Galektiny

Galektiny byly zpocatku izolovany jako proteiny vazajici B-galaktosidy. Jsou
syntetizovany v cytoplazmé a interaguji s glykany na bunééném povrchu, po niz
nasleduje jejich sekrece neklasickou cestou, ktera je napf. zprostifedkovana
exosomy. Galektiny reguluji mnoho bunéénych procesti zahrnujici proliferaci,
migraci, apoptdzu, fibrézu a zdnét. Nachazeji se v houbach, hlisticich, hmyzu,
obratlovcich (vcetné savcti) a ve virech. V kvasinkach se galektiny nenachazeji.
Dosud bylo objeveno 15 savéich galektinti, z ¢ehoz bylo objeveno pouze 12
galektinovych genti u clovéka. VSechny obsahuji jednu ¢i dvé vazebné domény
rozpoznavajici sacharid (CRD - carbohydrate-recognition-binding domain)

o délce okolo 130 aminokyselin. Na zakladé této vlastnosti se galektiny déli do
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dalSich 3 skupin: prototypova skupina, chimérovd skupina a skupina
tandemovych repetic (Obrazek 1). Do prototypové skupiny patfi galektin-1, -2, -
5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15 (Obrazek 1, prototype). Obsahuji jednu CRD a tvofi
nekovalentni homodimery. Galektin-4, -6, -8, -9, -12 jsou soucasti skupiny
tandemovych repetic (Obrdzek 1, tandem repeat). Jsou sloZeny
z polypeptidového fetézce tvoriciho dvé rozdilné, ale homologni CRD, oddélené
nekonzervovanym spojovacem o sekvenci aZ 70 aminokyselin. V chimérové
skupiné se nachdzi pouze galektin-3, ktery je exprimovan pouze u obratlovci
(Obrazek 1, chiméra). Také obsahuje pouze jednu CRD, ale na neobvykle
dlouhém N-termindlnim fetézci bohatém na prolin a glycin. Z toho vyplyva, ze
galektiny se dvéma CRD mohou navazat dva individudlni sacharidové epitopy.
Nékteré galektiny obsahujici jednu CRD jsou schopné tvorit dimery nebo
oligomery; zalezi na specifickych podminkach, jako je koncentrace a pfitomnost
ligandt. To umoZiiuje bivalentni ¢i multivalentni slu¢ovani sacharidovych
ligandii, coZ je dtilezité pro nékteré jejich biologické funkce. Ackoli je pfitomnost
galaktdzy pro vSechny galektinové vazby nezbytnd, afinita k monosacharid@im je
velmi slaba. Afinita se zesiluje, pokud je galaktéza navdzdna na jiny
monosacharid, napfiklad na N-acetylglukosamin, a tvofi N-acetyllaktosamin [3;

4; 5; 6].
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a ---_--h
----- »>
Monomer Dimer Monomer Dimer Monomer Oligomer

Obrazek 1: skupiny galektinii a jejich proteinovd struktura. Prototypouvd skupina (prototype)
s dvéma identickymi doménami rozpozndvajicimi sacharid (CRD), skupina tandemouvyjch repetic
(tandem repeat) s dvéma odlisnymi CRD a chimérova skupina (chimera) s jednou CRD a jednou
nelektinovou doménou (N-termindlni fetézec). Obrdzek pievzat z védecké studie Wang et al. 2019

[7].

3.3 Galektin-3

Galektin-3 byl poprvé identifikovan v mySich peritonedlnich makrofazich
a pojmenovan MAC-2. Od téch dob byl popsan v mysich fibroblastech,
bazofilnich leukemickych burikach, v mysich a lidskych nadorovych burkach,
v lidskych plicich, krysich varlatech, v lidskych HelLa burikach a rovnéz v fadé
dalsich typti bunék a tkani. Jeho molekulova hmotnost je pfiblizné 30 kDa a je
kédovan genem LGALS3. Ma velice unikatni strukturu v porovnani se vSemi

galektiny obratlovci; na jednom fetézci totiz ma dvé strukturalné odlisné
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domény: N-terminalni fetézec a CRD (Obrazek 2A). Diky N-terminalnimu fetézci

tvori pentamery (Obrazek 2B) a pomoci CRD je schopen vazat galaktosidy [3; 4].

A Galectin-3 binding

partner

Carbohydrate
recognition domain

1
ey >

Galectin-3 monomer

Galectin-3 pentamer with its
carbohydrate binding partner

Obrazek 2: schéma proteinové struktury galektinu-3. Monomer galektinu-3 s doménou
rozpozndvajici sacharid (carbohydrate recognition domain — CRD), na niZ se vdze vazebny
partner galektinu-3 (galectin-3 binding partner), s doménou pfipominajici kolagen (collagen-like
domain) a s N-terminalni doménou (N-terminal domain). Monomer (A) se v kvarterni strukture
sklada do pentameru (B). Obrazek prevzat z védecké studie Fortuna-Costa et al. 2014 [8].

3.4 Strukturalni a biochemické vlastnosti galektinu-3

3.4.1 N-terminalni fetézec (ND)

Retézec se skldda ze 110-130 aminokyselin. Z 25% je sekvence homologni
s heterogennimi jadernymi ribonukleoproteinovymi komplexy (hnRNP), coz
odpovida homologii mezi jadernymi ribonukleoproteiny. N-fetézec je z 33,5 %
shodny s fetézcem kolagenu al (II) hovézi chrupavky (collagen-like domain).
Tato struktura obsahuje 7-14 tandemovych repetic kratkych aminokyselinovych
segmentti, pficemz kazdy z nich zahrnuje shodnou sekvenci Pro-Gly-Ala-Tyr-
Pro-Gly. Prvnich 12 aminokyselin ND bylo klasifikovano jako vedouci N-
termindlni fetézec. N-termindlni fetézec md malou vazebnou aktivitu
k sacharidiim, ackoli je tato aktivita nezbytna pro jeho plnou biologickou aktivitu

(Obrazek 3, modry fetézec) [3; 9].
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3.4.2 Vazebna doména rozpozndvajici sacharid (CRD)

CRD je sloZzena =z pfiblizné 130 aminokyselin, tvoricich globulinovou
strukturu, a obsahuje celou ¢ast vazajici sacharid. Tato ¢ast je zodpovédna za
lektinovou aktivitu galektinu-3. Ma specifickou strukturu: dva antiparalelni {3-
listy slozené z péti az Sesti B-vladken (Obrazek 3, zeleny fetézec). Byla zjisténa
interakce mezi ¢asti ND a CRD. Soucasti této domény je sekvence aminokyselin
nazyvanda NWGR. Bylo prokazano, ze tato sekvence je zodpovédnd za
antiapoptotickou aktivitu galektinu-3, a rovnéz se podili na vlastni asociaci

molekul galektinu-3 v nepfitomnosti sacharidovych ligandi [3; 9].

N-terminal
extension

lactose

Obrazek 3: struktura galektinu-3. N-termindlni fetézec (N-terminal extension, modrd),
skladad se ze 110-130 aminokyselin; 33,5 % fetézce je shodnych se sekvenci kolagenu Ic (1I) hovézi
chrupavky. Vazebnd doména rozpozndvajici sacharid (CRD, zelend), se sklidd ze 130
aminokyselin, struktura je tvofena 2 antiparalelnimi B listy z 5-6 B-vldken. Na doménu je
navdzana laktoza (lactose, Cervend), kterd je jejim vazebnym partnerem. Obrdzek prevzat
z védecké studie Hughes, 2001 [10].
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3.4.3 Vazebna specificnost galektinu-3 pro sacharidy

Vaznost galektint na sacharidy je nezavisld na pritomnost vapniku, na rozdil
od jinych skupin lektini. OvSem galaktdza je pro vysoce afinitni vaznost
galektini  esencialni.  Galektin-3 ma vysokou afinitu  k f(3-1,6,-N-
acetylglukosaminovym rozvétvenym glykantim. Preferuje vazbu s N-
acetyllaktosaminem. Jeho vazebné misto je rozsifené, proto miize galektin-3
pojmout delsi oligosacharidy, jako jsou polylaktosaminoglykany. Interakce
galektinu-3 nebo jeho CRD se sacharidovymi ligandy je doprovazena
konformacni zménou a preskupenim paternich smycek pobliZ vazebného mista.
Silny vliv na vazebnou afinitu cukrt ma mimo jiné i fosforylace fetézce na pozici
serinu. Proto je serin oznacovan za , vypinac” biologickych efektii galektinu-3

(naptiklad oligomerace) [3; 8; 10].

3.5 Syntéza a sekrece galektinu-3

Galektin-3 je v lidském genomu kédovan LGALS3 genem, ktery se nachazi na
14 chromozomu v q21-q22 lokusu. Je dlouhy 10-12 kb a 17 kb, tedy je tvoren Sesti
exony a péti introny. Je to rozpustny protein, syntetizujici se ve volnych
ribozomech v cytosolu, a ackoli postrdda jakoukoli signalni sekvenci pro
translokaci do endoplazmatického retikula (ER), galektin-3 se nachazi i
extraceluldarné. Galektin-3 je zbunék vylucovan mechanismem zvanym
ektocytosa. Tento mechanismus je zcela nezadvisly na ER a Golgiho systému.
Vyznamnou roli v sekreci galektinu-3 ma kratky segment N-terminalniho fetézce
obsahujici aminokyseliny v pozicich 89-96 (Tyr-Pro-Ser-Ala-Pro-Gly-Ala-Tyr).
Tato sekvence sama o sobé neni schopnd spustit pfimou sekreci fizniho proteinu
CAT; je u¢inna pouze v kontextu s velkym N-termindlnim fetézcem. Prvnim

krokem pro sekreci galektinu-3 je jeho nahromadéni v cytoplazmeé [3; 4].
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3.6 Lokalizace galektinu-3 v bunkach a v tkanich

Galektin-3 je lokalizovan jak intracelularné, tak extraceluldrné. Intracelularni
galektin-3 je lokalizovdn hlavné v cytoplazmé, ale muze byt také detekovan
v bunécném jadre a na membrané mitochondrii (pfi ochrané pred apoptozou).
Nuklearni galektin-3 je hlavné lokalizovan v interchromatinovych prostorech, na
hranici kondenzovaného chromatinu na husté fibrilarni sloZce a na okraji
fibrilarnich center nukleolt. Zda se galektin-3 nachazi iv jadfe ¢i pouze
v cytoplazmé zavisi na tom, zda je fosforylovdn na pozici serinu.
Nefosforylovand forma galektinu-3 se nachdzi pouze v cytoplazmé, na rozdil od
jeho fosforylované formy, kterd se nachdzi jak v cytoplazmé, tak i v jadre.
Extraceluldrni galektin-3 se vadZe na rtizné struktury na bunééném povrchu
(receptory, integrinové adhezni molekuly a glykosylované molekuly), a rovnéz

se nachazi v extracelularni matrix (Obrazek 4) [3; 4; 8; 11].

U dospélych je galektin-3 pfitomen ve vSech tkanich. V prvnim trimestru
embryogeneze je exprese galektinu-3 omezena na epitel, jako je kiize, epitelidlni
vystelka dychaciho a traviciho traktu, a rovnéz je galektin-3 pritomen v burikach
myokardu nebo v jatrech. Jeho exprese v dospélosti souvisi také s epitelidlnimi
burikami a myeloidnimi burikami. Galektin-3 je exprimovan v déloznim c¢ipku
brezich zvitat bezprostfedné po implantaci, ale nikoli u negravidnich zvifat.
Nachdzi se také v bunikach ucastnicich se imunitni odpovédi a je exprimovan
i v riznych nddorech, kde intenzita jeho exprese zavisi na progresi nadoru, jeho

invazivité a metastatickém potencialu [3].
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Obrazek 4: vazba galektinu-3 na struktury nachdzejici se na bunécné membrdiné, jako jsou
receptory (E) — diky nim dochdzi k navdzini cytokinii a riistovyjch faktorii a k bunécné reakci na
né, integriny (D) — pomdhaji vazbé s extraceluldrni matrix, glykosylované molekuly (B) —
pomdahaji ¥idit chovani buriky a jeji adhezi (C). Na obrazku je také zobrazena sekrece monomerii
galektinu-3 (A), které pak v extracelularnim prostoru oligomerizuji. Na obrazku jsou zobrazeny
nadorové buriky. Obrdzek prevzat z védecké studie Fortuna-Costa et al. 2014 [8].

3.7 Funkce galektinu-3

Pro funkénost galektinu-3 je dtilezitd jeho oligomerace (Obrazek 4). Hlavnimi
funkcemi je regulace dtilezitych bunécnych procesti, jako je bunéénd homeostaza,
proliferace, bunéény cyklus a apoptdza. Extracelularni galektin-3 moduluje
dtilezité interakce mezi epitelidlnimi burikkami a extracelularni matrix, zajistuje
spravny pfenos extraceluldrnich signalt do burlky (Obrdzek 4E) a hraje roli
v embryonalnim vyvoji sbérnych kanalkid ledvin. Naproti tomu intracelularni
galektin-3 je dulezity pro pfeziti bunék, a to kvili jeho schopnosti blokovat

vnitini apoptotickou drahu [3; 4; §; 12].
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3.8 Proapoptoticka a antiapoptoticka aktivita galektinu-3

Apoptdza je programovana bunécna smrt. Buriky béhem apoptdzy prochdazi
mnoha morfologickymi zménami. V rané fazi apoptdzy dojde ke smrsténi bunék
a pyknoze. Se smrsténim bunék je jejich obsah mensi, tedy i cytoplazma je denzni
a organely jsou tésnéji obaleny. Pykndza je vysledkem kondenzace chromatinu,
coZ je nejtypictéjsi znak apoptdzy. Pozdéji dochazi k rozpadu plazmatickych
membran, po kterém ndasleduje destrukce bunééného jadra a oddéleni bunéénych
fragmenti do apoptotickych télisek béhem procesu zvaného ,puceni”. Tato
téliska jsou nasledné fagocytovana makrofagy nebo jinymi fagocytujicimi

bunkami [13].

Galektinu-3 je vSak pfipisovana antiapoptotickd i proapoptoticka aktivita.
Tato aktivita zfejmé zalezi na lokalizaci galektinu-3, zda je intracelularni ¢i
extraceluldarni. U intraceluldrniho galektinu-3 je vétSinou popisovana
antiapoptotickd aktivita, kdy galektin-3 chrani buriku pfed vlivy, které by mohly
apoptdzu spustit. Galektin-3 obsahuje v CRD sekvenci nazyvanou NWGR, ktera
je zodpovédna za antiapoptotickou aktivitu. Tato sekvence se nachdazi také v BH1
proteinu rodiny Bcl-2, které také disponuji antiapoptotickou aktivitou.
V zavislosti na spoustéci apoptdzy se galektin-3 pfesouva z cytosolu nebo z jadra
do perinukledrni mitochondridlni membrany. Tim zabranuje poskozeni
mitochondrii a inhibuje uvolnovani cytochromu ¢, ¢imz reguluje aktivaci
kaspazy. Translokace galektinu-3 do mitochondrii je zprostfedkovana
synexinem, coz miiZe byt limitujicim faktorem jeho antiapoptotické aktivity. U
extraceluldrniho galektinu-3 je popisovana spiSe proapoptotickd aktivita.
Proapoptoticka aktivita je rovnéz spojena s nadmérnou expresi galektinu-3, ktery
podporuje  cytotoxicitu vyvolanou ligandem indukujicim apoptozu,

pripominajicim faktor nddorové nekrozy (tumor necrosis factor, TNF), ktery
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potlacuje aktivitu proteinkindzy B. U obou variant uc¢inku galektinu-3 zavisi

nejspiSe i na typu bunky [3; 14].

3.9 Regulace exprese galektinu-3

Regulace exprese galektinu-3 neni pfimo ovlivnéna jednim faktorem, ale je
zavisla i na stavu diferenciace bun€k nebo na typu tkan€. Na regulaci exprese
galektinu-3 se podileji rizné faktory, jako rodina runt-related proteinti (RUNX),
homedoména-interagujici protein kinaza 2 (HIPK2), nukledrni faktor kB (NF-«kB),
zanétlivé cytokiny a nékteré intracelularni drdhy. Mezi faktory ovliviiujici
transkripci patfi RUNX, HIPK2, NF-kB. RUNX se vaze pfimo na promotorovou
oblast genu LGALS3 a tim zvySuje expresi galektinu-3. HIPK2 ptisobi jako
koregulator rostoucitho poctu transkripénich faktori a moduluje mnoho
bunécénych procesti (apoptdza, proliferace, poskozeni DNA atd). VétSina téchto
procesti je zprostfedkovana fosforylaci. Vazba galektinu-3 sjeho ligandy je
regulovana fosforylacnim systémem serinu na N-termindlnim konci proteinu,
kde fosforylace snizuje vaznost a defosforylace ji zvysuje. NF-«B je heterodimerni
transkripéni faktor, ktery hraje dtilezitou roli v zanétlivych a stresovych reakcich
i v rezistenci nadorovych bunék k apoptoze. NF-kB sniZuje expresi galektinu-3,
z ¢ehoZ plyne, Ze by NF-xkB mohl byt klicovym v regulaci exprese galektinu-3.
Zanétlivé cytokiny, ackoli galektin-3 je silny prozanétlivy signalizator,
neindukuji expresi galektinu-3, ale béZné gama retézcové signdlni cytokiny ano.
Expresi galektinu-3 také indukuje faktor stimulujici granulocytové a
makrofagové kolonie a hematopoeticky cytokin. Dal$im cytokinem regulujici
expresi galektinu-3 je napfiklad sinexin (annexin VII). Je to ¢len rodiny annexind,
ktery funguje jako vapnikovy kandl a vapnikem aktivovana GTPaza, ¢imz
reguluje fuzi intracelularnich vezikul a membrdnovy pfenos. Galektin-3 se
synexinem interaguje po apoptotickém stimulu. Tato interakce pomadha

galektinu-3 translokovat se na perinukledrni membranu [12; 15].
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3.10 Role galektinu-3 p¥i rtiznych klinickych stavech a onemocnéni

Galektin-3 je multifunkcéni protein, ti€astnici se mnoha biologickych procesti
vruznych tkanich, hrajici vyznamnou roli vriznych klinickych stavech
a onemocnénich. Galektin-3 by mohl byt vyuzivan jako diagnosticky
a prognosticky biomarker pro mnoho klinickych stavii a onemocnéni a také by

mohl mit 1é¢ebné vyuziti [4; 16].

Pozitivné galektin-3 plisobi napfiklad pfi hojeni ran, kdy napomaha migraci
bunék pres hojici se ranu diky jeho schopnosti adheze k burikdm a jeho interakci
s extracelularni matrix. Galektin-3 se ucastni mnoha procesti béhem akutni
zanétlivé reakce, véetné aktivace a adheze neutrofil(i, opsonizace apoptotickych
neutrofil@i (tj. oznaceni urcitych objektti, napfiklad komplementem, pro jejich
rozpoznani fagocyty) nebo aktivace Zirnych bunék. Je nadmérné exprimovan

v makroféazich, a proto je povazovan za marker jejich aktivace [4; 17].

Pusobi také naptiklad pfi vzniku a progresi rakoviny. Zda ptisobi pozitivné ¢i
negativné na preziti nddorové bunky, zdvisi na typu nadoru a na lokalizaci

galektinu-3 v burice [4].

Negativné ptisobi pfi fibréze organi, kdy dochdzi k aktivaci makrofagu
indukované interleukinem-4 (IL-4), coz vede ke zvyseni hladiny profibrotickych
hormont, jako je aldosteron, ktery stimuluje produkci matrix a zvysuje fibrozu.
V této souvislosti galektin-3 negativné ovliviiuje i kardiovaskuldrni onemocnéni,
jako je napriklad srde¢ni selhdni, ateroskleréza a systémova a pulmondlni
arteridlni hypertenze, kde pravé dochazi k fibréze a k apoptdze bunék

prislusnych tkani [4; 6; 18].
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3.10.1 Pulmonalni arteridlni hypertenze

Jedna se o zavazné kardiovaskuldrni onemocnéni, které je charakterizovano
trvalym zvySovanim plicniho arteridlniho tlaku, zvySenou vaskuldrni resistenci
a zvySenou ztuhlosti plicni arterie. Hlavnim rysem jsou hyperplastické zmény
bunék hladkého svalstva plicni arterie a progresivni muskularizace malych
distalnich plicnich arterii, coZ vede ke zvyseni periferni resistence viici pratoku
krve. ZvySovani plicniho tlaku béhem pulmonalni arteridlni hypertenze je
podporovano vaskuldarnimi zanéty, endotelidlni dysfunkci, aktivaci ruastu
hladkych svalovych bunék cév a vaskuldrni trombdzou. Jednd se o smrtelné
onemocnéni a pacienti bez 1é¢by umiraji do t¥i let. Castéji jsou postizeny Zeny.
Projevuje se dusnosti, bolestmi na hrudniku, otoky dolnich koncetin,
nechutenstvim, slabosti a stavy zdvrati az mdlob. Pulmondlni arteridlni
hypertenzi délime na primdrni a sekunddrni. Primdrni vznika bez zjevnych
poruch ve funkci organizmu. MiiZe nastat vlivem nedostatku kysliku ve vnéjsim
prostiedi organismu, jako je pobyt ve vysokych nadmotskych vyskach.
Sekundérni vznika jako nasledek plicniho ¢i kardiovaskuldrniho onemocnéni,
jako jsou CHOPN, infarkt myokardu, syndrom idiopatické spankové apnoe atd.,
které vedou k alveolarni hypoxii. Pokud se projevi u téchto nemoci, zvysuje se

jejich mortalita [4; 6; 19; 20].

Lécbu pulmonalni arteridlni hypertenze I1ze rozdélit na konvencni, specifickou
a nefarmakologickou. Konvencni 1é¢ba zahrnuje 1é¢bu srdecniho selhdni, pokud
stoji v pozadi pulmonalni hypertenze, dale podani blokatorti kalciovych kanald,
které uvolnuji vazokonstrikci, podani diuretik a oxygenoterapii. Specificka lécba
zahrnuje podani analogti prostacyklinu, antagonistt receptorti pro endothelin a
inhibitorti fosfodiesterazy 5. Tyto léky navozuji vazodilataci, omezuji proliferaci
HSB a maji i antitrombogenni ucinky [21]. Nefarmakologicka lécba zahrnuje
baldnkovou atridlni septostomii a transplantaci plic. Jedna se vSak jiz o invazivni

chirurgické vykony — zejména v poslednim piipadé — a proto je rozumné hledat
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a dale rozvijet nové moznosti Setrnéjsi lécby konzervativni. Jednou z téchto
moznosti je inhibice galektinu-3, napf. pomoci oligosacharidovych inhibitort.
Nejjednodussim oligosacharidovym ligandem pro galektin-3 je laktdza, jejiz
schopnost inhibovat té¢inky galektinu-3 na hladké svalové burnky pulmonalnich

arterii byla sledovana v této praci.
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4 METODIKA

4.1 Pouzité pristroje a materialy
4.1.1 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (Schoeller, Ceska republika)

e Cell counter Vi-CELL-XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter,
USA)

e Centrifuga Sartorius 3-18K (Sigma, Némecko)

e Komora s tekutym dusikem (cryopAL, Francie)

e Komorova lednice 4 °C (Electrolux, évédsko)

e Lamindrni box cytosafe-N (Faster, Italie)

e Mikroskop IX71 s digitalni kamerou DP71 a s fluorescencni lampou
(Olympus, Japonsko)

e Mrazak -80 °C (Sanyo, Japonsko)

e Multi-mode reader Synergy HT (BioTek, USA)

e Pratokovy cytometr NovoCyte (ACEA Biosciences Inc, USA)

o Termostat 37 °C (Thermo Forma, USA)

e Vodni lazen 37 °C (Isotemp — Fisher Scientific, USA)

e Vortex MS 3 basic (IKA, Némecko)

4.1.2 PouZity material

e Annexin-V-FLUOQOS Staining Kit (Roche, gvycarsko)

e Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific,
USA)

e DMEM bez fenolové cervené (Thermo Fisher Scientific, USA)

e DMSO - Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

e FS (fetalni bovinni sérum, Thermo Fisher Scientific, USA)
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e Galektin-3 (0,1; 0,3; 1; 3; 10 uM) (zisk z MBU; 140 uM)

e Hoechst 33258, 33342 (5 pg/ml; Sigma-Aldrich, Némecko)

e Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

e DPBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfaty, Sigma-Aldrich, USA)

e Phalloidin TRITC p1951 (0,77 ug/ml; Sigma-Aldrich, Némecko)

e Primdrni protildtka proti a-aktinu — mouse, tj. pfipravend na mysich
(fedéni 400x, Sigma-Aldrich, USA)

e Primarni protilatka proti galektinu-3 — rabbit, tj. pfipravena na
kralicich (fedéni 400x, Sigma-Aldrich, Némecko)

e Primarni protilatka proti kalponinu — rabbit, tj. pfipravena na kralicich
(fedéni 400x, Abcam, UK)

e Primdrni protilatka proti téZkému retézci myosinu 11 — rabbit, tj.
pfipravend na kralicich (fedéni 400x; Abcam, UK)

e Resazurin (Sigma-Aldrich, USA)

e laktoza (Sigma-Aldrich, USA)

e Roztok trypsin-EDTA (0,5 g trypsin a 0,2 g EDTA v 11 PBS, Sigma-
Aldrich, USA)

e Sekundarni protilatka proti krali¢imu antigenu (rabbit) konjugovana s
Alexou 546 (fedéni 400x; Thermo Fisher Scientific, USA)

e Sekunddarni protilatka proti mysimu antigenu (mouse) konjugovana s
Alexou 488 (fedéni 400x; Thermo Fisher Scientific, USA)

e Triton X-100 (Serva, Némecko)

e Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Experimentalni model hypoxické plicni arterialni hypertenze

Potkani byli vystaveni prerusované hypobarické hypoxii po dobu 5 tydnti
v uméle vytvorenych horskych podminkach (odpovidajicich nadmotské vysce

cca 7000 m. n. m.) pro vytvoreni hypoxické plicni arteridlni hypertenze u téchto
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zvirat. Kontrolni potkani byli po celou dobu experimentu vystaveni pouze
normoxickym podminkam. Po usmrceni potkanti byly z jejich tél odebrany plicni
arterie. Plicni arterie z potkani byly poskytnuty oddélenim Vyvojové
Kardiologie FGU. Podrobnéjsi popis celého postupu je popsan ve studii Kolaf et
al., 2007 [22].

4.3 lzolace a expanze hladkych svalovych bunék plicnich arterii
potkant

Ihned po odbéru plicnich arterii byla tkdn zbavena krevnich srazenin. Tkan
byla poté mechanicky rozmélnéna na jemné fragmenty o velikosti maximalné
0,5 mm?3, a nasledné inkubovana v roztoku obsahujicim 0,1% kolagendzu v médiu
DMEM bez séra. Mechanicky a enzymaticky rozrusena tkan byla v DMEM s 10%
FS prenesena do kultiva¢nich lahvi. Uvedenou procedurou byly burky jednak
pfimo uvolnény ztkané, a jednak migrovaly zexplantat(i. Buriky se déle
rozristaly, a po dosazeni konfluence byly trypsinizovdny, zmrazeny v DMEM

s 10% FS a 10% DMSO a uchovany v tekutém dusiku pro dalsi experimenty.

4.4 Kultivace bunék:

S buntkami bylo pracovano v laminarnim boxu. Kryozkumavka s hladkymi
svalovymi burikami (HSB) byla rozmrazena ve vodé o teploté ptiblizné 37 °C.
Suspenze bunék byla sterilné pfenesena do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15
ml. K suspenzi bylo pfidano 5 ml média DMEM s 10% ES. Suspenze byla fadné
promichdna. Zkumavka se suspenzi byla centrifugovana pfi 300 g po dobu 5
minut. Centrifugaci byly oddéleny bunky (peleta) od média (supernatant).
Supernatant byl odlit. K suspenzi bunék bylo pfidano 7 ml kultivacniho média
(DMEM +10% ES). Na kultivacni lahev (S = 75 cm?) bylo nalito 7 ml kultivaéniho
média, knémuz bylo pifidano 7 ml suspenze z centrifugaéni zkumavky.

Suspenze byla promichana a rovnomérné rozprostiena na dné kultivac¢ni lahve.
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Bunky byly kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C v atmosfére vzduchu s 5%
CO, dokud buriky nedosahly konfluence. V experimentech byly pouzity burnky

vzdy ve 2. - 3. pasazi.

4.5 Trypsinizace bunék — priprava HSB pro dalSi praci

S bunikami bylo pracovano v lamindrnim boxu. Pomoci mikroskopu bylo
zjisténo, zda burniky dosahly konfluence. Z kultiva¢ni lahve bylo sterilné
odstranéno médium. Bunky byly promyty 6 ml PBS (fyziologicky roztok
pufrovany fosfaty). K burikdm byly pfidany 2 ml roztoku trypsinu s EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctova). Buriky byly s roztokem trypsinu-EDTA (0,5
g trypsinu, 0,2 g EDTA v 11 PBS) inkubovany 2 minuty v termostatu pfi teploté
37 °C v atmosfére vzduchu s 5% CO.. Pomoci mikroskopu bylo zjiSténo, zda jsou
buriky uvolnény ode dna kultiva¢ni lahve. K burikdm s trypsinem bylo pfidano
8,5 ml média DMEM s10% FS. Tim byla inhibovana proteolytickd aktivita
trypsinu. Lahev byla nékolikrat oplachnuta suspenzi s burikami a suspenze byla
prenesena do centrifugacni zkumavky, kde byla celd smés znovu promichana.
Ze zkumavky bylo odebrano 0,5 ml suspenze pro zjisténi celkového poctu bunék
na mililitr v suspenzi. Zbylych 10 ml bun€k bylo centrifugovano pii 300 g po
dobu 5 minut. Byl odlit supernatant. Bunky byly nafedény na potfebnou

koncentraci pro nasledujici experimenty.

4.6 Automatické stanoveni poctu a viability bunék v suspenzi na
Cell counteru

Na pristroji Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer byl stanoven pocet HSB na
mililitr a jejich viabilita. Obé tato stanoveni probihaji automaticky. Do pristroje
byla vloZena kyveta s 0,5 ml suspenzi bunék v médiu. Viabilita byla urcena
pomoci trypanové modfi, kterd barvi mrtvé bunky. Builky byly spocitany

pristrojem v 50 zornych polich a koncentrace piepocitana na mililitr.
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4.7 Priprava rekombinantniho galektinu-3

Galektin-3 byl pro experimenty poskytnut Oddélenim biotransformaci MBU
a byl pfipraven rekombinantni syntézou v E. coli dle postupu uvedeného ve

studii Bumba et al., 2018 [23].

4.8 Inkubace bunék s galektinem-3

HSB byly nasazeny do 96jamkovych desticek. Do jedné jamky bylo nasazeno
5000 buné€k v 200 pl média. Polovina jamek s burikami byla inkubovdna v DMEM
5 0,5% FS a druhd polovina v médiu s10% FS. Po jednom dni bylo k burikdm
pridano cerstvé médium s primési galektinu-3 o réiznych koncentracich (0; 0,1;

0,3;1; 3; 10 uM). Buniky byly inkubovany 1 a 4 dny v termostatu pti 37 °C.

4.9 Neprimé stanoveni proliferace bunék

Pro nepfimé stanoveni proliferacni aktivity HSB bylo pouZito stanoveni

metabolické aktivity bunék pomoci barviva resazurin.

4.9.1 Princip

Mitochondrie v burice metabolizuji resazurin. Méfi se zména jeho zbarveni
z modré na rtizovou, kdy r@izové zbarveni znaci oxidaci NADH+H na NAD+.
Resazurin se zméni na resorufin (rdZovy redukovany). Tato zména znaci
metabolickou aktivitu buriky (tj. redukéni potencial). ZvySeni koncentrace NAD+
je pfimo tmérné zvyseni koncentrace resorufinu. Cim vice je jamka zbarvena do
riizova, tim vétsi je redukéni potencial bunék, coz se povazuje za pfimo imérné

poctu bunék.
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4.9.2 Postup:

Po inkubaci s galektinem-3 bylo z 96jamkové desticky snasazenymi HSB

odstranéno médium. Burnky byly promyty PBS (100 ul/jamka). Do poloviny

jamek byla pfidana smés 0,5% FS + DMEM bez fenolové cervené a resazurin

(4 uM), a do druhé poloviny smés 10% FS + DMEM bez fenolové cervené a

resazurin (4 uM). Buriky se smési byly inkubovany v termostatu pfi teploté 37 °C

po dobu 4 hodin. Po 4 hodinach byly desticky s burikami vyndany a z jamek byly

odstranény bubliny. Desticku byla spektrofotometricky méfena na multi-mode

readeru Synergy HT (BioTek, USA). Byla zméfena fluorescence: Excitace: 530/25

nm, Emise: 590/35 nm. Jako blank slouzilo médium s resazurinem bez inkubace

s burikami. Vysledek byl zpracovan do grafu.

Tabulka 1: pfiprava smési pro barveni resazurinem

jamek + 3 na

blank)

objemu mixu

Resazurin ES DMEM bez
fenolové cervené
Do jedné Redéni 100x 10%, 2%, 0,5% - | Doplnit do
jamky 100 pl vypocet objemu | celkového
mixu. (K poctu FS k celkovému | objemu

4.10 Imunofluorescencni barveni markert hladkych svalovych bunék

a galektinu-3:

4.10.1 Princip:

Bunky byly permeabilizovany. Byla navadzana primdrni protilatka na

antigenni struktury na burice, které chceme zobrazit. Na primarni protilatku byla
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navazana sekundarni protilatka, kterd je znacena fluorescenénim barvivem.

Bunky pozorujeme pod mikroskopem.

4.10.2 Postup:

Buriky byly nasazeny na 24jamkovou desticku. Do jedné jamky bylo nasazeno
20 000 bunék v 0,5 ml média. Buniky rostly do bodu konfluence. Po dosazeni
konfluence bylo z bunék odstranéno médium a byly promyty PBS. Poté byly
bunky fixovany 4% paraformaldehydem. Nasledné byly inkubovany v 1%
albuminu s 0,1% Triton-X 100 v PBS po dobu 20 minut pfi pokojové teploté.
Albumin na bunkdch zablokuje nespecifickd vazebna mista pro protilatky a
Triton slouZzi jako detergent pro permeabilizaci bunééné membrany. Roztok byl
odstranén a byl pridan 1% Tween-20 v PBS, se kterym byly bunky opét
inkubovany 20 minut pfi pokojové teploté. Tween rovnéz slouzi jako detergent

k permeabilizaci bunééné membrany. Buriky byly promyty PBS.

Pro barveni markerti kontraktilniho fenotypu HSB byly bunky inkubovany
s nasledujicimi primarnimi protildtkami: anti a-aktin — mouse (fedéna 400x), anti
myosin — rabbit (fedéna 400x), anti calponin — rabbit (fedéna 400x) v PBS po dobu
3 hodin ve tmé pfi pokojové teploté. Buriky byly promyty PBS (0,5 ml/jamka/24
desticka). Bunky byly dale inkubovdny s nasledujicimi sekundarnimi
protilatkami: anti mouse konjugovana s Alexou 488 — zelena (fedéna 400x), anti
rabbit konjugovana s Alexou 546 — cervena (fedéna 400x) v PBS ve tmé po dobu
1 hodiny. Do roztoku sekundarni protilatky byl pfimichan Hoechst 33258 na
barveni jader — modra (5 pg/ml). Bunky byly nakonec promyty PBS (0,5
ml/jamka/24jamkova desticka). Do jamek bylo pridan PBS, aby buriky nevyschly.
Buniky byly pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem: zeleny a-aktin,

cerveny calponin, cerveny myosin, modra jadra.
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Pro barveni galektinu-3 v HSB byla ¢ast bunék permeabilizovana (pro barveni
celkového galektinu-3, tj. nachdzejiciho se v burice i na povrchu buriky) a c¢ast
nepermeabilizovana (pro barveni galektinu-3 nachazejiciho se pouze na povrchu
buriky). Buriky byly inkubovany s primdrni protilatkou anti galektin-3 — rabbit
(fedén 400x) v PBS po dobu 3 hodin ve tmé pfi pokojové teploté. Buniky byly
promyty PBS (0,5 ml/jamka/24jamkova desticka). Builkky byly inkubovany se
sekundarni protilatkou anti rabbit konjugovanou s Alexou 488 — zelena (fedéna
400x) s pridavkem barviva Hoechst 33258 na barveni jader — modra (fedén 200x)
vPBS ve tmé po dobu 1 hodiny. Bunky byly promyty PBS (0,5
ml/jamka/24jamkova desticka). Do jamek byl pfidan PBS, aby buriky nevyschly.
Bunky byly pozorovany fluorescencénim mikroskopem: zeleny galektin-3, modra

jadra.

4.11 Fluorescencni barveni

Bunikky po nepfimém stanoveni metabolické aktivity byly fixovany 4%
paraformaldehydem. Nasledné byly inkubovany v 1% albuminu s 0,1% Triton-X
100 v PBS po dobu 20 minut pfi pokojové teploté. Albumin na burikach zablokuje
nespecifickd vazebnd mista a Triton slouZzi jako detergent pro permeabilizaci
bunécéné membrany. Roztok byl odstranén a byl pfidan 1% Tween-20 v PBS, se
kterym byly bunky opét inkubovany 20 minut pfi pokojové teploté. Tween
rovnéz slouzi jako detergent k permeabilizaci bunécné membrany. Bunky byly

promyty PBS (100 pl/jamka).

Pro barveni cytoskeletu a jader hladkych svalovych bunék byly bunky
inkubovany v roztoku s fluorescenénimi barvivy pro aktinovy cytoskelet —
phalloidin-TRITC p1951 (0,77 ug/ml; cervena), a pro jadra — hoechst 33258 (5
ug/ml; modrd) po dobu 1 hodiny ve tmé (50 pl/jamka/96jamkova desticka).
Bunky byly promyty PBS. K burikdm bylo pfiddno PBS, aby nevyschly. Buriky
byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem: cerveny cytoskelet, modra jadra.
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4.12 Stanoveni apoptodzy:

Apoptdza byla stanovena pomoci annexinu-V a propidium jodidu. Apoptoza
se déli na ¢asnou a pozdni. Pfi ¢asné apoptdze dochdzi ke zméndm na bunécné
membrané. Dochazi k pfesunu phosphatidylserinu z vnitfni ¢asti do vnéjsi ¢asti
bunééné membrany (oznaceni burikky pro makrofagy, Ze burlky prochazi
apoptézou). Na phosphatidylserin se navaZe annexin-V s navdzanym zelenym
fluoresceinem. Pfi pozdni apoptdze nejen Ze je navazan annexin-V na bunécné
membrané, ale rovnéZz vznikaji v bunééné membrané trhliny, jimiZ se dostane
dovnitf burikky propidium jodid, ktery barvi bunécné jadro cervené. Uvedenym
barvenim lze tudiz odlisit buriky apoptotické od bunék nekrotickych a od bunék
zdravych. Pokud je burika nekrotickd, nema jiz bunéénou membranu, a tudiz se
zobrazi pouze jeji jadro pomoci propidium jodidu. Pokud je burika zdrava,
nedochdzi k navdzani annexinu-V ani k priiku propidium jodidu do bunky

(protokol — annexin-V flow cytometry Kkit) [24].

4.12.1 Stanoveni apoptdézy na adherovanych burnkach

Bunky byly nasazeny do 96jamkovych desti¢ek. Do jedné jamky bylo nasazeno
5000 bunék v 200 pl média. Bunky se byly inkubovany v termostatu pfi 37 °C do
dosazeni konfluence bunék. Poté byly buriky promyty PBS. K burikdm byl pfidan
DMEM bez fenolové cervené s galektinem-3 o rtiznych koncentracich (0,3; 1; 3; 10
uM). Buniky byly s galektinem-3 inkubovany 4 hodiny v termostatu o teploté 37
°C. Po inkubaci byly buniky promyty PBS a byl k nim pfiddn annexin-V (nafedén
50x) s propidium jodidem (nafedén 50x) a hoechstem 33342 (5 pug/ml). Annexin-
V barvi zelené buriky prochdzejici apoptdzou. Propidium jodid barvi cervené
jadra mrtvych bunék. Hoechst 33342 barvi jddra vSech bunék. Buriky s barvivy
byly inkubovany 15 minut. Poté byly buniky promyty PBS a byl k nim pfidan PBS,
aby nevyschly. Buniky byly pozorovany pod mikroskopem.
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4.12.2 Stanoveni apoptozy bunék v suspenzi s vyuZitim pritokového cytometru

Bunky byly trypsinizovany (viz kapitola 4.5). Bunky byly nafedény na
vyslednou koncentraci 0,5 mil./ml a inkubovany s 10 uM galektinem-3 a 100 mM
laktézou. Buniky byly krouzivym pohybem promichdny a inkubovany na ledu
po dobu 1,5 hodiny na antiadhezivni desticce. Poté byly buriky preneseny do
96jamkové desticky (200 ul suspenze na jamku). Kazda smés (tj. nebarvena,
s propidium jodidem, s annexinem-V a s propidium jodidem + annexinem-V)
byla pfenesena do 4 jamek. Pfed prenesenim byla kazdd smés znovu fadné
promichdna. 96jamkova desticka byla centrifugovana pfi 300 g po dobu 5 minut.
Po centrifugaci bylo médium od bunék odstranéno a k bunikdm byly pfidany
roztoky podle daného barveni (inkubaéni pufr, propidium jodid nafedény
inkuba¢nim pufrem, annexin-V nafedény inkubaénim pufrem a propidium jodid
+ annexin-V nafedéné inkubaénim pufrem). Buriky byly promichdny na vortexu
a nasledné inkubovany s barvivy 10 minut ve tmé pfi pokojové teploté. Bunky
byly méfeny na pratokovém cytometru rychlosti 50 pl/minutu. Vysledky byly

zpracovany do grafi.

4 .13 Mikroskopie, analyza a zpracovani mikrofotografii

Fluorescen¢né barvené vzorky byly pozorovany v mikroskopu Olympus IX71
pomoci digitalni kamery DP71. Fotografie byly snimdny v programu cellSens
Standard a nasledné upraveny v programu Image]. Fotografie jader byly

zpracovany a jadra pocitana rovnéz v programu Image].

4.14 Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program SigmaPlot. Byla vyuzita
metoda One-Way ANOVA. Byl pouzit Holm-Sidakiiv test. Hladina vyznamnosti
p byla <0,05. Statistické metody byly aplikovany na vysledky ziskané
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z nepfimého stanoveni proliferace bunék a na vysledky z manudlniho stanoveni

poctu bunék.
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5 VYSLEDKY

5.1 Exprese hladkosvalovych markerd v bunécnych kulturach
izolovanych z plicni arterie potkana

U bunéénych kultur izolovanych z plicni arterie potkana byla nejprve ovéfena
pritomnost typickych hladkosvalovych marker(i pomoci imunofluorescenéniho
barveni. Bunky byly barveny protildtkami proti a-aktinu, kalponinu
a hladkosvalovému myosinu, které predstavuji casny, stfednédoby a pozdni

ukazatel maturace HSB smérem ke kontraktilnimu fenotypu.

Buriky po kultivaci a pasaZovani uz nemaji typicky vietenovity tvar, ale
ziskavaji tvar spiSe polygonalni. Buniky v hypoxickych i normoxickych kulturach
exprimovaly a-aktin. U vétSiny bunék byl a-aktin zformovan do vlaken,
v nékterych burikach vsak byl a-aktin distribuovan pouze difuzné. U nékterych
buné€k byla pozorovana také exprese kalponinu (Obrazek 5). Mezi hypoxickymi

a normoxickymi burikami nebyl patrny Zadny rozdil v expresi téchto markert.

a-aktin Kalponin Kombinace s jadry

Hladké
svalové
bunky —
hypoxické

Hladké
svalové
burnky —
normoxické

Obrazek 5: imunofluorescencni barveni markerii hladkého svalu v bunécnych kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A-C) nebo normoxii (D-F).
V bunécnych kulturdch byla vizualizovdna pfitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a kalponinu (B,
E; Cervend). Zobrazeny jsou rovnéZ jednotlivé barevné kandly dohromady spolecné s modre
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nabarvenymi jadry (C, F). Mikroskop 1X71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétseni objektivu
x20, méfitko 50 um.

Myosin nebyl u bunék pozorovan. (Obrazek 6).

a-aktin Myosin Kombinace s jadry

Hladké
svalové
bunky —
hypoxické

Hladké
svalové
buriky —
normoxické

Obrdzek 6: imunofluorescencni barveni markerii hladkého svalu v bunécénych kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A-C) nebo normoxii (D-F). V
bunécnych kulturdch byla vizualizovdna pfitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a myosinu (B, E;
Cervend). Zobrazeny jsou rovnéz jednotlivé barevné kandly dohromady spolecné s modie
nabarvenymi jadry (C, F). Mikroskop IX71 Olympus, digitdlni kamera DP71, zvétseni objektivu
x20, métitko 50 um.

5.2 Exprese galektinu-3 v hladkych svalovych bunkach

Bylo také provedeno porovndni hladkosvalovych bunék hypoxickych

a normoxickych v zavislosti na obsahu galektinu-3 uvnitf a na povrchu burnky.

Galektin-3 je u nepermeabilizovanych bun€k obarven pouze na povrchu
bunécné membrany (protilatka nepronika pres bunécnou membranu).
U permeabilizovanych bunék dochdzi kbarveni galektinu-3 také v jadie
a cytoplazmé. Na mikrofotografiich je mozné pozorovat, Ze u hypoxickych
i normoxickych HSB se galektin-3 vyskytuje na bunécné membrané (Obrazek 7A,
C). U permeabilizovanych bunék je viditelnd zvySend intenzita fluorescence ve

srovnani s nepermeabilizovanymi burikami (Obrazek 7B, D). To znaci, Ze
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prevazna cast galektinu-3 je vbunkdch lokalizovdna predevsim
vintraceluldrnim  prostoru. U  hypoxickych bunék byl galektin-3
v intraceluldrnim prostoru viceméné rovnomérné distribuovan, zatimco u bunék
normoxickych byla zvysena exprese galektinu-3 pozorovana pfedevsim v oblasti
bunéénych jader (Obrazek 7 B, D). V nékterych cdstech jader neni exprese
galektinu-3 patrna (Obrazek 7B, D — erné tecky v oblasti zelené obarvenych

jader).

Nepermeabilizované Permeabilizované

A
Hladké
svalové
buriky -
hypoxické

G
Hladké
svalové
bunky -
normoxické

Obrazek 7: imunofluorescencni barveni galektinu-3 v bunéénych kulturdch izolovanych
z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A, B) nebo normoxii (C, D). V bunéénych
kulturdch byla vizualizovana pritomnost galektinu-3 (zelend) v nepermeabilizovanych buiikdich
na povrchu bunécné membriny (A, C) a v permeabilizovanych butikdch v oblasti jadra butiky (B,
D). Mikroskop IX71 Olympus, digitilni kamera DP71, zvétseni objektivu x20, méfitko 50 um.

Nebyl pozorovan vyrazny rozdil v intenzité fluorescence galektinu-3 u
hypoxickych a normoxickych bunék. Byly nalezeny nékteré abnormalné velké

HSB, které nejspise vypliiuji prostor po burnikdch apoptotickych.
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5.3 Vliv rekombinantniho galektinu-3 na proliferaci hladkych
svalovych bunék

V nésledujicim experimentu byly hladké svalové bunky (HSB) kultivovany
srlznymi koncentracemi rekombinantniho galektinu-3 ve standardnim
kultivacnim médiu DMEM s 10% FS po dobu 1 a 4 dni. U bunék byla nepfimo
stanovena jejich proliferace méfenim jejich metabolické aktivity fluorescenéni
metodou vyuZzivajici resazurin. Soucasné byly také kvantifikovany pocty bunék
pomoci barveni jader s naslednou analyzou mikroskopickych poli v programu

Image].

U bunék kultivovanych v DMEM s10% FS byl pozorovan mirny nartst
metabolické aktivity se zvySujici se koncentraci rekombinantniho galektinu-3
v médiu. Hypoxické HSB vykazovaly statisticky vyznamné zvySeni metabolické
aktivity zejména 4. den po pfidani rekombinantniho galektinu-3 v koncentracich
1-10 pM. U normoxickych HSB byl patrny ndrtist metabolické aktivity 1. den p¥i
10 uM koncentraci rekombinantniho galektinu-3 a také 4. den pfi 3 uM
koncentraci galektinu-3 (obrazek 8A). Kvantifikace poctu jader prokdzala mirné
zvyseny pocet bunék ve vzorku normoxickych HSB 1. den po inkubaci s 10 pM

galektinem-3 (Obrazek 8B).
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Metabolicka aktivita HSB v DMEM s 10% FS
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Obrazek 8: hladké svalové buriky inkubované v médiu s 10% FS s riiznymi koncentracemi
galektinu-3. U bunék byla méfena metabolickd aktivita (A) a kovantifikovdny pocty jader
v mikroskopickych zornych polich pomoci programu Image] a piepocitiny na povrch jamky (B).
Priimeér + smérodatnd odchylka ze ti jamek. One-Way ANOVA, Holm-Siddkiiv test, p < 0,05. *-
vzorek se statisticky vyjznamné lisi ve srovndni s kontrolnim vzorkem v daném dni bez pfidavku
galektinu-3.

U bunék byl také vizualizovan aktinovy cytoskelet barvenim pomoci
phalloidinu (obrazek 9). Na mikrofotografiich je patrné, ze 4. den je bunék vice
neZ 1. den po inkubaci s galektinem-3, ale buriky jsou mensi. Velky tbytek bunék

byl pozorovan 4. den v 10 uM koncentraci galektinu-3 u normoxickych HSB.
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Hladké svalové buriky - hypoxické
Gal-3 Ctrl O uM 1uM 10 uM

1. Den

4. Den

Hladkeé svalové burky - normoxické
Gal-3 Ctrl O pM 1uM 10 uM

1. Den

4. Den

Obrazek 9: fluorescencni barveni cytoskeletu hladkych svalovych bunék v kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A-F) nebo normoxii (G-L).
V bunécnych kulturdch v DMEM s 10% FS byl vizualizovin aktinovy cytoskelet phalloidinem
(Cervend) a jadra Hoechstem 33258 (modrd) v riiznych koncentracich galektinu-3. Mikroskop
IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétseni objektivu x10, méritko 100 um.

Sirokd $kala bunéénych kultur je standardné kultivovdna v mediich
s obsahem fetadlniho séra v rozmezi10-20 %. Vysoky obsah séra ma za tkol zajistit
buitkkdm dostatecny pfisun rastovych faktort nebo dalSich proteint
a bioaktivnich molekul, které nasledné pozitivné stimuluji proliferaci bunék. Pfi

zkoumani vlivu rtznych latek na proliferaci bunék v médiu miize byt ovSsem

41



vysoky obsah fetdlniho séra nezadouci. Fetdlni sérum obsahuje celou fadu
proteinti a molekul, které se zkoumanou latkou mohou interagovat a maskovat
tak jeji skute¢ny efekt na burky [25; 26]. V dalSim pokusu byl proto efekt
galektinu-3 ovéfen jeho pfidanim k burikdm do média s obsahem pouze 0,5 %
FS. Tato koncentrace séra je dostacujici pro zachovani viability a proliferacniho

potencialu HSB (Obrazek 10).

U hypoxickych HSB byl pozorovan pokles metabolické aktivity 1. a 4. den po
pridani galektinu-3 v koncentracich 1-10 uM. U normoxickych HSB metabolicka
aktivita vyrazné poklesla 1. den pouze v nejvyssi koncentraci galektinu-3 a 4. den
byl jiz pokles patrny u vSech sledovanych koncentracich galektinu-3 (Obrazek
10A). Stanoveni poctu jader ovsem neukdzalo vyznamnéjsi pokles poctu bunék
vlivem galektinu-3, pouze 4. den u normoxickych HSB pfi pouziti koncentrace

0,3 aluM (Obrazek 10B).
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Metabolicka aktivita HSB v DMEM s 0,5% FS
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Obrdzek 10: hladké svalové buriky inkubované v médiu s 0,5% FS s riiznymi koncentracemi
galektinu-3. U bunék byla méfena metabolickd aktivita (A) a kvantifikoviny pocty jader
v mikroskopickych zornych polich pomoci programu Image] a piepocitany na povrch jamky (B).
Priimér + smérodatnd odchylka ze tif jamek. One-Way ANOVA, Holm-Sidikiiv test, p < 0,05. *
- vzorek se statisticky vyznamné lisi ve srovndni s kontrolnim vzorkem v daném dni bez pridavku
galektinu-3.

Pfi vizualizaci cytoskeletu je ovSem jasné patrné, ze u bun€k pridavkem

galektinu-3 doslo k rozpadu cytoskeletu, a na dné jamky byla pozorovana pouze
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jadra jiz mrtvych bunék (Obrazek 11), coz vysvétluje nesoulad pfi porovnani

poctu jader s metabolickou aktivitou ve vzorcich.

Hladkeé svalové bunky - hypoxické
Gal-3 Ctrl O uM 1uM 10 uM

1. Den

4. Den

Hladké svalové buriky - normoxické
Gal-3 Ctrl O pM 1uM 10 uM

1. Den

4. Den

Obrazek 11: fluorescencni barveni cytoskeletu hladkych svalovych bunék v kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A-F) nebo normoxii (G-L).
V bunécnych kulturach v DMEM s 0,5% FS byl vizualizovin aktinovy cytoskelet phalloidinem
(Cervend) a jadra Hoechstem 33258 (modrd) v riiznych koncentracich galektinu-3. Mikroskop
IX71 Olympus, digitilni kamera DP71, zvétseni objektivu x10, méfitko 100 um.



5.4 Apoptoticky ucinek rekombinantniho galektinu-3 v hladkych
svalovych bunkach

Z ptedchoziho pokusu je patrné, Ze rekombinantni galektin-3 zptsobuje
rozpad cytoskeletu a bunécnou smrt. V literatufe je galektin-3 casto
charakterizovan v zavislosti na extraceluldrni ¢i intracelularni lokalizaci jako
pro-apoptoticky nebo anti-apoptoticky protein [3]. Konfluentni bunky
v 96jamkové desti¢ce byly inkubovany po dobu 4 hodin s galektinem-3 o
rtiznych koncentracich (3, 10, 30 uM) a byl k nim pfiddn inhibitor galektinu-3
laktéza (Obrazek 12). Buriky byly obarveny pomoci kitu annexin-V-FLUOS.
Annexin-V barvi cytoplazmatickou membranu bunék prochdazejicich apoptézou
(zelena fluorescence), propidium jodid slouzi k barveni jader mrtvych bunék
(Cervena fluorescence) a Hoechst 33324 slouZzi k oznaceni celkového poctu jader
(zivych i mrtvych; modra fluorescence; Obrazek 12). Byla spocitdna jadra
mrtvych a Zivych bunék a bylo vypocitdno procentudlni zastoupeni mrtvych

bunék v dané koncentraci galektinu-3 (Obrazek 13).

Na mikrofotografiich je mozné pozorovat, Ze jiz pfi pouziti 3 uM galektinu-3
dochdzi k pronikani propidium jodidu do jader, a tedy k bunécné smrti. Vyssi
koncentrace galektinu-3 poté zptlisobuji uplny rozpad bunéénych membran
(zelena fluorescence v okoli jader). VSechny pouzité koncentrace galektinu-3

zptisobily smrt téméf vSech bunék v jamce (Obrazek 13).

Déle je z mikrofotografii ziejmé, Ze ptidavek laktozy vyrazné inhibuje
negativni efekt galektinu-3 (Obrdzek 12). Nejvétsi rozdil v procentudlnim
zastoupeni mrtvych bunék po inhibici laktézou je pfi 3 pM koncentraci
galektinu-3. Ve vyssich koncentracich galektinu-3 neni tcinek inhibitoru tak

vyrazny (Obrazek 13).
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Uspofadani experimentu s adherovanymi burikami v 96jamkové desticce
ovsem neumoZznuje pfesnou kvantifikaci bunék v casné apoptoze (zelena

fluorescence cytoplazmatické membrany neni na mikrofotografiich jasné patrna).
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Bez laktozy S laktézou (100 mM)

Obrazek 12: fluorescencni barveni apoptézy hladkych svalovych bunék v kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii. V bunécnych kulturach byla
vizualizovdna rand apoptoza (zelend bunécna membrdna), pozdni apoptéza (Cervend jadra a
zelend bunéénd membrdna) a nekréza (Cervend jadra). Zivé buiiky jsou zobrazeny modrym
barvenim jader. Mikroskop IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétseni objektivu x10,
méritko 100 pm.
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procentualni zastoupeni mrtvych bunék v zavislosti na
koncentraci Gal3

120,00

100,00 95,98 91,49 88,49

79,26
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bez laktézy W s laktézou (100 mM)

Obrdzek 13: procentudlni zastoupeni mrtvych bunék v zdvislosti na koncentraci Gal-3
v médiu a pridavku laktozy. Procentudlni zastoupeni mrtvych bunék ve vzorku bylo vypocitano
jako pomér mrtvych bunék (Cervenda fluorescence jader) k celkovému poctu bunék v zornych polich
(modrd fluorescence jader).

Z tohoto dtivodu byla apoptéza bunék kvantifikovdna na priitokovém
cytometru. Buriky byly inkubovany s 10 uM galektinem-3 a 100 mM laktézou po
dobu 1,5 hodiny na tajicim ledu (4°C). Buriky byly obarveny pomoci kitu annexin-
V-FLUOS. Annexin-V barvi cytoplazmatickou membranu bunék prochdzejicich
apoptdézou (zelena fluorescence), propidium jodid slouzi k barveni jader mrtvych
bunék (¢ervena fluorescence). Barvivo bylo inkubovano s buttkami 10 minut p¥i
pokojové teploté. V této kombinaci casu a teploty bunlky nevykazovaly
v kontrolnim vzorku pfilis velké mnozstvi mrtvych bunék. Nejprve byl zméten
kontrolni vzorek, tj. vzorek bunék neovlivnénych galektinem-3, podle kterého se
nastavily hranice, kde se nachézeji vitalni buriky. Nasledné byl zméfen vzorek
s galektinem-3 a vzorek s galektinem-3 a laktézou. V kazdém vzorku bylo

zméreno 10 000 bunék.

Hypoxické bunky mély jiz v kontrolnim vzorku 9,9 % bunék prochazejici

ranou apoptozou a 5,52 % bunék prochazejici pozdni apoptdzou. Nekrotickych
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bunék bylo 0,77 % a 83,81 % bunék bylo Zivych (Obrazek 14A). Po inkubaci
s galektinem-3 doSlo k vyraznému ndrlistu procentudlniho zastoupeni
apoptotickych bunék - 27,62 % bunék prochazejicich ranou apoptézou a 25,47 %
bunék prochdazejici pozdni apoptdzou. Procentudlni zastoupeni nekrotickych
bunék po inkubaci s galektinem-3 ziistalo téméf nezménéno (0,83 %). Zivych
bunek bylo 46,08 % (Obrazek 14B). Po inkubaci s galektinem-3 a laktozou doslo
k vyraznému potlaceni apoptotického tcinku galektinu-3 — ve vzorku bylo pouze
12,74 % bunék prochdzejicich ranou apoptdzou, 6,3 % bunék prochdzejicich
pozdni apoptézou a 0,6 % bunék bylo nekrotickych. Zivych bunék bylo 80,5 %
(Obrazek 14C).

Normoxické burnky v kontrolnim vzorku bez pfidani galektinu-3 obsahovaly
4,18 % bunék v rané apoptdze, 3,9 % bunék v pozdni apoptoze a 0,17 % bunéek
nekrotickych. Zivych bunék bylo 91,75 % (Obrazek 14G). U normoxickych bunék
byl pozorovan obdobny efekt galektinu-3 jako u hypoxickych bunék. Bunky
inkubované s galektinem-3 mély 9,74 % bunék v rané apoptdze, 18,19 % bunék
v pozdni apoptdze a 0,44 % bunék bylo nekrotickych. Zivych bunék bylo 71,63 %
(Obrazek 14H). Po inkubaci bunék s galektinem-3 a lakt6zou bylo 6,73 % bunék
prochdzejicich ranou apoptozou, 9,6 % bunek prochdazejicich pozdni apoptoézou

a 0,17 % bunék bylo nekrotickych. Zivych bunék bylo 83,4 % (Obréazek 14I).

U hypoxickych bunék je tedy po inhibici galektinu-3 laktézou zhruba o 34 %
vice zivych bunék neZ u inkubace pouze s galektinem-3. U normoxickych bunék
je ptiblizné o 11 % vice zivych bunék. Z toho je patrné, Ze laktéza je dobry
inhibitor galektinu-3, protoze procentudlni zastoupeni bunék zivych, bunék
v rané apoptoze, v pozdni apoptoze a nekrotickych bunék je priblizné stejné jako
v kontrolnim vzorku bez pfidani galektinu-3. Rovnéz je zajimavé, Ze negativni

ucinek galektinu-3 je vyraznéjsi u hypoxickych bunék.
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Obrazek 14: kvantifikace apoptozy hladkych svalovych bunék v kulturdch izolovanych
z plicnich arterii potkanii vystavenych hypoxii (A-F) nebo normoxii (G-L) priitokovou cytomerii.
Ctrl Pi+A — kontrolni vzorek bez inkubace s galektinem-3 (A, D, G, ]J), Gal3 Pi+A: buriky
inkubované s galektinem-3 (B, E, H, K), Gal3+L Pi+A: buriky inkubované s galektinem-3
s inhibitorem laktézou (C, F, 1, L). Q-1: nekrotické buiiky (pouze cervend jadra), Q-2 buriky v
pozdni apoptoze (Cervend jadra a zelend bunécna membrdana), Q-3 Zivé buiiky (neobarvené), Q-4
buriky v rané apoptoze (pouze zelend bunéénda membrana). Mikroskop 1X71 Olympus, digitalni
kamera DP71, zvétseni objektivu x10, métitko 100 um.
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6 DISKUZE

Pro ovéfeni pfitomnosti (tj. identity) hladkosvalovych  bunék
v primokulturach izolovanych z plicnich arterii potkanti byly pouzity specifické

markery, kterymi jsou a-aktin, kalponin a myosin.

Aktin obecné je protein hojné se vyskytujici hlavné v eukaryotickych burikach.
V burikach plni mnoho diileZitych funkci od pohyblivosti buriky a udrzovani
jejiho tvaru a jeji polarity aZ po regulaci transkripce. Uastni se vice interakci
protein-protein nez jakykoli jiny protein a je schopny pfechdzet mezi
monomernimi globuldrnimi (G-aktin) a polymernimi vldknitymi stavy (F-aktin).
Aktin se vyskytuje vizoformach a, 3 a vy. Isoforma a je typickd pro zralé
diferencované HSB kontraktilniho fenotypu, zatimco ostatni dvé isoformy se
vyskytuji v nezralych HSB i v jinych bunéénych typech. Alfa-aktin je povazovan
za Casny marker diferenciace bunék smérem ke hladkosvalovému fenotypu [27;

28; 29; 30].

Kalponin ma tfi isoformy: alkalickou, neutralni a acidickou. Alkalicka forma
je selektivni biomarker pro diferencované hladké svalstvo. Neutralni a acidické
isoformy jsou Sifeji exprimovany. VSechny isoformy jsou proteiny vazajici aktin
a reguluji aktivitu myozinové APTazy. Kalponin je povazovan za stfednédoby

marker diferenciace bunék smérem ke hladkosvalovému fenotypu [28].

Myosin v hladkém svalu, podobné jako v srde¢nim a kosternim svalstvu, ma
spolecnou kontrakci s aktinem zaloZenou na tzv. ,cyklu kfizeni mosti” (cross-
bridge cycling), tj. sledu molekuldrnich udalosti, které jsou zdkladem teorie
posuvného vldkna. Cross-bridge formace a myosin-ATPazova aktivita je
regulovana primdrné fosforylaci myosinovych regulacnich lehkych fetézcu.
Fosforylace téchto fetézcti je dulezitd pro aktivaci hladkosvalového myosinu

a iniciaci kontrakce. Takto se d4 rozeznat natazeny svalovy myosin, ktery je

51



enzymaticky aktivni pfi absenci fosforylace. Pfitomnost téZkého retézce myosinu
je povazovana za pozdni (tj. pokrocily) marker diferenciace bunék smérem ke

hladkosvalovému fenotypu [28].

V HSB izolovanych z plicni arterie potkant vystavenych hypoxii a normoxii
byla pozorovana pritomnost a-aktinu a kalponinu, ovSéem myosin pozorovan
nebyl. To bylo nejspiSe zptisobeno kultivaci in vitro v statickém systému, kdy
dochézi k vymizeni exprese nékterych kontraktilnich markerti (hlavné tézkych
fetézci myosinu a cytoskeletarniho proteinu smoothelinu), coz je spojeno

s pfechodem bun€k z kontraktilniho na synteticky fenotyp [29].

Dal8i moZznou pficinou rychlé fenotypické modulace HSB a ztraty myosinu
bylo i ziskdni HSB explanta¢ni metodou, tj. jejich migraci z explantati tkané,
ktera byla jen ¢astecné natravena kolagenazou. Ve védecké studii Christen et al.
2015 byla proto upfednostnéna metoda tiplné enzymatické digesce tkdné, protoze
umoznuje zahrnout populaci HSB co nejreprezentativnéjsi pro prostfedi zdravé
cévni stény in vivo. HSB se mimo jiné vyrazné barvily na a-aktin a myosin, a oba
proteiny mély typickou strukturu. Imunofluorescencni barveni ukdzalo, Ze
bunky Cderstvé izolované vykazuji pfitomnost a-aktinu a tézkych fetézct
myosinu, ale po 7 dnech kultivace intenzita zbarveni myosinu klesla pfiblizné
o polovinu, a v paté pasazi dokonce az na 3 % ptivodni hodnoty. Tento trend

potvrdil i denzitometricky sken imunoblott [31].

U HSB izolovanych z plicni arterie potkant vystavenych hypoxii nebo
normoxii byl  rovnéz  obarven  galektin-3  u permeabilizovanych
a nepermeabilizovanych bunék. Galektin-3 u HSB izolovanych z plicni arterie
potkanti vystavenych hypoxii nebo normoxii byl nalezen u permeabilizovanych

bunék v okoli bunécéného jadra, pricemz v oblasti jadra byly pozorovany neurcité
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inkluze. V nepermeabilizovanych burikach byl galektin-3 pozorovan velmi slabé

na bunécné membrané.

Galektin-3 muze byt lokalizovan jak intraceluldrné, tak extracelularné.
Galektin-3 se nachazi hlavné v intracelularnich kompartmentech jako je jadro,
cytosol a v membranovitych strukturach. Jeho lokalizace zavisi na typu bunék a
na specifickych experimentdlnich podminkdch. V jadfe lze galektin-3 nalézt
difuzné v nukleoplazmé a mitize byt spojen sfadou diskrétnich bodovych
struktur. Ty mohou odpovidat subnuklearnim strukturdm charakterizovanym
odlisSnymi ultrastrukturdlnimi rysy nebo specifickymi markerovymi proteiny,
které jsou pod svételnou mikroskopii vidét jako shluky granuli interchromatinu,
tecky, Cajalova téliska atd. Extracelularné se galektin-3 vdZe na bunécnou
membranu. Neni citlivy na oxidaéni inaktivaci, ale N-termindlni fetézec mtize

byt blokovan acetylaci [32].

Galektin-3 byl izolovan z fibroblastt, nadorovych bunék, myeloidnich bunék,

epitelidlnich a endotelovych bunék a z HSB [17].

V naSich experimentech byla intenzita exprese galektinu-3 srovnatelna
u hypoxickych a normoxickych bunék. Dle védecké studie autorti Kataoka et al.
2019 hypoxie zvySuje expresi galektinu-3. Lidské bunééné linie
nemalobunécénych karcinomti plic A549 a LK-2 byly kultivovany za hypoxickych
(2 % O2) nebo normoxickych (21 % Oz) podminek po dobu 72 hodin. V obou
liniich mél protein zvySenou expresi pfi hypoxii ve srovnani s normoxii. Poté
byla zméfena hladina vylucovaného galektinu-3 a bylo zjisténo, ze hladina
vylucovaného galektinu-3 neni hypoxii ovlivnéna. OvSem dochdzi k akumulaci
cytoplazmatického galektinu-3 [33]. Vsouladu stimto ndlezem jsme
u hypoxickych HSB  pozorovali rovnomeérnou distribuci galektinu-3

v cytoplazmatické oblasti bunék, zatimco u normoxickych HSB byl galektin-3
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prednostné lokalizovan v oblasti jadra (Obrazek 7B, D). Kndartstu exprese
galektinu-3 dochdzi po vystaveni hypoxii také u endotelovych bunék [34].
VnaSich experimentech byla vsak intenzita fluorescence galektinu-3
v hypoxickych HSB obdobna jako v normoxickych burikach. Pficinou by mohl
byt fakt, Ze bunky po izolaci z plicnich arterii potkanti vystavenych normoxii
¢i hypoxii byly dale kultivovany pouze v normoxickych podminkach.
Domnivame se, Ze u hypoxickych bunék doslo vlivem vystaveni normoxickym
podminkdm k poklesu exprese galektinu-3 na stejnou hladinu jako
u normoxickych bunék, a proto nebyl pozorovan vyznamny rozdil v jeho expresi

u normoxickych a hypoxickych bunék.

K HSB izolovanym z plicni arterie potkanti inkubovanych v hypoxii nebo
normoxii byl pfidan rekombinantni galektin-3 o rtiznych koncentracich a byla
zméfena proliferace bunék. V kultivaénim médiu s 10% FS byl pozorovan mirny
nartst proliferace pouze pii pouziti vysokych koncentraci galektinu-3 (1 — 10
uM). Naopak s pribyvajici koncentraci galektinu-3 v médiu s 0,5% FS byl
pozorovan pokles proliferace. Galektin-3 ma vliv na bunéény rtst, kontroluje
bunéény cyklus a podili se na regulaci apoptdzy. Proliferace a diferenciace
urcitych typti bunék je doprovazena snizenou ¢i zvySenou expresi galektinu-3.
Endogenni i exogenni galektin-3 muze specifickym zptisobem indukovat ¢i
inhibovat bunécny riist nebo pfimo bunéénou diferenciaci. Zda exogenni
galektin-3 podporuje ¢i naopak inhibuje bunéény rust, zavisi na typu bunky;
napf. pokud byl rekombinantni galektin-3 pfiddan do klidovych kultur
normalnich plicnich fibroblastii (koncentrace 0,1 - 10 pg/ml), stimuloval syntézu
DNA a indukoval proliferaci, pficemz k nejvyssimu nartstu proliferace doslo
vjeho nejvyssi koncentraci [3; 35]. ZvySend proliferace 24 hodin po piidani
rekombinantniho galektinu-3 (koncentrace 1 a 10 ug/ml) byla pozorovana také u
HSB z plicni arterie potkant a také u fibroblasti ze srdci z potkant (0,1 — 10

ug/ml) [6; 36]. Naopak rekombinantni galektin-3 inhiboval proliferaci bunék
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kostni dfené potkana vyvolanou faktorem stimulujicim kolonie. Po 7 dnech
inkubace s 100 nM galektinem-3 doslo k zastaveni proliferace, a tento ti¢inek byl
zvracen pridanim 50 mM laktosy [37]. Inhibi¢ni vlastnosti galektinu-3 jsou
zprostfedkovany jeho interakci s vhodnym glykokonjugatem na povrchu buriky
[3]. Nase vysledky ukazuji spiSe na negativni efekt galektinu-3 na proliferaci
HSB. Je zajimavé, Ze se tento negativni vliv neprojevuje u bunék kultivovanych
v médiu s 10% FS, kde vysoké koncentrace galektinu-3 naopak proliferaci bunék
mirné podporuji. Obdobny jev byl zaznamenan napiiklad pfi kultivaci HSB
s lysofosfatidylcholinem [25]. V médiu s 10% FS tato sloucenina proliferaci bunék
podporovala, naopak pfi kultivaci v médiu s 1% FS mél lysofosfatidylcholin
negativni efekt na proliferaci. Bylo také prokdzano, ze fetdlni sérum inhibuje
apoptdzu indukovanou neomycinem v linii vlaskovych bunék sluchového tstroji
[26]. Domnivame se, Ze v nasem pripadé neckteré slozky ze séra interaguiji

s galektinem-3 a tim blokuji jeho negativni vliv na proliferaci bunék.

U galektinu-3 je také popisovana pro- a antiapoptotickd aktivita. Obecné se
uvadi, Ze intraceluldrni galektin-3 se chova spiSe jako antiapoptoticky faktor a
extracelularni galektin-3 jako proapoptoticky faktor. Intracelularni galektin-3
chrani rtizné typy bunék pfed apoptozou v reakci na riizné podnéty. Avsak ve
védecké studii Lee et al. 2003 byla prokdzdna proapoptotickd aktivita i u
intracelularniho galektinu-3, u néhoz se ukdzalo, ze jeho nadmérna exprese
(vyvolana transfekci bunék) potencuje apoptézu-indukujici ligand, pribuzny
s TNF, ktery indukuje cytotoxicitu [3; 38]. ZnaSich vysledkt je patrné, Ze
pridavek rekombinantniho galektinu-3 indukuje apoptézu HSB. 90 minut po
inkubaci s 30 uM galektinem-3 doslo k vyraznému nartistu v zastoupeni rané i
pozdné apoptotickych bunék; na zastoupeni nekrotickych bunék galektin-3 vliv
nemél (Obrazek 14). Indukce apoptozy po pridani exogenniho galektinu-3 byla

detekovana napiiklad u T-lymfocytti [39]. Pfidavek galektinu-3 do média
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zpusobil také pokles exprese antiapoptotickych proteinti v endotelovych

bunkach [34].

Dle naSich vysledkii pridavek laktézy kbunkdm vyrazné inhibuje
proapoptoticky ucinek galektinu-3. Laktoza je pfirozené se vyskytujici (-
galaktosid schopny vazat se na galektin-3. Laktoza byla tispésné pouzita v fadé
studii pro inhibici ucinku rekombinantniho galektinu-3. Pfidavek laktozy
v milimolarnich koncentracich byl napriklad schopen zabranit vazbé galektinu-
3 na povrch bunék a také blokovat nasledné biologické tcinky galektinu-3, jako

je napriklad proliferace, migrace nebo apoptdza bunék [6; 35; 40].
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7 ZAVER
Cilem experimentalni c¢asti prace bylo charakterizovat vliv galektinu-3 a jeho

inhibitoru na chovani bunéénych primokultur izolovanych ze srdce a cévni stény.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze:

Hladké svalové bunky z plicnich arterii potkant exprimuji galektin-3

Pridavek rekombinantniho galektinu-3 do kultivacniho média s 0,5 %

fetdlniho bovinniho séra ma vyznamné negativni vliv na proliferaci

HSB

e Kultivaéni médium s 10 % fetalniho bovinniho séra maskuje negativni
vliv rekombinantniho galektinu-3 na proliferaci bunék

e Pfiinkubaci hypoxickych nebo normoxickych HSB s rekombinantnim
galektinem-3 buriky podléhaji apoptdze

e apoptoticky ucinek galektinu-3 je vyraznéjsi u hypoxickych bunék

e Pro potlaceni apoptdzy bunék byla pouzita laktoza, kterd se projevila

jako tc¢inny inhibitor apoptotického efektu galektinu-3

Na vysledky této bakaldfské prace bude navdzdno dal$im vyzkumem
zabyvajicim se endogennim galektinem-3 produkovanym hladkymi svalovymi
burikami, endotelovymi burikami cév a srde¢nimi fibroblasty, a jeho inhibici pro

nasledné potencidlni vyuziti pfi lé¢bé hypoxické pulmonalni hypertenze.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP — adenosintrifosfat

Bcl-2 - rodina proteint obsahujici BHI fetézec

BHI - protein obsahujici NWGR a ptisobici antiapoptoticky
CAT - kataldza — fazni protein

CRD - sacharid rozpoznavajici vazebna doména
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMOS - dimethylsulfoxid

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

ER - endoplazmatické retikulum

FS — fetalni bovinni sérum

GTP - guanosintrifosfat

HIPK?2 — homodoména-interagujici protein kindza 2
HSB - hladké svalové bunky

CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc
LGALS3 - gen kodujici galektin-3

MBU - mikrobiologicky tstav
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NAD+/NADH+H - oxidovany/redukovany nikotinamidadenindinukleotid

ND — N-terminalni doména

NF-kB — nuklearni faktor kB

NWGR - tasek CRD ptisobici antiapoptoticky

PBS - fyziologicky roztok pufrovany fosfaty

RUNX - runt-related protein

SMC - smooth muscle cells

TNF - faktor nddorové nekrdzy (tumor necrosis factor)
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10 SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU

Obrazek 1: skupiny galektinti a jejich proteinova struktura. Prototypova
skupina (prototype) s dvéma identickymi doménami rozpoznavajicimi sacharid
(CRD), skupina tandemovych repetic (tandem repeat) s dvéma odliSnymi CRD
a chimérova skupina (chimera) s jednou CRD a jednou nelektinovou doménou
(N-terminalni fetézec). Obrazek pfevzat z védecké studie Wang et al. 2019 [7]..14

Obrazek 2: schéma proteinové struktury galektinu-3. Monomer galektinu-3
s doménou rozpoznavajici sacharid (carbohydrate recognition domain — CRD),
na niz se vaze vazebny partner galektinu-3 (galectin-3 binding partner),

s doménou pfipominajici kolagen (collagen-like domain) a s N-terminalni
doménou (N-terminal domain). Monomer (A) se v kvarterni struktufe sklada do
pentameru (B). Obrazek prevzat z védecké studie Fortuna-Costa et al. 2014 [8].15

Obrazek 3: struktura galektinu-3. N-termindlni fetézec (N-terminal
extension, modra), sklada se ze 110-130 aminokyselin; 33,5 % fetézce je shodnych
se sekvenci kolagenu la (II) hovézi chrupavky. Vazebnd doména rozpoznavajici
sacharid (CRD, zelend), se sklada ze 130 aminokyselin, struktura je tvofena 2
antiparalelnimi { listy z 5-6 B-vlaken. Na doménu je navazana laktéza (lactose,
Cervenad), ktera je jejim vazebnym partnerem. Obrazek prevzat z védeckeé studie
Hughes, 2001 [10]. ...c.coouimimiiiiiiiiiiiccicccciccessssssssssssss s 16

Obrazek 4: vazba galektinu-3 na struktury nachdzejici se na bunééné
membrané, jako jsou receptory (E) — diky nim dochdzi k navazani cytokint a
ristovych faktord a k bunécné reakci na né, integriny (D) — pomahaji vazbé
s extraceluldrni matrix, glykosylované molekuly (B) — pomahaji fidit chovani
buniky a jeji adhezi (C). Na obrazku je také zobrazena sekrece monomeru
galektinu-3 (A), které pak v extracelularnim prostoru oligomerizuji. Na obrdzku
jsou zobrazeny nadorové buiiky. Obrazek prevzat z védecké studie Fortuna-

Costa et al. 2014 [B]. couveeueereeeierierieetesterte ettt ettt ste et e st et e s te st e sbesssesseessesnsesaeenseens 19
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Obrazek 5: imunofluorescenéni barveni markert hladkého svalu
v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich arterii potkanti vystavenych
hypoxii (A-C) nebo normoxii (D-F). V bunéénych kulturach byla vizualizovdna
pritomnost a-aktinu (A, D; zelend) a kalponinu (B, E; ¢ervend). Zobrazeny jsou
rovnéz jednotlivé barevné kanaly dohromady spole¢né s modre nabarvenymi
jadry (C, F). Mikroskop IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétSeni
objektivu x20, MEFItKo 50 UM ....c.coviiiiiiiiiiiiiiic e 36
Obrazek 6: imunofluorescen¢ni barveni markert hladkého svalu
v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich arterii potkant vystavenych
hypoxii (A-C) nebo normoxii (D-F). V bunéénych kulturach byla vizualizovdna
pfitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a myosinu (B, E; ¢ervend). Zobrazeny jsou
rovnéz jednotlivé barevné kandly dohromady spole¢né s modre nabarvenymi
jadry (C, F). Mikroskop IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétSeni
objektivu x20, MEFIKo 50 M. ....c.cuivivimiiiiriiiiicicicicicccccccccccc e 37
Obrazek 7: imunofluorescen¢ni barveni galektinu-3 v bunécénych kulturdch
izolovanych z plicnich arterii potkanti vystavenych hypoxii (A, B) nebo
normoxii (C, D). V bunéénych kulturach byla vizualizovadna pfitomnost
galektinu-3 (zelend) v nepermeabilizovanych bunkach na povrchu bunééné
membrany (A, C) a v permeabilizovanych burikach v oblasti jadra buriky (B, D).
Mikroskop IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétseni objektivu x20,
METTEKO 50 UM 1ottt 38
Obrazek 8: hladké svalové buriky inkubované v médiu s 10% FS s riznymi
koncentracemi galektinu-3. U bunék byla méfena metabolicka aktivita (A) a
kvantifikovany pocty jader v mikroskopickych zornych polich pomoci
programu Image] a pfepocitany na povrch jamky (B). Praimér + smérodatnd
odchylka ze tii jamek. One-Way ANOVA, Holm-Sidakav test, p < 0,05. *- vzorek
se statisticky vyznamneé lisi ve srovnani s kontrolnim vzorkem v daném dni bez

pridavku galektinu-3. ... 40
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Obrazek 9: fluorescencni barveni cytoskeletu hladkych svalovych bunék
v kulturach izolovanych z plicnich arterii potkant vystavenych hypoxii (A-F)
nebo normoxii (G-L). V bunéénych kulturach v DMEM s 10% FS byl
vizualizovan aktinovy cytoskelet phalloidinem (¢ervena) a jaddra Hoechstem
33258 (modra) v riiznych koncentracich galektinu-3. Mikroskop IX71 Olympus,
digitalni kamera DP71, zvétSeni objektivu x10, méfitko 100 pm. ........ccceevviruennes 41
Obrazek 10: hladké svalové buriky inkubované v médiu s 0,5% FS s riiznymi
koncentracemi galektinu-3. U bunék byla méfena metabolicka aktivita (A) a
kvantifikovany pocty jader v mikroskopickych zornych polich pomoci
programu Image] a prepocitany na povrch jamky (B). Primér + smérodatnd
odchylka ze t¥i jamek. One-Way ANOVA, Holm-Sidakiv test, p < 0,05. * -
vzorek se statisticky vyznamné lisi ve srovnani s kontrolnim vzorkem v daném
dni bez pridavku galektinu-3.........cccccooviiviiiniiiiiiiiiicee 43
Obrazek 11: fluorescencni barveni cytoskeletu hladkych svalovych bunék
v kulturach izolovanych z plicnich arterii potkant vystavenych hypoxii (A-F)
nebo normoxii (G-L). V bunéénych kulturach v DMEM s 0,5% FS byl
vizualizovan aktinovy cytoskelet phalloidinem (cervend) a jddra Hoechstem
33258 (modra) v rtiznych koncentracich galektinu-3. Mikroskop IX71 Olympus,
digitalni kamera DP71, zvétSeni objektivu x10, méfitko 100 pm. ........ccccevueneee. 44
Obrazek 12: fluorescencni barveni apoptozy hladkych svalovych bunék
v kulturach izolovanych z plicnich arterii potkant vystavenych hypoxii.
V bunéénych kulturdch byla vizualizovdna rand apoptdza (zelena bunééna
membrana), pozdni apoptoza (¢ervenad jadra a zelena bunécna membrana) a
nekréza (Cervena jadra). Zivé buriky jsou zobrazeny modrym barvenim jader.
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Obrazek 13: procentudlni zastoupeni mrtvych bunék v zavislosti na
koncentraci Gal-3 v médiu a pfidavku laktozy. Procentualni zastoupeni

mrtvych bunék ve vzorku bylo vypocitano jako pomér mrtvych bunék (Cervena
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s galektinem-3 (B, E, H, K), Gal3+L Pi+A: buniky inkubované s galektinem-3
s inhibitorem laktozou (C, F, I, L). Q-1: nekrotické buriky (pouze ¢ervend jadra),
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zivé buriky (neobarvené), Q-4 buriky v rané apoptoze (pouze zelena bunééna
membrana). Mikroskop IX71 Olympus, digitalni kamera DP71, zvétSeni
objektivu x10, MEFItKO 100 M. c...viuviiiiiiiiiiiiiicicce e 50



11 SEZNAM POUZITYCH TABULEK

Tabulka 1: pfiprava smeési pro barveni resazurinem.......................coeueene

72



