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Abstrakt

Galektiny jsou skupinou rozpustnych proteini, které patii do rodiny lektini. Tyto proteiny
hraji kli¢ovou roli ve vazbé B-galaktosidli, moduluji interakce ,,buiika—buika“ a ,,bunika—matrix*
a Ucastni se ruznych protein-proteinovych interakci. Galektiny vykazuji specifitu pro N-
acetyllaktosamin (LacNAc), coz je glykosylovany ligand pfitomny v N- a O-glykanech na povrchu
bunck a v extracelularni matrix. Tyto proteiny obsahuji vysoce konzervovanou doménu vazajici
sacharidy (CRD), ktera zprostfedkovava interakci s glykokonjugaty. Specificka struktura CRD
domény umoziiuje galektinim rozpoznavat rizné modifikace LacNAc, coz jim dava schopnost
vykazovat jemnou specifitu vici ligandim v zavislosti na typu tkané a vyvojové fazi organismu.

Galektin-1 (Gal-1) je protein, ktery mliZe existovat jako monomer nebo stabilni homodimer.
Dimer je stabilizovan nekovalentnimi interakcemi mezi monomernimi jednotkami a vykazuje
vysokou afinitu k sacharidim. Monomerni forma si i nadale zachovava schopnost vazat sacharidy,
ale s niz8i afinitou. Galektin-3 (Gal-3) je chimericky galektin, ktery kromé kanonické CRD
obsahuje také N-terminalni doménu. Oba galektiny vykazuji odlisné biologické funkce; napt. Gal-
1 indukuje apoptdzu, zatimco Gal-3 vykazuje antiapoptotickou aktivitu.

Abnormalni exprese galektint, jako jsou Gal-1 a Gal-3, je siln€¢ spojena s onkogennimi
procesy, jako je rist nadort, jejich metastatické Sifeni a vyvoj rezistence vici terapii. V nadorovém
mikroprostfedi mohou galektiny plsobit dvojim zplisobem — bud’ podporuji zanét a proliferaci
nadorovych bunék, nebo inhibuji protinddorovou imunitni odpovéd’, coz hraje kli¢ovou roli v
rozvoji metastaz a terapeutické rezistenci.

V ramci této prace byly produkovany fluorescenéni proteinové konstrukty DsRedMGal-1 a
eYFPGal-3. Tyto proteiny byly nasledné¢ pouzity k testovani vazby galektini na povrch
nadorovych bunék DLD1 v pfitomnosti inhibitoru — laktozy, kterd vykazuje afinitu ke galektinm.

Vazba galektinli na bunéény povrch byla nasledné ovéfena metodou pritokové cytometrie.
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Abstrakt

Galectins are a group of soluble proteins that belong to the lectin family. These proteins play
a crucial role in the binding of [B-galactosides, modulating "cell-cell" and "cell-matrix"
interactions, and participating in various protein—protein interactions. Galectins exhibit specificity
for N-acetyllactosamine (LacNAc), a glycosylated ligand present in N- and O-glycans on the cell
surface and in the extracellular matrix. These proteins contain highly conserved carbohydrate-
binding domains (CRD), which allow them to interact with glyconjugates. The specific structure
of CRD enables galectins to recognize various modifications of LacNAc, granting them the ability
to exhibit subtle specificity for ligands depending on the tissue type and developmental stage of
the organism.

Galectin-1 (Gal-1) is a protein that exists either as a monomer or as a stable homodimer. The
dimer is stabilized by non-covalent interactions between the monomeric units and shows a high
affinity to carbohydrates. The monomeric form also retains the ability to bind carbohydrates, but
with a lower affinity. Galectin-3 (Gal-3) is a chimeric galectin that, in addition to the canonical
carbohydrate-binding domain (CRD), also contains an N-terminal domain. Both galectins exhibit
different biological functions: Gal-1 induces apoptosis while Gal-3 exhibits anti-apoptotic activity.

Abnormal expression of galectins, such as Gal-1 and Gal-3, is strongly associated with
oncogenic processes, including tumor growth, metastatic spread, and the development of therapy
resistance. In the tumor microenvironment, galectins can act in two ways — either promoting
inflammation and proliferation of tumor cells or inhibiting the anti-tumor immune response, which
plays a key role in metastatic development and therapeutic resistance.

In this study, fluorescent protein constructs DsRedMGal-1 and eYFPGal-3 were produced.
These proteins were then used to test the binding of galectins to the surface of DLD1 tumor cells
in the presence of the inhibitor — lactose, which shows affinity to galectins. The binding of

galectins to the cell surface was subsequently verified using flow cytometry.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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B-bunéény lymfom 2

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)
diferenciacni skupina 4 (cluster of differentiation 4)
diferenciacni skupina 8 (cluster of differentiation 8)
kolorektalni karcinom

doména rozpoznavajici sacharidy (carbohydrate recognition domain)
bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu
dithiothreitol

Escherichia coli

extracelularni matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova

fosfatovy pufr s ptidavkem EDTA

kindzy regulované extracelularnim signalem (extracellular signal-regulated
kinase)
fluorescence activated cell sorter

fluorescencni protein

forward scatter
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galektin-1

galektin-3

guanosintrifostat (guanosine triphosphate)
isopropyl-p-p-thiogalaktopyranosid

N,N'-diacetyllaktosamin

N-acetylaktosamin

medium Luria-Bertani

laminin

kinaza aktivovana proteinem Rase (Mitogen Activated Protein Kinase)
sttedni intenzita fluorescence (Mean Fluorescence Intensity)
N-koncova doména
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PBS fosfatovy pufr s piidavkem NaCl (phosphate-buffered saline)

p-hodnota pravdépodobnostni hodnota

PKC proteinkindza C

PMSF fenylmethylsulfonyl-fluorid

Ras GTPéza regulujici bunécny riist a preziti
ROS reaktivni formy kysliku

SDS dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pfidavkem dodecylsulfatu sodného
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SSC side scatter
TB kultiva¢ni médium Terrific Broth
Tris-Cl pufr Tris s pfidavkem NaCl (T7is-buffered saline)



1. Teoreticky uvod

1.1 Galektiny
1.1.1 Charakteristika galektinii

Galektiny jsou skupinou rozpustnych proteint patficich do rodiny lektint, které se
podileji na vazbé B-galaktosidii a hraji roli v modulaci interakci ,,buiika—bunka* a ,,bunika—
matrix“ ve vSech organismech. Tyto proteiny obsahuji konzervované sekvencni motivy a
mohou se také ucastnit protein-proteinovych interakci. K vazbé na glykosylované receptory
dochazi pti rozpoznani ligandu N-acetyllaktosaminu (LacNAc, Galf1,4GIcNAc) nebo
jinych ligandt s koncovym B-galaktosylem pfitomnych v N- a O-glykanech na bunéénych
povrchovych glykostrukturach. Jednotlivé galektiny jsou schopny rozpoznéavat rizné
modifikace téchto ligandii, coz jim umoznuje vykazovat jemnou specifitu vici ligandim
specifickym pro urcité tkané nebo faze vyvoje. Kazdy c¢len galektinové rodiny obsahuje
alespont jednu vysoce kondenzovanou globularni strukturni doménu CRD (carbohydrate

recognition domain) o ptiblizné 130 aminokyselinach [1,2].

Galektiny byly poprvé pojmenovany v roce 1994 a od té doby se staly predmétem
intenzivniho vyzkumu i diky své roli v Siroké Skale biologickych procesi, véetné¢ modulace

imunitni odpovédi, bunécné adheze, apoptodzy a nddorovych mechanismd.

Momentalng je znamo 15 typi sav¢ich galektini (mezi nimi 12 galektini se nachazi u
lidi), Lze je rozdélit do tii podskupin, které se lisi strukturng, funkéné a podle poctu CRD:
prototypicke, tandemové a chimerické. Prototypické galektiny (Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -
13, -14 a -15) jsou monomery obsahujici pouze jednu CRD, ale s moznosti tvofit
nekovalentni homodimery. Tandemové galektiny (Gal-4, -6, 8, -9 a -12) maji dvé odlisné
CRD propojené peptidovym linkerem. Mezi chimerické galektiny je fazen pouze Gal-3,

obsahujici jednu CRD a N-koncovou polypeptidovou N-termindlni doménu [1,3].
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Obrazek 1. Struktury vybranych ¢lend rodiny galektinti a jejich strukturni klasifikace. Obrazek je
pievzat z [3] a upraveno pomoci aplikaci GIMP [4].

Studie zamétené na expresi galektinti zdiraziuji nékolik klicovych bodu: a) kazdy
organismus obvykle exprimuje vice galektint; b) riizné typy bunék v organismu maji odlisné

sady galektini; c¢) vétSina bun€k obsahuje alespon jeden typ galektinu.

Vyzkum zaméfeny na Gal-1 a Gal-3 béhem embryondlniho vyvoje mysi ukazuje, ze
jednotlivé galektiny jsou exprimovany specificky v zavislosti na tkani nebo fazi vyvoje. U
dospélych mysi je Gal-1 hojné zastoupen v riznych tkanich, zejména v tkanich
mezodermalniho ptivodu. Gal-3 se nachazi v epitelidlnich buiikach, chrupavce a zanétlivych
buiikéach, jako jsou makrofagy. Naproti tomu Gal-4 je prevazné omezen na epitelidlni buiiky
gastrointestinalniho traktu, zatimco Gal-7 se nachazi predevS§im ve vrstvenych epitelech,

jako je epidermis [5].

Tato rozmanita exprese galektinli naznacuje jejich specifickou tlohu v riznych tkanich
a biologickych procesech, coz podporuje jejich dilezitost v regulaci bunécnych funkei jak v

normalnim, tak patologickém stavu [5].

Galektiny jsou syntetizovany na volnych ribozomech v cytosolu bunck, coz jim
umoziuje interakci s bunéénym jadrem a dalSimi intraceluldrnimi kompartmenty [6]. Jejich
exprese muze byt béhem vyvoje organil, tvorby tkdni a diferenciace bunék specificky
regulovana. Koncentrace galektini v bunkach tak muze poskytovat prognostické a
diagnostické informace o riznych zavaznych stavech. Galektiny vykazuji dudlni lokalizaci:
nachazeji se jak v extracelularnim, tak v intracelularnim prostoru. JelikoZz jim chybi klasicka

signalni sekvence na N-konci nezbytna pro konven¢ni sekreci, jsou vylu¢ovany nekonvencni
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sekre¢ni cestou, tedy mimo ER-Golgiho komplex. V extraceluldrnim prostoru se galektiny
vazou na glykokonjugaty na bunéénych povrsich, v extracelularni matrix a na povrsich
patogenti. Naopak intracelularni galektiny se podileji na riznych bunéénych procesech, jako

je sestiih pre-mRNA, regulace bunécného cyklu, rist bunck a apoptoza [6—8].

Galektiny nemaji signalni sekvenci a pronikaji do bunék pomoci exocytické drahy,
ktera je zprostfedkovana exozomy. Exozomy jsou schopné vazat glykosylované ligandy
galektini a vytvaret dynamickou miizku, kterd se podili na regulaci mnoha funkci (napf.
difuze, prostorové usporadani do membranovych oblasti, aktivace a apoptéza T bunck,
transportni procesy). Nékteré funkce jsou zprosttedkovany interakei galektind s proteiny

spiSe nez vazbou na sacharidy [9].

1.1.2 Galektin-1

Galektin-1 (Gal-1) je protein o velikosti 14 kDa, obsahujici 135 aminokyselin a
kédovany genem LGALSI na chromozomu 22q13.1 [10]. Gal-1 je rozpustny a vyskytuje ve
formé monomeru i jako nekovalentni homodimer sestavajici z podjednotek s jednim typem
CRD, ktery je stabilizovan nekovalentnimi vazbami mezi monomery na rozhrani a
pfitomnosti vysoce konzervovaného hydrofobniho jadra. Kazda forma je spojena s
odliSnymi biologickymi funkcemi [2]. Jednou z kliCovych vlastnosti homodimerniho
proteinu Gal-1 je jeho tendence se pfi nizkych koncentracich (K¢ ~ 7 uM) spontanné
disociovat na monomery. Tyto monomerni formy si 1 nadale zachovavaji schopnost vazat
sacharidy, avsak s nizs$i afinitou ve srovnani s dimerem [2]. Kazdy monomer Gal-1 ma Sest
cysteinovych zbytkl (Cys-2, Cys-16, Cys-42, Cys60, Cys-88 a Cys-130), jejichz redoxni

stav vyrazn¢ ovliviiuje funkci proteinu.
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Obrazek 2. Struktura homodimerniho lidského Gal-1 proteinu. Je tvofen B-sendvi¢em sloZzenym ze
dvou antiparalelnich B-listdl, z nichZ jeden obsahuje pét vlaken (F1-F5) a druhy Sest vldken (S1-
S6a/b). N- a C-konce kazdého monomeru jsou umistény na rozhrani dimeru, pficemz CRD jsou
lokalizovany na opacnych koncich téze strany, ¢imz se vytvaii zaporné€ nabité vazebné misto ve
vazebné drazce [2]. Obrazek byl vytvofen pomoci programu PyMol [11]. Soubor PDB byl pievzat z
databaze RCSB Protein Data Bank [12].

1.1.3 Galektin-3

Galektin-3 (Gal-3) je chimericky typ galektinu s pfibliznou molekulovou hmotnosti
29 az 35kDa. Obsahuje 14 kDa CRD a je kédovan genem LGALS3 lokalizovanym na
chromozomu 14, lokus q21-q22 [13]. Pivodné byl objeven v peritonealnich makrofazich
mysi a dostal ndzev MAC-2 [9].

Gal-3 se vyznacuje tim, ze kromé& kanonické CRD umisténé na C-konci, ktera je
hlavnim nositelem lektinové aktivity Gal-3 [14], obsahuje také N-termindlni doménu, ktera
se nevaze na sacharidy a sklada se ze 110-166 aminokyselin, v zavislosti na druhu (120
aminokyselin u ¢lovéka a az 166 aminokyselin u psa) [9]. Tato N-termindlni doména se
sklada z opakujicich se sekvenci deviti aminokyselinovych zbytkd bohatych na prolin,
glycin, tyrosin a glutamin, pfi¢emz postradéa nabité nebo velké hydrofobni postranni fetézce
[9]. Specificka sekvence Pro—Gly—Ala—Tyr—Pro—Gly umoznuje autooligomerizaci Gal-3,
coz dale podtrhuje jedinecné postaveni Gal-3 v rodin¢ galektinti [15]. N-termindlni doména
rovnéZ nese fosforylacni mista a dalsi prvky dtlezité pro intracelularni lokalizaci a sekreci

Gal-3 [16].
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Globularni C-terminalni doména Gal-3, sloZzend z pfiblizné 130-135 aminokyselin,
zahrnuje celé misto pro vazbu na sacharidy, a je tak hlavnim nositelem lektinové aktivity
Gal-3 [14].

Gal-3 m4 afinitu k laktéze (Lac, Kqg = 1 mM) a LacNAc (Kq= 0,2 mM), jak bylo
stanoveno pomoci vazebného testu [17], coz je srovnatelné s jinymi galektiny, ale odliSuje
se vyssi afinitou ke komplexnéjSim oligosacharidim. Tato vlastnost vychazi z rozsiten¢ho
vazebného mista Gal-3, které umoziuje vazbu delSich oligosacharidovych struktur [14].
K takovym ligandiim patii polyLacNAc - polymer N-acetyllaktosaminu slozeny z LacNAc
jednotek spojenych vazbou B(1,3), ktery se vyskytuje na riznych molekulach extracelularni
matrix a bunéfnych povrsich. Gal-3 se vaze preferencné na vnitini a koncové zbytky
LacNAc v oligosacharidu [18]. Gal-3 ma téz, na rozdil od jinych galektind, afinitu k N,N'-
diacetyllaktosaminu (LacdiNAc). Vazba oligosacharidii je spojena s konformacnimi
zménami a tendenci Gal-3 vytvaret vyssi struktury [6,14]. Kromé& toho miZze Gal-3
interagovat s bunéénymi povrchovymi proteiny, vcetné¢ mucind, integrini a Mac-2-

vazebného proteinu [19].

Obrazek 3. Struktura Gal-3 v komplexu s laktézou. Gal-3 je protein obsahujici C-koncovou (CRD)
a N-koncovou doménu, kterd nese né€kolik opakovani motivu  prolin-tyrosin-
glycin. Rentgenostrukturni analyza odhalila konzervativni motiv (dva antiparalelni B-listy sloZené z
peti a Sesti B-fetézch) typicky pro CRD galektinti [14]. Obrazek prevzat z [20].
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Gal-3 se nachazi ve vétsin¢ tkani dospélého organismu, pficemz behem
embryonalniho vyvoje jeho exprese zavisi na typu tkdn¢€ a fazi vyvoje. Gal-3 je exprimovan
v raznych bunécnych kompartmentech vcetné jadra, cytoplazmy a mitochondrii, na
bunécném povrchu a v extracelularnim prostoru. Exprese Gal-3 je nejCastejsi v epitelidlnich
a myeloidnich bunkach, ale jeho pfitomnost byla zaznamenédna v Siroké Skale dalSich
bunécnych typt [9,17]. Mezi tyto buiky patii epitelidlni a endotelidlni bunky traviciho a
dychaciho systému, dendrické buriky, buiiky rohovky, spojivky, slinivky, stitn¢ zlazy, ledvin
a jater. K nejvyssi expresi Gal-3 dochazi v plicich, slezin€, zaludku, stfevu, vajecnicich a
déloze. V urcitych tkanich je exprese Gal-3 indukovatelnd; napiiklad v neposkozeném
myokardu je exprese velmi nizka, ale pii poskozeni tkdn¢ dochézi k jejimu rychlému
zvyseni, coZ naznacuje roli Gal-3 v procesu opravy tkani [6]. Kromé toho je Gal-3 detekovan
v bunikdch imunitni odpovédi, jako jsou neutrofily, eosinofily, dendritické buiiky a rizné
typy makrofagli. Ackoli lymfocyty bézné¢ Gal-3 neexprimuji, mize byt jeho exprese
vyvolana specifickymi stimuly. Patologicka exprese Gal-3 se rovnéz objevuje v riznych
nadorovych tkéanich, naptiklad ve slinivce, jatrech, tlustém sttevé, prsou, plicich, prostaté a

Stitné Zlaze, coz naznacuje jeho roli signdlniho proteinu v progresi rakoviny [9].

1.1.4 Funkce Gal-1 a Gal-3

Gal-1 a Gal-3 predstavuji dva z nejvice studovanych ¢leni rodiny galektint diky jejich
hojnému vyskytu a vyznamnym funkcim. Zatimco Gal-1 indukuje apoptézu v rtiznych
typech bunék vcéetné nezralych T bunék, Gal-3 je znamy svou antiapoptotickou aktivitou.
Zajimavé je, ze Gal-3 dokaZe blokovat inhibi¢ni vliv Gal-1 na rhst neuroblastomovych
bun¢k v kultufe. Tato rGznorodost funkci galektini je zvlasté vyznamnd v kontextu
nadorového bujeni [18].

Abnormalni exprese galektinti, jako jsou Gal-1 a Gal-3, je Casto spojena s rozvojem
nador1, jejich progresi a klinickou agresivitou. Nadorové buiiky produkuji galektiny, které
maji protichlidné u€inky na imunitni buiiky: mohou bud’ podporovat zanét, nebo tlumit
imunitni odpoveéd’, v zavislosti na podminkéach mikroprostiedi nddoru. Tento jev je dulezity
pro vznik metastdz a rezistenci viici terapii [18].
imunitnim dohledem a reguluje funkci T buné€k — od jejich ptezivani az po homeostazu —
vcetné indukce imunologické tolerance v ranych fazich téhotenstvi [2,7,10]. Dale Gal-1

ovlivituje jak vrozenou, tak adaptivni imunitni odpovéd’ — potlacuje autoimunitni zanéty,
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tlumi alergické a antibakterialni reakce, reguluje funkci B lymfocyti a moduluje angiogenezi
1 ¢innost mikroglii [21].

Gal-1 je exprimovan v Sirokém spektru tkdni a bunécnych typli a jeho Gcinky se
projevuji jak intracelularné, tak extracelularné€. Uvniti buiiky plisobi jako sestfihovy faktor
a zapojuje se do bunécné signalizace, zatimco v extraceluldrnim prostoru se vyskytuje
predevsim v redukované formé, ktera vaze sacharidové struktury na bunééném povrchu.
Diky tomu hraje zasadni roli v mezibunééné adhezi a interakci s extracelularni matrix,
naptiklad zesitovanim integrinti, lamininu nebo fibronektinu [2].

Kromé apoptozy ovlivitluje Gal-1 1 dalSi biologické procesy, vcetné bunécné
transformace, ristu a migrace, vyvoje nervového systému a svalové diferenciace. Zvysena
exprese Gal-1 v nadorech nebo jejich okoli je ¢asto spojena s pokrocilou malignitou a horsi
prognozou, nebot’ podporuje naddorovou invazivitu a tvorbu metastaz. Oxidovana forma Gal-
1, kterd postrada lektinovou aktivitu, hraje vyznamnou roli v regeneraci nervové tkang,
zejména stimulaci migrace Schwannovych bun¢k a podporou regenerace axonti v periferni

nervove soustave [2].
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Obrazek 4. Extracelularni funkce Gal-1 jsou zalozeny na jeho schopnosti vazat sacharidy, zatimco
intracelularni interakce se odehravaji nezavisle na sacharidech a zahrnuji Gal-1 a dalsi proteiny. Pro
rustovou inhibici zpiisobenou Gal-1 jsou klicové funkEni interakce s integrinem oaS5p1.
Antiproliferativni €inky vychazeji z inhibice drahy Ras-MEK-ERK a nasledné aktivace transkripce
p27; dvé mista vazby pro faktor Spl v promotorové oblasti genu CDKNIB (kodujici p27) hraji
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zasadni roli v odpovédi na Gal-1. Inhibice kaskddy Ras-MEK-ERK zprostfedkovana Gal-1 zvySuje
transaktivaci Spl, pfiCemz vazba na DNA je spojena se snizenou fosforylaci threoninu Sp1. Kromé
toho Gal-1 podporuje transkripci p21 a selektivné zvysuje stabilitu proteinu p27. Tato akumulace
p27 ap21 zprostiedkovana Gal-1 inhibuje aktivitu Cdk2 a nakonec vede k zastaveni bunécného cyklu
ve fazi G1 a k potlaceni ristu. ZvétSeni bunécné motility vyvolané Gal-1 je spojeno se zvySenou
expresi rhoA a zménami v polymerizaci aktinového cytoskeletu. Gal-1 je transportovan z cytosolu
na bunéénou membranu H-Ras-GTP nezavisle na laktdze, coz vede ke stabilizaci H-Ras-GTP a
shlukovani H-RAS-GTP s Gal-1 v mikrodoménach bez raftt. Nasledné dochazi k vazbé na Raf-1
(nikoli na PI3Kinazu) a k aktivaci signdlni drahy ERK. Jaderny Gal-1 interaguje s Gemin4 a je ko-
imunoprecipitovan s jadernymi SMN komplexy, které se podileji na splicingové dréze [2]. Obrazek
je prevzat z [2] a upraven pomoci aplikace GIMP [4].

Gal-3 se ucastni mnoha patologickych procesii, mezi nimiz je zanét, bunécna
proliferace a kontakty mezi buitkami nebo bunikami a matrix. Gal-3 miize byt detekovan u
mnoha patogennich stavlii od chronickych zanéth ptes kardiovaskuldrni a metabolické
poruchy az po nadory —a je perspektivni i pro vyuziti jako diagnosticky ¢i prognosticky
biomarker, naptiklad pfi srdecnim selhéni, fibroze, gliomech nebo myokardidlni dysfunkci
[8].

Gal-3 hraje vyznamnou roli v Siroké Skale biologickych funkci a je klicovy jak v
extracelularnim, tak v intracelularnim prostfedi. Extraceluldrni Gal-3 podporuje adhezi,
migraci a invazi nadorovych bungk, stejné jako apoptoézu nekterych imunitnich bunék, coz
umoznuje nadoru unikat imunitni odpovédi. Intracelularni Gal-3 pak pfispiva k preziti
nadorovych bunék a zvysuje jejich rezistenci viici chemoterapii. Gal-3 moduluje komunikaci
mezi jadrem, mitochondriemi a dal$imi cytoplazmatickymi strukturami. Pisobi také v
komunikaci mezi buitkkami (napfiklad pfi jejich aktivaci a chemoatrakci) a mezi bunikami a
extracelularni matrix. Tim reguluje bunécny rist, proliferaci, diferenciaci a také prozanétlivé
a profibrotické procesy, které jsou tizce spjaty s patologickymi stavy, jako je fibroza, zanét
a nadorova onemocnéni. Mimo jiné Gal-3 tidi bunécny cyklus tim, Ze mize zastavit bunky
v G1 nebo G2/M fazi, podporuje rist bunck a vykazuje antiapoptotické u€inky, ¢imz chrani
buiiky pfed smrti zplisobenou ztratou ukotveni nebo aktivaci Fas receptoru. Dale se podili
na procesu sestfihu pre-mRNA, podporuje interakce mezi buitkami a adhezi k extracelularni
matrix, ¢imzZ zajist'uje stabilitu bunécného prostiedi [8,19].

Pro svou schopnost pretvaret nadorové mikroprostiedi a podporovat preziti bunék je
Gal-3 oznacovan jako ,,strdzce nadorového mikroprostredi® [15]. Studie ukazuji, ze u€inek
Gal-3 miiZe byt specificky pro dany typ nadoru — zatimco u nékterych nadorti je jeho exprese
spojena s horsi progndzou, u jinych mize mit opacny efekt. Gal-3 tak nelze povazovat za
univerzalni biomarker, ale spiSe za funkéni marker, ktery by mél byt kombinovan s dalSimi

ukazateli pfi hodnoceni progrese nadoru [8,9].
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Obrazek 5. Schematické zndzornéni (pato)fyziologickych ucinkli galektinu-3 ukazuje, ze
fyziologické procesy jsou oddéleny tenkou ¢arou od patologickych scénaid, jako jsou podnéty k
sekreci extracelularni matrix (ECM) nebo chemotakticka signalizace pro infiltraci imunitnich bun¢k.
Bcl-2 oznacuje B-bunéény lymfom 2; ERK piedstavuje kindzy regulované extracelularnim signalem;
NT se vztahuje k N-koncovému konci/doméné; PKC je zkratka pro protein kinazu C; a ROS oznacuje
reaktivni formy kysliku. Obrazek je pfevzat z [15] a upraven pomoci aplikaci GIMP [4].

Tento piehled o roli galektint, zejména Gal-1 a Gal-3, v nadorovém mikroprostredi
zdiraziuje jejich potencial jako cile pro nové terapeutické strategie zamétené na modifikaci

imunitni odpovédi a zpomaleni progrese nadoru.

1.1.5 Gal-1 a Gal-3 v kolorektalnim karcinomu

Nédory traviciho traktu zahrnuji nadorovd onemocnéni postihujici rizné casti
traviciho systému, jako jsou Zaludek, jétra, tlusté sttevo a slinivka bfi$ni. Tyto typy rakoviny
jsou znamé svou agresivitou a tendenci rychle vytvafet metastazy, coz zdlraziuje potiebu
nalézt efektivni terapeutické cile pro jejich uspésnou lécbu.

Kolorektalni karcinom (CRC) je tfeti nejcastéjsi maligni onemocnéni a zaroven druhy
typ rakoviny po celém svété, s 1,9 milionu novych ptipadt a 900 000 imrti v roce 2020.
Postihuje mize i zeny témét stejné, s pfiblizné 400 000 piipady u muzi a 381 000 u zen

rocn€. V rozvinutych zemich screening a v€asna diagnostika ptispély ke zlepSeni pétiletého
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preziti pacienti s CRC, pfesto vSak u piiblizné 25 % pacient stale dochazi k rozvoji
onemocnéni do 4. stadia, zatimco dalSich 25 az 50 % pacientli s ¢asnymi stadii onemocnéni
pozdéji Celi rozvoji metastaz. Budouci progndzy ziistavaji neptiznivé; odhadem do roku
2040 pocet nové diagnostikovanych ptipada rakoviny presdhne 28 miliont a pocet imrti
zpisobenych rakovinou dosahne 16 miliont. Proto je klicové zamétit se na identifikaci
novych molekularnich cild, které mohou vyrazné ptispét k vyvoji ti¢innéjsich terapeutickych
pristupt [13,22,23].

Gal-3 je spojen s rozvojem a malignitou celé fady nadorti, vCetné¢ karcinomu
pankreatu, hepatocelularniho karcinomu, kolorektalniho karcinomu, rendlniho karcinomu,
zalude¢niho karcinomu, spinocelularniho karcinomu jicnu, karcinomu nosohltanu, plic,
melanomu, glioblastomu a lymfomu. Naopak u nékterych typi rakoviny, jako jsou karcinom
prsu, nemelanomova rakovina kiize, rakovina prostaty, endometrialni karcinom a leukémie,
vykazuje Gal-3 funkci supresoru kancerogeneze [24].

Nadprodukce Gal-3 je spojena s horsi prognézou u kolorektalniho karcinomu (CRC).
Piiblizné 80 % bioptickych vzorkit CRC vykazovalo vyrazné zvySené mnozstvi Gal-3 ve
srovnani s normalni tkdni, zejména u pacientl s pfitomnosti vzdalenych metastdz. Zvysena
exprese Gal-3 byla pozorovana i u karcinomu zaludku, kde navic exprese Gal-3 a jeho
translokace do jadra korelovaly s peritonealnimi metastdzami, lymfatickou invazi a
patologickym stadiem. U karcinomu Zaludku byla sniZzena exprese Gal-3 spojena s horsi
progndzou, zatimco nadmérna exprese Gal-3 u melanomu byla v pozitivni korelaci s
vyskytem metastaz [22,24].

Gal-1 se zamé&fuje na struktury LacNAc na povrchu riznych bunék, které funguji jako
ligandy Gal, k Uniku pfed imunitni reakci, zejména inhibici produkce IFN-y. PfestoZe tento
mechanismus je c¢aste¢né znam, presna Uloha Gal-1 pfi imunosupresi CRC zlstava
neobjasnéna [2,25]. Studie ukazuje, Ze Gal-1 ma pifimy vliv na rast nadort u CRC
prostfednictvim modulace protinddorové imunity, konkrétné regulaci CD8+ CD122+ PD-
1+ Treg bunék. Experimenty odhalily, Ze Gal-1 produkovany jak nadorovymi bunikami, tak
bunikami stromatu ovliviiuje rist nadoru regulaci frekvence a aktivity CD8+ Treg bun&k
[25].

Bioinformatickd analyza dat pacientl s kolorektdlnim adenokarcinomem (COAD) z
databaze The Cancer Genome Atlas (TCGA) odhalila ,,prognosticky neptiznivy podpis*
fenotypickych a funkénich markerti charakterizovany vysokou expresi Gal-1 a zvySenym

skore CD8+ Treg. Zamé&feni na interakce mezi Gal-1 a sacharidovymi ligandy by proto
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mohlo pfedstavovat slibnou imunoterapeutickou strategii pro 1écbu CRC prostiednictvim

modulace populace CD8+ Treg bun¢k [25,26].
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Obrazek 6. Progrese malignich nador( zahrnuje nejen lokalni invazi nadorovych bunék do okolnich
zdravych tkéni, ale také jejich Sifeni do vzdalenych organti prostfednictvim metastaz. Tento proces
probihd v nékolika fazich, vcetné adheze bunka—buitka a buitka—ECM, invaze, migrace a
angiogeneze. Gal-1 hraje roli v né€kolika krocich této maligni progrese. Spole¢né s integriny
podporuje adhezi nadorovych bun¢k, vcetné jejich prichyceni k ECM proteiniim. Zaroven vsak Gal-
1 mize také inhibovat adhezi, coz mize vést k uvolnéni a migraci nadorovych bunek. Navic se Gal-
1 podili na mechanismech, které umoziuji nddoru unikat imunitnimu systému. T buiiky vyuzivaji
dva hlavni zptsoby likvidace nadorovych bunck: aktivaci appoptickych receptori a vznik
exocytozovych granuli, kterd zahrnuje sekreci perforinu a granzymu. Nadory se mohou vyhybat
imunitnim reakcim produkci imunosupresivnich cytokint a rozpustnych inhibi¢nich faktort, jako je
Gal-1.Gal-1 pfispiva k uniku nadoru pfed imunitnim systémem tim, ze indukuje apoptdzu
efektorovych T bungk [2]. Obrazek byl ptevzat z [2] a upraven pomoci aplikaci GIMP [4].

1.2 Fluorescen¢ni proteiny
1.2.1 Obecné vlastnosti fluorescenc¢nich proteinu

Fluorescencni proteiny (FP) byly plivodné izolovany z motskych organismi, jako jsou
meduzy, koraly a sasanky. Jsou dostupné v barvach pokryvajicich viditelné spektrum (450—
655 nm) a maji jedinecné vlastnosti, které lze pouZit pii sledovani biologickych molekul
prostfednictvim znaceni a monitorovani dynamickych procesii v zivych buitkdch. Zkoumani

riznych FP probiha jiz vice neZ Sedesat let od chvile, kdy Osamu Shimomura v roce 1962
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izoloval zeleny fluorescencni protein (GFP) z meduzy Aequorea victoria. Tyto proteiny
umoznily vyvoj fady inovativnich metod zalozenych na fluorescenci, které pomadhaji
objasnit zékladni biologické mechanismy a feSit vyzkumné problémy v oblasti
biotechnologie a biomediciny. Objevy raznych barevnych variant a homologi GFP u
ruznych druht rozsitily fluorescencni paletu dostupnych FP, pokryvajici spektrum od modré

po Cervenou, ¢imz se oteviely moznosti pro vicebarevné zobrazovani [27].

Tabulka 1. Prehled vybranych fluorescen¢nich proteind, jejich spektralnich vlastnosti a pivodu.

Nazev Pivod Barva Excitacni Emisni max | Reference
proteinl max [nm] [nm]
DsRed Discosoma cervena 558 583 [27,28]
sp. (koral)
YFP Mutantni zluta 514 529 [29]
GFP
(Aequorea
victoria)
Sirius Aequorea fialova 355 424 [27]
victoria
mOrange Anthozoa oranzova 548 562 [27]
tetramerni
FP
mCherry Mutantni cervena 587 610 [27,30]
DsRed
mWasabi Clavularia zelena 493 509 [27,31]
sp. (koral)

FP a chromoproteiny zrodiny GFP jsou sloZzeny zpfiblizné 220-240
aminokyselinovych zbytkd, které jsou tvofeny jedenacti B-listy a vnitini deformovanou
Sroubovici. Tento barel ma témét dokonale valcovity tvar s délkou 42 A a primérem 24 A.
N-terminalni polovina polypeptidového fetézce je usporadana do tif antiparalelnich B-listd,
za nimiZ nasleduje centralné uloZena a-helixovd doména. Za touto doménou se nachazi dalsi
trojice B-listli, z nichz prvni dva jsou orientovany antiparalelné vic¢i sousednim vlaknim.
Treti B-list této druhé trojice, odpovidajici aminokyselinam 118 az 123, je vyjimecné
orientovan paralelné€ vzhledem k prvnimu B-listu na N-terminalnim konci fetézce. Poté patet
polypeptidu ptechazi do druhé ¢asti molekuly a tvoii druhou polovinu barelové struktury ve
tvaru feckého klice s péti vldkny. Jedna cCast valce je zakoncena tfemi kratkymi

deformovanymi helikadlnimi segmenty, zatimco druha ¢ast valce je uzaviena jednim kratkym
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a silné¢ deformovanym helikdlnim segmentem. Vodikové vazby na povrchu vilce
pravdépodobné zajist'uji vyjimecnou stabilitu proteinu vici denaturaci a proteolyze [32].
Chromoforova skupina u proteini podobnych GFP vzniké posttransla¢ni modifikaci —
autokatalytickou cyklizaci polypeptidového fetézce mezi zbytky Ser-65 a Gly-67 za vzniku
imidazolidin-5-onového meziproduktu a naslednou limitujici oxidaci Ca-Cp-vazby Tyr-66
molekularnim kyslikem (viz obr. €. 7) [32]. Tyto reakce vedou ke vzniku dvojjaderné
struktury, ktera tvoii konjugovany m-systém schopny absorbovat a emitovat svétlo ve
viditelném spektru. Postranni fetézce aminokyselin uvniti barelu FP jsou klicové pro tvorbu
chromofort a ovlivnéni jejich spektralnich vlastnosti. Nejvyznamnéjsi zbytky se nachéazeji
uprostied B-fetézcli pobliz chromoforu a kazdy fetézec ovlivituje chromofor z urcitého
sméru. Tato architektura vyrazné pftispiva k odolnosti proteinu vici tepelné ¢i chemické
denaturaci a zdroven zvySuje jeho odolnost viiéi proteolytickému $tépeni. Arg-96 z vlakna 4
cyklizaci béhem maturace FP. Katalytickou aktivitu ovliviiuje i Glu-222 z vldkna 11,
prestoze jeho substituce ¢asto nema vyrazny vliv na maturaci chromoforu. Zbytky z fetézct
7, 8 a 10 ovliviuyji spektra FP jinak. Postranni fetézce zbytk 148, 165, 167 a 203 jsou v
kontaktu s Tyr-66 chromoforu a hraji klicovou roli v jeho protonacnim stavu, polarizaci,
konformaci a rota¢ni volnosti. Kombinatorni mutageneze ukazuje, Ze aminokyselina Gly-67
je klicova pro vznik fluoroforu, a proto je striktné zachovana u vSech ptirozenych proteint

podobnych GFP [33,34].
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Obrazek 7. GFP je protein o velikosti 27 kDa s B-barelovou strukturou, obsahujici centralni
chromofor. V hornim panelu je zndzornéna schematickéd struktura GFP, zobrazujici dva rtzné
pohledy. Je zde také uveden proces tvorby chromoforu. Tvorba chromoforu probiha ve tiech krocich,
které se autokatalyticky uskuteciiuji za casti tfi blizkych aminokyselin (Ser-65, Tyr-66, Gly-67).
Absorp¢ni vlastnosti GFP zaviseji na protonacnich stavech chromoforu, coz vede ke dvéma
absorpénim maximtm ve spektru excitace. Obrazek byl pfevzat a upraven z [34].

U ptvodniho divokého kmene GFP z meduzy Aequorea victoria existuje chromofor
ve dvou formach: protonované (neutralni) a deprotonované (aniontové). Protonovana forma
absorbuje svétlo kolem 400 nm a teoreticky by mohla emitovat modré svétlo (~460 nm).
Intenzity téchto maxim se méni v zavislosti na podminkach prostfedi, coz naznacuje
pfitomnost vice zdkladnich stavli proteinu [32,33,36]. Ve vétsiné ptipadl vSak dochazi k
pfenosu protonu v excitovaném stavu (ESPT- exited state proton transfer), kdy chromofor
po excitaci ztraci proton a cast energie se uvoliuje. Nasledné chromofor emituje zelenou
fluorescenci, kterd ma emisni spektrum stejné jako u aniontové formy. Tento efekt byl vyuZit
k vytvofeni proteinil s velkym Stokesovym posunem, které maji excita¢ni vrchol kolem 400
nm a fluorescencni emisi v zelené oblasti nad 500 nm [34].

Chromofor podobny GFP miiZze vykazovat odlisné spektralni vlastnosti v zavislosti na
svém molekularnim prosttedi; jeho emise obvykle nedosahuje ¢erveného posunu nad 540

nm (zluté svétlo). Pro dosaZeni vyrazngj$iho cerveného posunu musi projit dalSimi
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kovalentnimi upravami. Tyto zmény vedly ke vzniku néckolika dalSich pfirozené se
vyskytujicich struktur, z nichz nejbéznéjsi jsou chromofory DsRed a Kaede, emitujici svétlo

v Cervené oblasti spektra.

1.2.2 Barevné varianty fluorescen¢nich proteinii

MozZnost pouziti barev jiné nez zelené je obzvlasté cenna pro sledovani riznych gent
nebo fuznich proteint soucasné, piipadné pro vytvoreni pari donorti a akceptorti v procesech
pfenosu fluorescenéni rezonan¢ni energie. K dispozici jsou nyni mutanty GFP, které
pokryvaji témér celé spektrum svétla od zelené az po infraCervenou, avSak zadné
nepfekracuji emisni maximum 529 nm. Byly vytvofeny mutantni derivaty s upravenymi
excitaénimi a emisnimi vinovymi délkami, riznou stabilitou, odolnosti vic¢i fotoblednuti
(photobleaching), citlivosti na environmentalni podnéty a dale specifické molekuly, které
mohou ovlivnit fluorescencni vlastnosti téchto proteinli. Zasadnim prilomem v oblasti
delsich vlnovych délek u fluorescencnich proteini bylo klonovani Sesti fluorescencnich
proteint z koralt, pfi¢emz tyto proteiny maji pouze 26—30% shodu s Aequorea GFP. Ptesto
bylo zachovéano dostatek kli¢ovych prvka, které dokladaji, ze i kordlové proteiny maji
strukturu podobnou GFP s 11 vladkny B-helixti. Dulezité zbytky Tyr-66 a Gly-67, které
ptispivaji ke vzniku chromoforu v GFP, stejné€ jako polarni zbytky Arg-96 a Glu-222, byly
rovnéz nalezeny v koralovych proteinech. VétSina téchto proteini ma emisni maxima v
rozsahu GFP nebo jeho mutantnich variant. Jeden z téchto proteinli, nazvany drFP583 nebo
komer¢né€ DsRed, pochézi z druhu Discosoma a ma emisni a excitacni maxima pii 558 a 583
nm, coZ je nejvyssi hodnota zaznamenanad u ptirodniho fluorescen¢niho proteinu. V tomto
proteinu odpovidaji aminokyseliny Tyr-67, Gly-68, Arg-95 a Glu-215 podobnym zbytkiim
nalezenym v GFP. Sirok4 barevna rozmanitost mezi koralovymi proteiny pfitahuje znaény
védecky zajem, pfestoze vétSina soucasného vyzkumu se zaméiuje predevSim na praktické
vyuziti téchto proteinil jako markert v systémech heterologni exprese [37].

Substituce zbytkd, které jsou v kontaktu s Tyr-66 chromoforu, mohou vyrazn¢ ovlivnit
excitatni a emisni spektra, a dokonce umoznit fotopfepinani mezi riznymi stavy.
Mutagenezi v téchto pozicich byly vytvofeny uZzitecné mutantni varianty, jako naptiklad
zluté varianty GFP s mutaci Thr-203-Tyr, které vedly k ¢ervenému posunu spekter. Jina
aminokyselina na stejné pozici, napt. Ile nebo His, stabilizuje chromofor s modrym
posunem, jak je vidét u variant GFP Sapphire nebo PA-GFP. Cerveny FP DsRed byl zménén

na nefluorescencni variantu pomoci mutaci Ser-148-Cys, Ile-165-Asn, Lys-167-Met a Ser-
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203-Ala. Nékteré proteiny, jako FP595 nebo Dronpa, pfirozené vykazuji reverzibilni

fotopfepinani, coz je ovlivnéno praveé témito pozicemi [34].

1.2.3 Cerveny fluorescenéni protein DsRed

DsRed je fluorescenéni protein izolovany z nefotosyntetického organismu rodu
Discosoma, ktery nachéazi uplatnéni v biotechnologiich, naptiklad pfi pritokové cytometrii,
Casto jako dopln€k k zelenému fluorescenénimu proteinu (GFP). DsRed je tetramerni
polypeptid o velikosti 28 kDa, ktery sdili téméi identicky chromofor s avGFP,
autokatalyticky vznikajici z tripeptidu Gln-Tyr-Gly (aminokyseliny 66—68 v sekvenci
proteinu divokého typu). Chromofor DsRed mé cis-planarni konformaci a vznika dalsi
oxidaci (za Gcasti molekularniho kysliku) vazby Ca-N u zbytku na pozici 65, coz vede ke
vzniku acyliminové skupiny. Tato chemicka modifikace rozsifuje konjugovany m-systém,
¢imz dochazi k posunu excita¢niho a emisniho spektra k del$Sim vinovym délkam. Piestoze
celkova podobnost aminokyselinové sekvence s avGFP je relativné nizka, asi 23 %, n¢které
klicové aminokyseliny v okoli chromoforu jsou vysoce konzervované a pravdépodobné

nezbytné pro jeho spravnou funkei [28,34].
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Obrazek 8. Prostorova struktura chromoforu FP DsRed. Atomy uhliku jsou Sedé, atomy dusiku jsou
modré, atomy kysliku jsou ¢ervené. Obrazek je prevzat z [34].

Kazdy monomer DsRed interaguje se dvéma sousednimi proteinovymi molekulami
prostfednictvim dvou rtiznych rozhrani. Prvni je hydrofobni, tvofené t€sné uspotadanymi
hydrofobnimi zbytky obklopenymi polarnimi postrannimi fetézci (viz obr. €. 9). Druhé,
hydrofilni rozhrani, je charakterizovdno mnoha vodikovymi vazbami a solnymi mistky mezi
polarnimi zbytky a obsahuje skryt¢ molekuly vody. Toto rozhrani je navic stabilizovano

strukturou vytvofenou C-terminalnimi zbytky kazdého monomeru [34].

24



Hydrofobni interakce

Obrazek 9. Stuzkovy model tetrameru DsRed, pfevzaty z [28]. Monomery jsou oznaceny velkymi
pismeny A—D a C-konce jsou ozna¢eny malymi pismeny a—d. N-konce jsou v tomto pohledu zakryté.
Chromofory jsou uspotfddany antiparaleln¢ v parech. Chromofory v tetrameru tvoii pravouhlé pole
podobné anténé o rozméru = 2,7 X 3,4 nm, coz umoziuje silnou vazbu mezi chromofory. Mezi
riznymi pary tetrameru jsou uhly 21°, 47° a 41°, coz umoznuje pfenos energic mezi rdznymi
podjednotkami [38].

DsRed mé né€kolik vyhodnych vlastnosti, véetné vysokého extinkéniho koeficientu,
vysokého kvantového vytézku, jasné ¢ervené barvy a vynikajici odolnosti vi¢i zménam pH
a fotoblednuti. Jeho emisni maximum 583 nm lze dale posunout aZ na 602 nm mutaci Lys-
83 na Met pomoci bodového mutantu Lys-83-Met, coz z néj ¢ini idedlniho kandidata pro
pouziti ve vyzkumu, kde jsou pottebné rizné fluorescencni znacky; je to jedna z nejdelSich
vlnovych emisi dosud hldSenych u divokého typu. Absorpéni spektrum maturovaného
DsRed proteinu vykazuje vyrazny vrchol pti 558 nm a dva vedlejsi vrcholy pii 526 a 490
nm [37,38].

Navzdory témto pozitivnim vlastnostem méa DsRed tii hlavni nevyhody: obligatni
oligomerizaci, tvorbu nekompletnich oligomeri a pomalou maturaci. Protein silné
oligomerizuje 1 pii nizkych koncentracich, coz znamend, Ze tvofi tetramery, jak bylo
prokazano analytickou ultracentrifugaci a testy v zivych buiikdch a v kvasinkéch. Tato
oligomerizace miize ovliviiovat spravnou funkci proteinu tim, Ze bude dochéazet k nezddouci
asociaci s proteiny, ke kterym je DsRed kovalentné pfipojen (napf. membranové proteiny).
Tato skutecnost miize vest k omezeni pouziti DsRed ve védeckych experimentech [28,37].
Dal$im problémem je velmi pomaly a potencidln€ nelplny proces maturace DsRed.

Maturace, tj. proces, pii kterém protein ziskava schopnost fluoreskovat, miize probihat
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nékolik dni, béhem nichz se barva fluorescence méni z pivodni zelené fluoreskujiciho
meziproduktu na Cerveny produkt. Pomald maturace je zplisobena piitomnosti bodovych
mutaci napt. Lys-70-Met a Lys-83-Arg, které brani dokonceni procesu po zelené fazi.
Existuji taky mutace, jako naptiklad Lys-83 na Arg, které mohou proces maturace zcela
zastavit, coz by mohlo byt v urcitych aplikacich nevyhodné. Kromé toho maturace vyzaduje
molekularni kyslik, jelikoz posledni krok tohoto procesu zahrnuje oxidaci vazby mezi
dusikem GIn-66 a a-uhlikem za vzniku acyliminu, ktery je nezbytny pro konjugaci

chromoforu [28,37].

1.2.4 Zluty fluorescenéni protein YFP

YFP je zluty fluorescencni protein o molekulové hmotnosti 27 kDa, ktery byl vytvoien
mutaci druhu Aequorea victoria. Obsahuje tyrosin na pozici 203 a 66, které spolecné
interaguji prostiednictvim n-m interakce v ramci planarniho skeletu chromoforu, ¢imz je

zajiSténa charakteristicka zluta fluorescence [34,39].
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Obrazek 10. Struktura chromoforu YFP, u kterého dochazi k vrstveni (stacking) tyrosinti na pozici
203 a 66. Obrazek je ptevzat a upraven z [27].

Mutace Tyr-203 byla do zavedena cilené na zédkladé analyzy jeho krystalové struktury.
Krystalografické studie potvrdily m-m interakci mezi Tyr-203 a Tyr-66 v chromoforu, coz
vedlo k vyraznému cervenému posunu spekter, s excitatnim a emisnim maximem pii
515/528 nm, coz je nejdelsi emisni vinova délka ze vSech dosud zkoumanych variant GFP.
V nasledujicich letech bylo vytvofeno nékolik vylepSenych zlutych variant fluorescen¢nich

proteinti, které jsou dnes Siroce vyuzivany [34].
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Obrazek 11. Vlevo je struktura YFP, vpravo chromofor YFP a postranni fetézce sousednich
aminokyselin. Obrazek byl prevzat z [40].

1.2.5 Vyuziti fluorescencnich proteinii

FP se staly nezbytnymi nastroji pro sledovani genové exprese, dynamiky proteint a
chovani bun€k v tkanich a organismech. Kromé& toho poslouzily jako zaklad pro vyvoj
geneticky kodovanych biosenzort, které umoziuji detekci malych molekul, biochemickych
sloucenin a zmén prostiedi v komplikovanych biologickych podminkach. Nicmén¢ tradi¢ni
FP, zejména ty s krat§imi emisnimi vinovymi délkami, ¢eli vyznamnym omezenim, jako je
interference autofluorescence, rozptyl svétla, absorpce hemoglobinem a omezené penetrace
do tkéni. Tato omezeni snizuji spolehlivost FP jako nastrojii v biologickych aplikacich [41].

GFP, jeho barevné varianty a homology jsou dnes Siroce vyuzivany k vyzkumu
struktury a funkci zivych systému. FP kodované spolecné se studovanymi proteiny umoznuji
sledovat jejich lokalizaci, pohyb, obnovu a starnuti od doby jejich syntézy. Nukleové
kyseliny mohou byt znaceny pomoci proteinovych domén, které se vazou na RNA nebo
DNA. FP cilené na organely v buiikach prostfednictvim specifickych lokaliza¢nich signalt
umoziuji vizualizaci struktury organel, jejich déleni, fize, segregace pii bunécném déleni a
dalSich procesti. FP jsou také kliCovym nastrojem pro oznacovani jednotlivych bunék a
tkani, coz usnadiiuje sledovani jejich tvaru, umisténi a pohybu, naptiklad b&hem
embryonalniho vyvoje, ristu nddorti nebo prubéhu mitdzy a dalsich dilezitych bunécnych
procesu [34].

FP navic umoziuji vizualizovat interakce mezi proteiny v zivych bunkéach a sledovat
aktivaci a deaktivaci cilovych promotorli, spolecnou aktivaci dvou promotort a historii

aktivace promotorti na urovni celého organismu. Fluorescencni senzory na bazi FP jsou
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navrzeny tak, aby odrazely zmény ve spektralnich vlastnostech v zavislosti na prostfedi.
Geneticky kdédované senzory umoznuji sledovani aktivity specifickych enzymt, jako jsou
proteinkinazy a protedzy, a meéfeni koncentrace intracelularnich iontdi, metabolitd a
signalnich molekul (napt. H, Ca**, C1~, H202, cAMP atd.), spolu s dal$imi bunéénymi
parametry [34,35].

Novou a rychle se rozvijejici oblasti je pouziti FP k produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS) indukovanych svétlem. To umoziuje lokalni inaktivaci cilovych proteint, selektivni
niceni bunék a studium intraceluldrni signalizace prostiednictvim ROS. Tento rozsahly
soubor FP technologii ma uplatnéni nejen v zadkladnim vyzkumu, ale také pro testovani

potencialnich 1€k a preklinické studie [34].

1.3 Pritokova cytometrie
1.3.1 Obecny piehled metody

Pratokova cytometrie je bioanalytickd metoda, kterd vychazi z imunochemickych
principt a interakce mezi svétlem a fluorochromy znacenymi ¢asticemi. Vyuziva kombinaci
rozptylu a odrazu svétla spolu s detekci fotonli emitovanych aktivovanymi fluorochromy.
Pratokova cytometrie je dilezitd diky své schopnosti analyzovat nejen primeérné
molekularni charakteristiky bunééné populace, ale 1 individualni parametry jednotlivych
bunék [42]. Klinicky vyznam této metody je dnes znacny a jeji neustdle se rozSifujici
aplikacni potencial saha daleko za hranice biomedicinského vyuziti [43].

Plvodné byl pritokovy cytometr vyvinut jako jednoparametrovy pfistroj, ktery slouzil
pouze k detekci velikosti bunék. Tato technika byla poprvé pouzita v roce 1950 k méteni
objemu bun¢k ve vzorku. V soucasné dobé¢ je prutokova cytometrie mocnym nastrojem s
mnoha aplikacemi v oblastech jako imunologie, virologie, molekularni biologie, biologie
nadorového bujeni, biologie kmenovych bun€k, metabolické inZenyrstvi a sledovani
infek¢nich onemocnéni [44]. Jedna se o vysoce t¢innou metodu pro analyzu komplexnich
molekularnich fenotypt v bunéénych populacich a pro méteni bunéénych procest, jako jsou
proliferace, apoptdza a diferenciace bunék. Pritokova cytometrie je obzvlast’ uzite¢na pro
studium imunitniho systému a jeho reakci na infekéni onemocnéni a rakovinu, diagnostiku
primarnich a sekundéarnich imunodeficienci, hematologickych malignit a indikaci vhodnych
biologickych terapii. Tato technologie umoznuje soucasnou charakterizaci smiSenych
populaci buné€k z krve, kostni diené€ a pevnych tkéni, které 1ze analyzovat po jednotlivych

buiikach. Technologie poskytuje rychlé multiparametrické komplexni kvantitativni a
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kvalitativni analyzy jednotlivych bunck v suspenzi, pfi¢emz vysledky mohou byt
extrahovany bud’ z kinetickych méteni, nebo z méfeni v jednom koncovém bod¢ [45,46].

Charakteristické vlastnosti pratokové cytometrie jsou nasledujici: a) vysoka rychlost
detekce — béhem kratk¢é doby dokdze analyzovat desitky tisic bunék, coz poskytuje
spolehlivé statistické vysledky; b) schopnost soucasné méfit vice parametri — muize
detekovat rozptyl svétla a rizné fluorescencni signaly pro kazdou buiiku, pficemz zvladne
analyzovat az 20 parametrii u kazdé bunky rychlosti az 100 000 bun¢k za sekundu; c¢) rychla
analyza a pfesné tfidéni — umoziuje rychlé tfidéni jednotlivych bunék z riznych populaci,
pficemz vétSina bunck zlstava zivotaschopna [5].

Pratokova cytometrie funguje na principu rozptylu svétla a emise fluorescence, ke
kterym dochdzi, kdyz excitacni svétlo (obvykle z laseru) zasahne castice, které se pohybuji
v proudu kapaliny. Castice o velikosti v rozmezi 0,5 az 40 um jsou analyzovany, kdyz
prochdzeji individudlné v proudu kolem jednoho ¢i vice lasert. Svétlo rozptylené t€mito
¢asticemi je snimano detektory bo¢niho (SSC — side scatter) a doptedniho (FSC — forward
scatter) rozptylu. Fluorescen¢ni svétlo emitované znafenymi casticemi je detekovéano
dal$imi optickymi senzory. Zachycené fotony jsou pievadény na elektrické signdly, které
jsou nasledné digitalizovany a analyzovany ve formé histogramii nebo bodovych graft (dot
plotit) [5,43,47].

Rozptyl svétla je pfitom nezavisly na fluorescenci. Vzorky se pfipravuji na méteni
fluorescence riznymi zplsoby, jako je transfekce a exprese FP, barveni fluorescenénimi
barvivy (napft. propidiumjodid) nebo pomoci fluorescen¢né znaenych protilatek (napt. CD3
FITC) [47,48].

Jednim z typt tradi¢niho pritokového cytometru je tzv. tiidéni buné€k (cell sorting).
Tento systém umoziiuje vybrat buniky nebo ¢astice, které splituji specifikované parametry
(bud’ pozitivni, nebo negativni), a nasledn¢ je smérovat do sbérné nadoby. Buiky jsou
separovany pomoci oscilace proudu vzorku kapaliny pti vysoké frekvenci, ¢imz se vytvareji
kapky. Tyto kapky nasledné¢ ziskavaji bud’ kladny, nebo ziporny naboj a prochazeji
kovovymi vychylovacimi deskami, které je na zaklad¢€ jejich ndboje nasméruji do urcené
sbérné nadoby. Sbérné nadoby mohou byt napiiklad zkumavky, sklicka nebo desticky,
pricemz bézné se pouzivaji 96-jamkové nebo 384-jamkové desticky [47].

Tradi¢ni pritokové cytometry se skladaji ze tfi hlavnich komponent (viz obr. ¢. 12):
fluidiky, optiky a elektroniky (kde dochézi k ukladani a analyze ziskanych dat). Nékteré

pritokové cytometry s tiidicimi funkcemi navic maji také tfidici systémy [5].
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Obrazek 12. Toto schéma piedstavuje tradi¢ni konstrukci pritokového cytometru véetné typického
fluidniho systému a osvétlovaciho laseru spolu s detektory SSC a FSC a tiikanalovou fluorescen¢ni
detekci. Mnoho modernich pritokovych cytometri pouziva vice osvétlovacich laserti a vice nez tfi
kanaly pro detekci fluorescence. Obrazek je ptevzat z [49].

1.3.2 Fluidni systém

Vétsina méteni provadénych na pritokovém cytometru probihd opticky, coz vyzaduje
pfesné umisténi ¢astic vzorku v proudu nosné kapaliny. K dosaZeni tohoto cile se vyuziva
princip hydrodynamické fokusace, ktery zahrnuje zavedeni proudu nosné kapaliny do méfici
komory. Tento proud ma vyssi rychlost proudéni (pfiblizné 5 ml/min) neZ vzorek (cca 0,1
ml/min), ¢imZ je vzorek stlaCovan a udrZzovan v centralni ¢asti proudu nosné kapaliny. Za
podminek lamindrniho proudéni se tekutina obsahujici vzorek nemisi s nosnou kapalinou,
ale vytvari koaxialni proudéni. Kombinovany proud tekutin, tedy vzorku a nosné kapaliny,
prochazi konicky zuzenou sekci, kde dochazi ke sniZeni priméru proudu a soucasnému
zvySeni rychlosti proudéni obou tekutin pfed dosaZenim oblasti senzorii. Uzavieni ¢astic do
uzkého proudu umoziuje stabilizaci jejich drahy pfi prichodu méfici oblasti, coz zajistuje
jednotné osviceni ¢astic laserem a vysokou konzistenci naméfenych dat [43].

Rychlost pratoku nosné kapaliny, a tedy i poCet analyzovanych castic za jednotku ¢asu,
1ze uzivatelsky upravovat. Pti zkracovani doby analyzy zvySenim rychlosti proudéni je vSak
nutné pocitat s moznym ndrGstem nepfesnosti méefeni. Fluidni systém pritokového
cytometru zahrnuje nosnou kapalinu, obvykle pufrovany fyziologicky roztok, ktery je pod
tlakem nesen k laserovému detekénimu systému — métici komote, kde dochazi k samotné
analyze. Tento systém zajiStuje, ze vzorek je piesné a konzistentné ptfivadén do oblasti

detekce, coz je klicové pro spolehlivost a presnost vysledkl pritokové cytometrie [43].
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1.3.3 Opticky systém

Opticky systém cytometru zahrnuje excitacni a sbérné optické prvky, pricemz
excitacni optiku tvoii svételny zdroj (typicky laser) a optické komponenty, které koncentruji
a sméruji paprsek do bodu méteni. VétSina komercné dostupnych cytometrti je vybavena
lasery, nejcastéji vzduchem chlazenym argonovym laserem s vykonem 10-25 W a vlnovou
délkou 488 nm, coz umoziuje soucasnou excitaci nékolika fluorochromt. Pro vyzkumné
aplikace jsou dostupné i dalsi lasery, jako kryptonovy nebo helium-neonovy, které rozsituji
moznosti vicebarevného méteni diky schopnosti excitovat vice fluorochromu [43,47].

Sbérna optika sestava z Cocek, které koncentruji fotony rozptyleného a emisniho
svétla, a ze zrcadel a filtr, které déli a sméruji svétlo riznych vinovych délek na specifické
detektory, jako jsou fotondsobi¢e (PMT) a fotodiody. Pti vicebarevné analyze je zasadni
znalost Stokesova posunu u kazdého fluorochromu, protoze jejich emisni spektra se mohou
ptekryvat, coz mize vést k detekci emisniho svétla jednoho fluorochromu vice detektory a
k chybam méreni [43,47].

Opticky systém zahrnuje dichroické filtry, které propoustéji specifické vinové délky
svétla a odrazeji ostatni pod thlem, a pasmové filtry, které izoluji Gzké spektrum vinovych
délek. Naptiklad pasmovy filtr 450/50 propousti svétlo s vinovou délkou 450 nm + 25 nm,
které je pak detekovano. Nejcastéji pouzivané lasery v cytometrech vyzaiuji svétlo o
vlnovych délkach 488 nm (modra), 405 nm (fialova), 532 nm (zelend), 552 nm (zelend), 561
nm (Zlutozelend), 640 nm (Cervend) a 355 nm (ultrafialovd), pficemz jsou k dispozici i dalsi

vlnové délky pro specifické aplikace [47].

1.3.4 Elektronicky systém

Elektronicky systém pritokového cytometru pievadi signaly z detektorti do digitalniho
formatu, Citelného pocitacem, coz umoziuje paralelni detekci nékolika parametrii na jedné
bunice. Tato vicebarevnad technologie dramaticky zvySuje analytickou hodnotu, jelikoz
umoziiuje métfeni vice znakll najednou [47]. Jednotlivé Castice jsou hodnoceny podle
rozptylu viditelného svétla a jednoho ¢i vice fluorescencnich parametrt. Pfi méfeni dochézi
k interakcim mezi analyzovanymi Casticemi a svételnym zafenim, konkrétné mezi
fluorescen¢ni znackou navazanou na protilatku a dopadajicim zafenim, a dale k ohybu,
odrazu, rozptylu a absorpci svétla (tzv. light scatter). V ramci praktické cytometrie ma z
téchto jevl nejvetsi vyznam fluorescence, diky niz Ize presné identifikovat antigen, proti

kterému je znacCena protilaitka namifena. Parametry rozptylu svétla pak zaviseji na
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fyzikélnich vlastnostech ¢éstice, zejména jeji velikosti, komplexité a denzité¢ obsahu (dané
jaddrem, membranovymi organelami a granularnim materidlem). Rozptyl svétla je rozdélen
na FSC a SSC (viz obr. ¢. 13). FSC je méfen fotodiodou v roviné prochazejiciho svétla a
indikuje relativni velikost buiiky. SSC je méten pod tthlem 90° vii¢i sméru pruchoziho svétla.

SSC odrazi komplexitu a granularitu vnitini struktury bunky [43,47,50].

o
5 - SSC - side scatter
Bunky < g pasmovy filtr a
O dichroické zrcadlo
Laserovy zdroj %

e . D FSC - forward scatter

Obrazek 13. Schéma umisténi detektoru pro FSC a SSC. Dichroicka zrcadla a pasmové filtry se
pouzivaji k sériové izolaci specifickych rozsaht vinovych délek pro detekci. Obrazek je prevzat z
[51].

Pokrocilé systémy mohou soucasné analyzovat az 20 parametri (FSC, SSC a dalSich
18 fluorescenénich detektorti), coz umoziuje simultanni detekci vice fluorescencnich znacek
soucasné [47].

Kombinaci hodnot FSC a SSC Ize ¢astice zobrazit ve dvojrozmérmém bodovém grafu
(dot plot) na osach x (FSC) ay (SSC), coZ umoiﬁuj e rozliSeni ¢astic podle jejich velikosti a
intenzivni SSC a fluorescencni signaly jsou zachycovany fotonasobici. Fotony dopadaj icina
detektory jsou ptevedeny na elektronovy tok, jehoz signdl je nésledn¢ zesilen na méfitelné
hodnoty elektrického proudu. Ten je nésledné pfeveden na napét'ovy pulz, jehoz amplituda
odpovida poctu detekovanych fotona [43].

Narlst dostupnych ¢inidel v poslednich letech vedl k vyraznému zvySeni poctu
parametrQ, které lze pouzivat v experimentech pritokové cytometrie. Bylo zaznamenéano

dramatické rozsifeni vybéru fluoroforti, které se pouZzivaji ke konjugaci monoklonalnich
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protilatek, véetné tandemovych a polymernich barviv. Navic se zvysil pocet fluorescencnich
proteinli ur€enych pro transfekci mimo GFP, jako jsou mCherry, mBanana, mOrange,

mNeptune a dalsi [47].
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2. CILE PRACE

e reSerSe shrnujici soucasné poznatky o galektinech, jejich vyskytu a biologickych
funkcich v lidském organismu

e produkce fluorescencnich galektinit DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 v E. coli

e purifikace fluorescen¢nich galektinti afinitni chromatografii pomoci histidinové kotvy

e testovani vazby galektinli na povrch nadorovych bunék pomoci pritokové cytometrie

e studium inhibice vazby galektint na povrch nadorovych bunék za pouziti sacharidovych

inhibitort
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje a materialy

V tomto oddile je uveden seznam =zafizeni, reagencii a materidli pouzitych pii
experimentech.

3.1.1 Seznam pouzitych chemikalii

« Akrylamid (VWR Chemicals, Ceska republika);

e Ampicilin (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko);

e Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA);

e Bromfenolova modi (Serva, Némecko);

e Coomasie Brilliant Blue (USB Corporation, USA);

e Destilovana a ultradista voda (filtra¢ni zatizeni WATREX);

« Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika);

o Dihydrogenfosfore¢nan sodny mohohydrat (Carl Roth, Némecko);

o Dithiothreitol (DTT), (Sigma-Aldrich, USA);

e Dodecylsiran sodny (SDS), (Serva Electrophoresis, Némecko);

e FE. coli Rosseta 2 (DE3) pLysS (Novagen, USA);

e Ethanol (VWR Chemicals, Ceska republika);

o Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), (Sigma-Alrich, USA);

e Fluorescen¢ni protein DsRedM (k dispozici na Skolicim pracovisti);

e Fluorescen¢ni protein eYFP (k dispozici na Skolicim pracovisti);

« Glycerol dvakrat destilovany 99,5% (VWR Chemicals, Ceska republika);

e Hmotnostni pravitko — Invitrogen Mass DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
USA);

e HOECHST 33258 (Thermo Fisher Scientific, USA);

 Hydrogenfosforeénan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, Ceské republika);

« Chloramfenikol (Fluka, Svycarsko);

e Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika);

e Isopropyl-1-thio-B-n-galaktopyranosid (IPTG), (Sigma Aldrich, USA);

e Kvasni¢ny extrakt (VWR, USA);

o Kyselina ethylendiamintetraoctova; EDTA (Carl Roth, Némecko);

« Kyselina octova (Lachema, Ceska republika);

« Laktoza (Lachema, Ceska republika);
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Methanol (VWR, USA);

Népln do kolony Ni-NTA Agarose (MCLAB, USA);

Persulfat amonny (Sigma-Aldrich, USA);

Plazmid Gal-1 (HissDsRedmGal-1C2S) (k dispozici na Skolicim pracovisti);
Plazmid Gal-3 (Hisse YFPGal-3) (k dispozici na skolicim pracovisti);
Rekombinantni protein Gal-3 (k dispozici na Skolicim pracovisti);
Tetramethylenethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, USA);

Tris-Cl (Sigma-Aldrich, USA);

Trypton (Oxoid, Ceska republika).

3.1.2 Seznam roztoka a médii

0,1M PMSF v ethanolu;

5 x Elektrodovy pufr (1 1) - 5 g SDS; 15 g Tris; 94 g glycinu;

5 x Vzorkovy pufr (5 ml) - 0,151 g Tris; 0,3855 g DTT; 0,5 g SDS; 0,025 g
bromfenolové modii; 1,25 ml glycerolu;

Barvici roztok- 0,5 g Coomasie Brilliant Blue; 90 ml methanolu; 10 ml kyseliny
octové; 90 ml H»O;

Bradfordovo ¢inidlo — 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% ethanol; 8,5%
kyselina fosfore¢na v destilované vodg¢;

Bradfordovo ¢inidlo (fedéno 1:4 destilovanou vodou) — Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-Rad, USA);

Ekvilibracni pufr (2 1) — 14,32 g 20mM Na>HPO4.12H>0; 58,44 g 500mM NaCl;
2,72 g 20mM imidazolu; pH 7,4;

Elucni pufr (1 1) — 7,16 g 20mM Na,HPOy4; 29,22 g 500mM NacCl; 2,72 g 500mM
imidazolu; pH 7.,4;

EPBS (71)-5,2 g20mM EDTA, 61,32 g 0,15M NacCl; 48,3 g 0,05M NaH,PO4.H20;
pH 7,5 (Carl-Roth, Némecko);

LB (Luria-Bertani) medium (1 1) — 10 g tryptonu; 5 g kvasni¢ného extraktu; 10 g
NaCl;

LBA médium (100 ml) — 1 g tryptonu; 0,5 g kvasni€ného extraktu;
Nizkomolekularni proteinové pravitko — Amersham LMW Calibration Kit for SDS
Electrophoresis (GE Healthcare, Velka Britanie);

Odbarvovaci roztok — 350 ml ethanolu; 550 ml H>O; 100 ml kyseliny octové;

36



PBS (71) - 61,32 g 0,15M NaCl; 48,3 g 0,05M NaH2PO4.H20; pH 7,5 (Carl-Roth,
Némecko);

Pufr pro FACS - 1% BSA/PBS;

Roztok laktozy - 800 mM; 0,2882 g laktdzy bylo rozpusténo v 1 ml 1% BSA/PBS
pufru;

RPMI medium (500 ml) -100 ml 5 x RPMI média, 200 ml vody pro tkanové kultury;
5 ml 3% L-glutaminu; 5 ml 1% zésobniho roztoku penicilin-streptomycinu; 50 ml
10% FBS; 13 ml 7,5% NaHCO3 (ptidava se posledni);

Separacni gel (10%) — 4,0 ml H>O; 3,3 ml 30% akrylamidu; 2,5 ml Tris-CI pH 8,8;
0,1 ml 10% SDS; 0,1 ml 10% (NH4)2S20s; 0,004 ml TEMED;

TB (Terrific Broth) medium (2,4 1) — 57,6 g kvasni¢ného extraktu; 28,8 g tryptonu;
9,6 ml glycerolu; 5,6 g KH2POs; 30 g KoHPOy;

Zaostiovaci gel (5%) — 1,4 ml H2O; 0,33 ml 30% akrylamidu mix; 0,25 ml 1,5M
Tris-Cl pH 6,8; 0,02 ml 10% SDS; 0,02 ml 10% (NH4)2S20s; 0,002 ml TEMED;
Zasobni penicilin-streptomycinovy roztok - 10000 jednotek/ml penicilinu a

10 000 pg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, Ceska republika).

3.1.3 Seznam komerénich seta

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Dojindo Laboratories, Japonsko).

3.1.4 Seznam pouZzitych pristroji

0,22um filtr (Avantor, USA);

0,8um filtr (Avantor, USA);

96-jamkova mikrotitracni desticka (Thermo Scientific, USA);

Akta Prime Plus (Amersham Biosciences, Velka Britanie);

Aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad, USA);

Biirkerova komiirka (Karl Hecht GmbH & Co KG, Némecko);

Centrifugy — Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin, Eppendorf Centrifuge 5804 R,
(Eppendorf, USA); Sorvall RC 6 Plus Centrifuge (Thermo Scientific, USA);
Dialyzac¢ni stfeva 10 mm (Sigma-Aldrich, USA);

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie);

Lyofilizator Lyovac GT2 (Leybold GmbH, Némecko);
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Magneticka michacka AREX (VELP Scientifica, Italie);

pH metr pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, CR);

Priatokovy cytometr BD LSR II (BD Biosciences, USA);

Purifika¢ni kolona HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie);
Sonikator UP50 H Ultra Sonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka Britanie);
Spektrofotometr: Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko);

Termomixér Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA);

Universal 320 R (Hettich, Némecko);

Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko);

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velkd Britanie).
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3.2 Produkce rekombinantnich galektinii
3.2.1 Transformace bakterii E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS

Pro ptipravu rekombinantnich proteini DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 byly pouzity
bunky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS.

Nejprve byly kryokonzervovana kultura kompetentnich bunék Rosetta 2 E. coli (DE3)
pLysS, které maji rezistenci na chloramfenikol, a plazmidy DsRedMGal-1
(HissDsRedMGal-1C2S) a eYFPGal-3 (HiseeYFPGal-3) srezistenci na ampicilin
ponechany rozmrznout na ledu.

Mezitim byla do 100 ml teplého pfedem ptipraveného LBA media pfiddna smés
antibiotik obsahujici 67 pl ampicilinu (150 mg/ml v dH20) a 100 pl chloramfenikolu (37
mg/ml v dH20). 100 ml této smési bylo rozdéleno do étyt Petriho misek a ponechano
ztuhnout.

Do dvou mikrozkumavek s bunéénymi kulturami byl pfidan vzdy 1 ng ptisluSného
plazmidu. Smés byla jemné promichéna a ponechana na ledu po dobu 2 min. Nasledn¢ byl
proveden teplotni Sok — mikrozkumavky byly umistény do termomixeru nastaveného na 42
°C a ponechény bez michani inkubovat po dobu 30 s. Poté byly mikrozkumavky opét
pfeneseny na led na 2 min. Po inkubaci na ledu bylo do kazdé mikrozkumavky sterilné
pfidano 100 pul LB media. Smés byla inkubovéana 1 hodinu pii 37 °C pfi pomalém michani.
Po 1 hodiné inkubace byly mikrozkumavky centrifugovany pii 12 200 x g po dobu 10 s pfi
4 °C. Ziskany supernatant byl z€asti odebran pipetou (cca 50 %), zatimco zbytek byl
promichéan a nasledné naockovan na Petriho misku s LBA médiem obsahujicim ampicilin a

chloramfenikol. Misky byly ponechédny ptes noc v inkubatoru na 37 °C.

3.2.2 Kultivace bakterii

Druhy den bylo do ¢tyt Erlenmayerovych banék s LB mediem (60 ml) pfidano 40 pl
ampicilinu a 60 pl chloramfenikolu (tzv. prekultura). Do téchto médii byla sterilné
zaoCkovana jedna kolonie bun¢k E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS transformovanych
plazmidem nesoucim gen eYFPGal-3 nebo DsRedM@Gal-1. Prekultury byly inkubovany pfi
37 °C a michany tak, aby roztok pfili§ nepénil, az do dalsiho dne.

Nasledujici den bylo do ¢tyt pripravenych Erlenmayerovych banék (3 1) s TB mediem
pH 7,5 steriln¢€ ptidano 400 pl ampicilinu a 600 pl chloramfenikolu. Pak bylo do kazdé
baiikky s TB mediem (600 ml) pfiddino po 60 ml noc¢ni prekultury. Kultura byla dale
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inkubovéana pti 37 °C za pomalého michdni, dokud absorbance pii 600 nm nedosédhla
rozmezi 0,6 az 0,8. Poté bylo do kazdé¢ baiky ptidano 600 pl 0,5M roztoku IPTG k indukci
exprese proteinti a kultura byla inkubovana pii 25 °C za pomalého michani do nasledujiciho
dne.

Posledni den byly bakterie centrifugovany po dobu 20 min pti 7100 x g a 4 °C. Pelet

byl zvéazen, pifeveden do 50ml centrifugacni zkumavky a nasledné zmrazen pii -20 °C.

3.3 Purifikace a charakterizace rekombinantnich galektinti

3.3.1 Purifikace galektint afinitni chromatografii

Purifikace fuznich konstruktii galektint s FP a kontrolnich FP nesoucich histidinovou
kotvu probihala nasledovné.

K rozmrazenym peletdm bun€k obsahujicim proteiny DsRedMGal-1 a eYFPGal-3
bylo ptidano 15 ml ekvilibra¢niho pufru pro afinitni chromatografii a 500 ul 0,1 M PMSF v
ethanolu (inhibitor proteas) a pelety byly resuspendovany. Suspenze byla nasledné
sonikovdna — bylo provedeno 6 cykli sonikace, pficemz kazdy cyklus trval 1 minutu s
dvouminutovym piferuSenim a amplitudou 52 %. Po sonikaci byla buné¢né suspenze pielita
do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovana pii 20 000 x g po dobu 25 minut a teploté 4 °C.
Supernatant z mikrozkumavek byl pfenesen do 50ml centrifugacni zkumavky a doplnén
ekvilibracnim pufrem na konec¢ny celkovy objem 50 ml. Takto zfedény roztok surového
proteinu (tzv. load) byl nasledné prefiltrovan ptes 0,8um filtr. Z filtrovaného vzorku bylo
odebrano 200 pul pro analyzu metodou SDS-PAGE.

Plastova kolona obsahujici komer¢ni nosi¢ s imobilizovanymi niktelantymi ionty (Ni-
NTA; 5 ml) byla promyta filtrovanou destilovanou vodou o celkovém objemu 10 ml a
nasledné 30 ml ekvilibraéniho pufru. Na promytou kolonu byl nanesen roztok surového
proteinu a poté byla kolona jesté¢ jednou promyta 30 ml ekvilibra¢niho pufru za ucelem
vymyti nespecificky navazanych proteind.

Na kolonu byl nasledn¢ nanesen elu¢ni pufr (50 ml) obsahujici 500mM imidazol,
kterym doslo k uvolnéni navazaného proteinu. Eluované frakce byly jimany po 1,5 ml do
sterilnich mikrozkumavek. Po eluci byla kolona promyta 50 ml filtrované destilované vody
a dale 50 ml 20% ethanolu pro skladovéni. V kazdé eluované frakci byla stanovena
koncentrace proteinil dle Bradforda (viz 3.3.2). Frakce s vysokou koncentraci proteinu byly

spojeny a dialyzovany 18 hodin v 7 1 pufru EPBS pfes noc a nasledn¢ 4 hodiny v 7 1 pufru
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PBS. Po dialyze byl protein prefiltrovan pfes 0,22um filtr a opétovné byla zméfena

koncentrace metodou dle Bradforda.

3.3.2 Stanoveni koncentrace

Pro stanoveni koncentrace produkovaného proteinu byla pouzita metoda dle
Bradforda. Tato metoda je zaloZena na interakci proteint, respektive jejich bazickych
aminokyselin (histidin, arginin, lysin), s komer¢né dostupnym barvicim roztokem. Vysledek
se meii spektrofotometricky pii 595 nm a nasledné se absorbance porovnava s kalibracni
ktivkou. Jako kalibra¢ni standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) a koncentrace
proteinu byla stanovena dle rovnice:

ABSs95 =0,16959 X Cprotein

Pro méfeni koncentrace byly pfipraveny vzorky s vhodnym fedénim proteinu (20x a
100%, aby vysledna absorbance vykazovala stale linearni zavislost na koncentraci proteinu)
o celkovém objemu 100 pl, do kterych byl ptidan 1 ml barviciho roztoku. Tato smés byla
dikladné promichéna a ponechdna inkubovat ve tmé za laboratorni teploty po dobu 15
minut. Absorbance byla métena proti slepému vzorku (100 pl vody, 1 ml barviciho roztoku)

pfi 595 nm.

3.3.3 Ovéreni Cistoty proteinu

Stanoveni Cistoty galektinu bylo provedeno pomoci SDS-elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis).

Nejprve bylo ptipraveno 15 ml 10 % separacniho gelu, ktery byl nanesen do sestavené
aparatury Bio-Rad do vySe pfiblizn€ 2 cm od horniho okraje. Zbyla ¢ast byla prevrstvena
vodou, aby nedoslo k vyschnuti gelu. Po zpolymerovani pii teploté 50 °C po dobu 30 min
byla voda opatrné odstranéna a na gel byl nanesen 5% zaosttovaci gel (sloZeni obou gell viz
sekce Material, kapitola 3.1.2.) aZ po okraj aparatury.

Do zaostfovaciho gelu byl vlozen hiebinek a poté byl gel ponechan pii pokojové
teploté, aby zpolymeroval.

Vzorky byly pfipraveny tak, aby m¢l kazdy celkovy objem 10 ul (8 pul vzorku a 2 pl
barvicitho roztoku). Néasledné byly pfipraveny elektrodovy pufr a 5x koncentrovany

vzorkovy pufr obsahujici denaturacni ¢inidla DTT a SDS. SDS byl pfidan za tcelem
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denaturace pritomnych ve vzorku proteinu a udéleni negativniho néboje proteinu. DTT je
pfidano pro redukci disulfidickych mistka.

Vzorky byly inkubovany pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Do prvni, sedmé a
dvanacté jamky SDS gelu bylo naneseno nizkomolekuldrni proteinové pravitko (8 uL;
LMW, z anglického "low molecular weight marker"), zatimco do ostatnich jamek
vytvofenych pomoci hiebinku byly pipetovany piipravené vzorky. Gel byl ponofen do
elektrodového pufru uvniti elektroforetické vany. Elektroforéza byla zahédjena bezpe¢nym
uzavienim vany a jejim ptripojenim ke zdroji proudu nastavenym na hodnotu 10 mA na dobu
20 min. Pak proud byl navySen na 15 mA a elektroforéza byla ponechana bézet ptiblizné
jednu hodinu, nez barevné celo doséhlo konce gelu. Po ukonceni elektroforézy byl gel
opatrné vyjmut z aparatury. Pro obarveni byl pouZzit komeréné dostupny barvici roztok
obsahujici Coomasie Brilliant Blue. Gel byl barven pfiblizn¢ 2,5 hodiny a nasledn€ umistén
do odbarvovaci lazn€, aby bylo odstranéno pozadi. Nakonec byl gel vlozen do obalu,

oskenovan a uchovan v roztoku 1 % kyseliny octové.

3.4 Vazba galektini na povrch rakovinnych bunék a inhibice této vazby
laktozou

3.4.1 Priprava vzorki pro priitokovou cytometrii

Vazba rekombinantnich fuznich konstrukt galektini na povrch rakovinnych bunék
byla ovéfena pomoci pritokové cytometrie. Builky DLDI1 (bunécnd linie lidského
kolorektalniho adenokarcinomu), pouzité pro tento pokus, byly pfedem pfipraveny
k experimentu konzultantkou Ing. Milusi Vlachovou, Ph.D. Buiky byly kultivovany
v mediu RPMI a pak byly centrifugovany pii 130 X g po dobu 3 minut pfi teploté 25 °C.
Nasledné bylo medium odstranéno a bunécna peleta byla resuspendovana ve 2 ml 1%
BSA/PBS, tzv. pufru pro FACS.

Poté bylo odebrano 10 pl bunécné suspenze, aby buiiky mohly byt spocitany v
Biirkerové komtrce. Testovana suspenze byla nanesena mezi kryci a podlozni sklo. Takto
pfipravena pocitaci komirka byla vloZena do zorného pole svételného mikroskopu. Byly
spocteny pouze ty bunky, které se nachazely uvnitt jednoho z deviti ¢tverct, a bunky, které
se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaly dvou stanovenych stran. Tim bylo zabranéno

opakovanému pocitani bunck. Nasledn¢ byla suspenze nafedéna na koncentraci bunck
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piiblizné 2 X 10° bungk/ml. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky bylo pfidano 100 pl
bunécné suspenze o této koncentraci.

Byly pfipraveny zasobni roztoky galektinti o tfech riznych koncentracich: 20 uM, 10
UM a 4 uM nafedénim zasobnich roztokii DsRedMGal-1 (127 uM), eYFPGal-3 (23 uM) a
kontrolnich fiznich proteint bez galektinové ¢asti eYFP (131 uM) a DsRedM (233 uM).

Soucasné byla pfipravena 800mM laktoza, kdy bylo 288,2 mg laktdézy smichano s 1
ml pufru pro FACS a ponechana 30 min inkubovat pfi 55 °C pro rozpusténi.

Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky bylo nésledné ptidano 50 pL suspenze bunék
DLDI1 (obsahujici piiblizné 3x10° bunék, s cilem dosahnout po inkubaci vysledného
mnozstvi 6x10° bungk na jamku), 25 pl nafedéného roztoku laktézy (koneéna koncentrace
laktozy 100 mM a 200 mM) a 25 pl zésobniho roztoku galektinu tak, aby konecna
koncentrace galektinu byla 5 uM, 2,5 uM nebo 1 uM. VSechny varianty byly pfipraveny v
triplikatu. Mikrotitracni desticka s pfipravenymi vzorky byla inkubovéana 1 hodinu na led¢.

Po inkubaci byly buniky centrifugovéany pii 130 x g po dobu 3 minut a teploté 4 °C.

Poté bylo medium odstranéno a buné¢na peleta byla resuspendovana v pufru pro FACS.

3.4.2 Priitokova cytometrie

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo pfidano 10 pl barviva HOECHST 33258
(vysledna koncentrace 1 mg/ml), ktery se vdze na DNA v bunécnych jadrech. V zivych
bunikach je struktura membran 1 DNA v jadrech zachovéna, coz znamena, Ze barvivo
neprochdzi do buniky. Naopak v mrtvych bunikéch je integrita jddra a membran naruSena, coZ
vede k intenzivnimu zbarveni. Na zaklad¢ fluorescenéniho signdlu lze tak rozlisit mrtvé a
zivé bunky.

Pro méfeni byl pouzit laser ve fialové oblasti spektra (405 nm OBIS solid state ,70
mW regulované) a filtr s fotodetektorem 450/50 nm. Priitokové cytometrie byla provedena
pomoci pristroje BD LSR II a vysledky byly analyzovany pomoci programii FlowJo [52]:
nejprve byly vybrany bunééné singlety, poté byly identifikovany Zivé buiiky. Ziskana data
byla pouzita pro vytvoteni histogramu fluorescence. Vysledky zahrnovaly stanoveni podilu
fluoreskujicich bungk, analyzu oblasti s maximalni fluorescenci a porovnéni intenzity

fluorescence.
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3.5 Kontrola toxicity

Bunky DLD1 byly pipetovany do 96jamkové mikrotitra¢ni desticky v mnozstvi 3000
bunék na jamku, pifi¢emz pocet bunék byl spocitan pomoci Blirkerovy komtirky. Buiiky byly
inkubovany pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci CO: po dobu 24 hodin, aby byl dosazen
pozadovany pocet 6000 bunék na jamku, coz bylo po inkubaci ovéteno.

Pro dosazeni vyssi koncentrace galektini DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 v experimentu
byly plvodni roztoky galektini v PBS pufru dialyzovany proti RPMI médiu, aby se
eliminoval vliv samotného PBS pufru na bunky. Koncentrace galektinu byla stanovena
metodou dle Bradforda. Po ukonc¢eni dialyzy byly proteiny prefiltrovany pies 0,22um filtr a
koncentrace byla opétovné ovéfena metodou dle Bradforda.

Nésledujici den bylo z kazdé jamky mikrotitracni destiCky odstranéno ptivodni
médium RPMI a bylo nahrazeno 100 pl roztoku testovaného galektinu v RPMI médiu o
pfislusném ftedéni. Pouzity byly nésledujici koncentrace galektini: DsRedMGal-1 v
koncentracich 28 ul, 21 pl, 14 ul a 7 pl a eYFPGal-3 v koncentracich 36 ul, 27 ul, 18 ula 9
pl, pficemz kazdé koncentrace byla testovdna v triplikatu. Experiment zahrnoval také
kontrolni jamky obsahujici pouze médium s buntkami DLD1, samotné¢ médium bez bunék a
jamky s eYFPGal-3 bez buné¢k, aby byla eliminovéna interference zlutého fluorescencniho
proteinu pii méfeni pifi vlnové délce 450nm. Ze vSech pfipravenych roztokd bylo
napipetovano 100 pl do bunécnych suspenzi v desticce a vzorky byly nasledné¢ znovu
inkubovany po dobu 24 hodin za stejnych podminek (37 °C, 5% COx).

Po inkubaci bylo do kazdé jamky pfidano 10 pl komeréné dostupného barviva ze
soupravy Cell Counting Kit-8 (CCK-8), zaloZené na tetrazoliové soli. Tato stl je redukovana
v ptitomnosti elektronového donoru a vytvaii ve vode rozpustné formazanové barvivo, jehoz
intenzita zbarveni je pfimo imérna poctu Zivotaschopnych (metabolizujicich) bunék. Tento
test detekuje aktivitu bunécnych hydrogenéaz. Po ptidani detekéniho barviva byla desticka
inkubovana dalsi 2 hodiny za stejnych podminek, poté byla zméfena absorbance pii vlnové
délce 450 nm.

Po zméteni absorbance jednotlivych vzorki byly ziskané hodnoty dale analyzovany
statistickymi metodami. Ke zhodnoceni rozdilii v Zivotaschopnosti bunék mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami a negativni kontrolou byl pouzit dvouvybérovy t-test s
nerovnymi rozptyly (Welchiiv #-test).

Tento test byl zvolen z divodu pravdépodobné odlisného rozptylu mezi

porovnavanymi skupinami a nizkého poctu opakovani (n = 3). Hodnota p
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(pravdépodobnostni hodnota) vyjadiuje, s jakou pravdépodobnosti mize byt pozorovany
rozdil mezi skupinami vysledkem nahody. Pokud p < 0,05, rozdil je povazovan za statisticky
vyznamny. Naopak, hodnota p>0,05 znamend, Ze rozdil neni statisticky vyznamny. ¢-
Hodnota ptedstavuje testovou statistiku vyjadiujici pomér mezi rozdilem primért dvou
skupin a velikosti jejich rozptylu. Kladna #-hodnota naznacuje, ze primér testované skupiny
je vyssi nez u kontrolni. Zaporna f-hodnota znaci, ze prumér testované skupiny je nizsi nez

u kontrolni. Veskera statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru Microsoft Excel.
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4. Vysledky

4.1 Produkce a purifikace galektini
Pro produkci galektinovych konstrukti DsRedMGal-1 a eYPFGal-3 byly pouzity

buiky E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS a plazmidy pET17b (expresni plazmid urceny pro
produkci rekombinantnich proteinti v E. coli pod kontrolou T7 promotoru) nesouci geny
HissDsRedMGal-1C2S a HisseYFPGal-3, které byly v dispozici na pracovisti. Kultivace
bun¢k E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS byla provedena v kombinaci LB a TB média; indukce
proteinové exprese byla provedena standardné pomoci IPTG, jakmile mnozstvi narostlych

bunék v médiu odpovidalo hodnot¢ optické hustoty 0,6-0,8.

Tabulka 2. Mnozstvi produkovanych galektinu.

Pouzity plazmid Mnozstvi ziskanych bunék [g]
pET17b:His¢e YFPGal-3 3,72
3,47
pET17b:HissDsRedMGal-1C2S 3,91
4,16

Purifikace byly provedeny s nasledujicim mnoZstvim bunék: 3,72 g pro DsRedMGal-
1 a4,16 g pro eYPFGal-3. Bunky byly rozbity sonikaci a ndsledné€ byla provedena purifikace
pomoci afinitni chromatografie na koloné s imobilizovanymi nikelnatymi ionty (viz kapitola
3.3.1). Po zachyceni proteinli na kolon¢ a nasledném promyti kolony elu¢nim pufrem byly
proteiny nesouci histidinovou kotvu eluovadny pomoci zvySené koncentrace imidazolu.
Ziskané frakce obsahujici pfislusny protein byly pielity do dialyza¢niho stfeva a dialyzovany
pies noc pro odstranéni imidazolu.

Vysledkem purifikace byly proteiny DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 nesouci histidinovou
kotvu (viz tabulka €. 3).
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Tabulka 3. Vysledky produkce a purifikace

Produkce Purifikace
Pouzity plazmid Objem | Objem TB | Objem | Mnozstvi Hmotnost
pouzitétho | media [ml] | proteini | proteind [mg]
plazmidu [ml] [mg/ml]
[n]
pET17b:HissDsRedMGal-1 1 600 15 5,5 81,8
pET17b:HisseYFPGal-3 1 600 7 3,3 23,0

Cistota enzymt byla ovéfena SDS elektroforézou. Na gel byly naneseny vzorky pred
purifikaci, vzorky odebrané béhem purifikace, pfed provedenim dialyzy a kontrolni protein
Gal-3 (28 kDa) s histidinovou kotvou bez fluorescenc¢nich proteintl. Proteinovy prouzek
Gal-3 migruje trochu vySe, neZ by odpovidalo molekulovému markeru, coz je
pravdépodobné zpiisobeno vysokym obsahem poldrnich aminokyselin v a neglobuldrnim

charakterem N-terminalni ¢asti galektinu-3, které mohou ovliviiovat separaci na SDS gelu.

LMW 1 2 3 LMW 4 5 6 7 LMW
- YN

M“A > o
kDa . :

s TR
70 | b - -
66,0 . - - -i-.--
ol ~—4
1 -- (™) -
- |
3008 P : -
a

,
| : ,

.

"= T —

Obrazek 14. SDS-PAGE analyza proteinii DsRedMGal-1 a eYFPGal-3. Na SDS-PAGE gelu je
zobrazen vysledek analyzy Cistoty proteinti DsRedMGal-1 a eYFPGal-3. Na horni stran¢ gelu je
oznacen LMW marker (low molecular weight), pricemz molekulové hmotnosti jednotlivych proteint
jsou uvedeny vlevo (97,0 kDa, 66,0 kDa, 45,0 kDa, 30,0 kDa). Draha 1: Vzorek lyzatu obsahujici
DsRedMG@Gal-1. Draha 2 a 3: Vzorky DsRedMGal-1 po dialyze, naneseny ve dvou riznych objemech
(draha 2: 0,5 pl, draha 3: 1 pl). Draha 4: Gal-3 s histidinovou kotvou bez fluorescen¢niho proteinu.

47



Draha 5: Vzorek lyzatu obsahujici eYFPGal-3. Draha 6 a 7: Vzorky eYFPGal-3 po dialyze, naneseny
ve dvou riznych objemech (draha 6: 2 pl, drdha 7: 3 pl).

Obrazek ¢. 14 zachycuje vysledek elektroforetického rozdéleni vzorkl obsahujicich
rekombinantni proteiny DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 na polyakrylamidovém gelu v
denatura¢nich podminkach (SDS-PAGE). Na levé stran¢ gelu jsou uvedeny molekulové
hmotnosti proteinového standardu (LMW marker): 97,0 kDa, 66,0kDa, 45,0kDa a
30,0 kDa. Molekulova hmotnost konstruktu DsRedMGal-1 ¢ini 54,6 kDa [53] a Gal-3eYFP
pfiblizné 67,2 kDa [53].

Vzorek lyzatu s DsRedMGal-1 vykazuje vyrazny pruh pfiblizn€ na trovni 55 kDa,
odpovidajici ocekavané molekulové hmotnosti konstruktu DsRedMGal-1. Zaroven jsou v
tomto vzorku patrné i dal$i pruhy, odpovidajici pritomnosti kontaminujicich bunécnych
proteint ¢i jejich degradaénich produktd, jez byly eliminovany v nasledujicim purifika¢nim
kroku. Drahy 2 a 3 odpovidaji vzorkim DsRedMGal-1 po dialyze, nanesené v objemech
0,5ul a 1 pul. V obou ptipadech je patrny dobie definovany pruh v oblasti 54,6 kDa, coz
doklada zachovani integrity a stability proteinu po purifikaénim procesu. Pfestoze je v téchto
drahéch zaznamenéna i pfitomnost dalSich slabsich pruhd, jejich intenzita je vyrazné nizsi
neZ u vzorku lyzatu, coz svédci o uspésSnosti purifikace. Odhadovana Cistota vysledného
proteinu: 90 %.

Drédha 4: Rekombinantni protein Gal-3 (28 kDa) s histidinovou kotvou bez
fluorescenéniho proteinu, ktery byl pouZit jako pozitivni kontrola. Draha 6: Vzorek lyzatu s
eYFPGal-3 vykazuje intenzivni pruh pfiblizn€ na urovni 67,2 kDa, odpovidajici ocekavané
molekulové hmotnosti konstruktu eYFPGal-3. Drahy 6 a 7: Vzorky eYFPGal-3 po dialyze
ukazuji dominantni pruh v oblasti 67,2 kDa, coZ potvrzuje U¢innost purifika¢niho postupu.
Soucasné jsou v téchto drahdch patrné slabs$i prouzky v rozmezi 66—45kDa, které
pravdépodobné predstavuji degrada¢ni produkty, jako napt. N-termindlni fragmenty vzniklé
¢asteCnym proteolytickym Stépenim nebo nestabilitou konstruktu béhem purifikace [54].

Odhadovana ¢istota vysledného proteinu: 60 %.

4.2 Vazba galektinii na povrch rakovinnych bunék a inhibice této vazby
laktozou

Vazba DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 na povrch bunék lidského kolorektalniho

karcinomu (DLD1) byla ovéfena pomoci metody priutokové cytometrie.
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DLDI bunky narostlé do konfluence byly trypsinizaci sejmuty z misek (provadéla
konzultantka Dr. Vlachovad), centrifugovany, medium bylo odstranéno a bunécna peleta byla
resuspendovana v pufru pro FACS. Do této bunécné suspenze byly piidany laktoza,
galektiny (DsRedMGal-1 a eYFPGal-3) v riznych koncentracich, nebo kontrolni
fluorescencni proteiny bez galektini DsRedM a eYFP. Po inkubaci na ledu byly bunky
centrifugovany a peleta byla resuspendovana v pufru pro FACS.

Pfed méfenim pritokové cytometrie do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo

piidano barvivo HOECHST 33258.

4.2.1 Vazba DsRedMGal-1 na bunécny povrch a jeji inhibice lakt6zou

Analyza buné¢k DLDI1 po inkubaci s riznymi koncentracemi galektint, piipadné i v
pritomnosti laktézy prutokovou cytometrii, odhalila zavislost miry fluorescence bunék,
odrazejici mnoZstvi navdzanych galektind, na koncentraci galektinli a koncentraci laktozy,
jak ukazuji grafy na obr. ¢. 15-16 pro DsRedMGal-1. Vyssi koncentrace galektind v médiu
vedla k vyssi hodnoté fluorescence (tj. vy$$imu mnozstvi navazanych galektinll) a naopak

vys$si koncentrace laktozy vedla ke snizeni mnozstvi navazanych galektind.
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Obrazek 15. Graf zavislosti intenzity fluorescence DsRedMGal-1 v riznych koncentracich (5, 2,5,
1 uM) na koncentraci laktézy. Do grafu vynesena primérnd hodnota fluorescence. Kazda
koncentrace galektinu byla méfena v duplikatu. Data pro vyhodnocovani byla ziskdna pomoci
aplikace FlowJo [52].
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Obrazek 16. Histogramy pritokové cytometrie ukazujici zavislost intenzity fluorescence bunck
s navazanymi DsRedMGal-1 v riiznych koncentracich (5; 2,5 a 1 uM) na koncentraci laktozy. Udaje
predstavuji typické vysledky jednoho reprezentativniho pokusu provedeného v triplikatu. Jako
negativni kontrola (modra) byly pouzity samotné bunky (bez galektinu a bez laktozy), fialové kiivky
odpovidaji pokusiim se 100mM laktézou, zelené kiivky odpovidaji pokusiim s 200mM laktézou,
Cervené kiivky odpovidaji intenzité fluorescence bun¢k s navazanym Gal-1 DsRed bez laktozy.

V ramci sledovéani interakce mezi DsRedMGal-1 a buikami DLD-1 byla vyuZita
prutokova cytometrie. K experimentu byl pouzit fizni konstrukt fluorescencné znaceného
proteinu DsRedMGal-1 v koncentracich 1 uM, 2,5 uM a 5 uM. Kazdy vzorek byl testovan
v pfitomnosti 0mM, 100mM a 200mM laktdzy. Namétené hodnoty byly zpracovany pomoci
histogramt intenzity fluorescence (viz obr. ¢. 16) a vypoctem stiedni fluorescence (MFI)
(viz obr. ¢. 15), ¢imz byla ovétfena jak vazba Gal-1 na bunéény povrch, tak jeji inhibice

pomoci laktozy.
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Pti nejvyssi koncentraci DsRedMGal-1 (5 uM) bylo pozorovano nejsilngj$i navazani na
povrch bun¢k — vzorek bez laktdzy vykazoval vyrazny nariist intenzity fluorescence (Cervena
kiivka). Se zvySujici se koncentraci laktézy dochdzelo k posunu histogramii smérem k
negativni kontrole (modré kiivka): pii koncentraci laktozy 100 mM byl zaznamenan mirny
pokles fluorescence a pti 200 mM doslo k jejimu vyraznému snizeni. Tato data indikuji

kompetitivni inhibici vazby Gal-1 zplisobenou pfitomnosti volné laktézy v médiu.

Pti stiedni koncentraci DsRedMGal-1 (2,5 uM) byl pozorovan shodny trend. Nejvyssi
intenzita fluorescence byla opét zaznamenana u vzorku bez laktdzy, ve vzorku se 100mM
laktézou byla stfedni hodnota fluorescence niz§i a se 200mM laktdézou se intenzita
fluorescence vyrazn€ snizila. Tento vysledek potvrzuje, Ze ucinek laktéozy jako

kompetitivniho inhibitoru je zachovan i pfi nizsi koncentraci galektinu.

cvwvr

proteinu na povrch bunék snizilo, coz se odrazilo 1 na celkové nizsi urovni fluorescence. Pti
dané koncentraci se opakoval pozorovany inhibi¢ni vzorec — nejsilnéjsi fluorescence u
vzorku bez laktozy, mirné slabsi fluorescence se 100mM laktézou a nejslabsi s 200 mM

laktézou, kde histogram prakticky splyval s negativni kontrolou.

Uvedené vysledky potvrzuji, ze vazba DsRedMGal-1 na povrch bun¢k DLD-1 je zavisla
na jeho koncentraci v prostiedi a je G€inn€ inhibovana pfitomnosti laktézy. Pozorované
kompetitivni plisobeni zavislé na koncentraci odpovidd zndmé afinité¢ galektinid ke f-
galaktosidovym strukturam, jako je laktoza, a naznacuje, Ze Gal-1 znaceny fluoroforem si
zachovava svou biologickou aktivitu. Uvedend data pochazeji z jednoho experimentu

provedeného ve tfech opakovanich.
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Obrazek 17. Bodové grafy (tzv. dot plots) s procentualnim zastoupenim populace zivych bunék
DLD-1 s navazanym 2,5uM DsRedMG@Gal-1 v riznych koncentracich laktézy: vzorek bez laktdzy (€.
1), vzorek s 200mM lakt6zou (€. 2), vzorek se 100mM laktézou (€. 3) a kontrolni vzorek obsahujici
pouze buiiky DLD-1 bez navazané¢ho Gal-1 a bez laktozy (€. 4).

Na obrézku €. 17 jsou zobrazeny bodové grafy, které znazornuji podil Zivotaschopnych
bunék linie DLD-1 za rtiznych experimentalnich podminek. Jednotlivé grafy predstavuji
Ctyfi rizné experimenty: buiky inkubované s DsRedMGal-1 v koncentraci 2,5 uM bez
pridavku laktézy (graf €. 1), se 100mM laktézou (graf €. 3), s 200mM laktozou (graf €. 2) a

negativni kontrolu tvofenou bunikami bez pfidavku Gal-1 a laktézy (graf €. 4).

Ve vzorku bez pritomnosti laktéozy (graf ¢. 1) bylo zaznamenano 87,0%
zivotaschopnych bun¢k. Po pfidavku laktéozy do kultivaéniho média doSlo k mirnému
nartistu podilu zivych bunek: 91,8 % se 100mM (graf ¢. 3) a 91,5 % s 200mM laktézou (graf

¢. 2). Nejvyssi zivotaschopnost byla zaznamenana v kontrolnim vzorku (graf ¢. 4), kde se

jednalo 0 93,0 % bun¢k. Tato pozorovani mohou naznacovat mirny ochranny ucinek laktozy,
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kterd kompetitivné¢ inhibuje vazbu DsRedMGal-1 na bunécny povrch, a tim snizuje
potencidlni cytotoxické dopady této interakce. Vzhledem k absenci biologickych replikatii
vSak nelze ucinit jednoznacné zavéry o statistické vyznamnosti zaznamenanych rozdila.
Mira zivotaschopnosti bunék mohla byt rovnéz ovlivnéna technickymi faktory, jako je
manipulace se vzorky, doba inkubace, ptfipadné spontanni thyn bunc¢k v disledku
experimentalniho zatizeni. Pro potvrzeni hypotézy o ochranném ucinku laktézy by bylo
vhodné provést statistickou analyzu na zdklad¢ vice nezdvislych experimentalnich

opakovani, ktera byla ¢asove jiz mimo rozsah této prace.

4.2.2 Vazba eYFPGal-3 na bunéény povrch a jeji inhibice lakt6zou
Podobné jako u Gal-1 byla pomoci pritokové cytometrie analyzovana vazba fuzniho

proteinu eYFPGal-3 na buiiky DLD1 pfi riznych koncentracich proteinu a laktozy.
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Obrazek 18. Graf zavislosti intenzity fluorescence eYFPGal-3 v riznych koncentracich (5, 2,5, 1
uM) na koncentraci laktozy. Do grafu vynesena primérna hodnota fluorescence. Kazda koncentrace
byla métena v duplikatu.
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Obrazek 19. Histogramy pritokové cytometrie ukazujici zavislost intenzity fluorescence bunck
s navazanymi eYFPGal-3 raznych koncentracich (5, 2,5 a 1 pM) na koncentraci laktézy. Udaje
predstavuji typické vysledky jednoho reprezentativniho pokusu provedeného ve tfech opakovanich.
Jako negativni kontrola oznacend modrou barvou byly pouzity samotné buriky (bez galektinu a bez
laktézy). Kiivky oznaCované fialovou barvou odpovidaji pokusim se 100mM laktdézou, zeleny
histogram odpovida pokusiim s 200mM laktdzou, cervena kiivka odpovida intenzité fluorescence
buné€k s navazanym eYFPGal-3 bez ptitomnosti laktozy.

Analogicky k pfedchozimu hodnoceni vazby DsRedMGal-1 byla 1 v pfipadé fuzniho
proteinu eYFPGal-3 vyuzita pritokova cytometrie k posouzeni jeho interakce s bunéénou
linii DLD-1 a k ovéfeni inhibi¢niho ucinku laktozy. Fluorescenéné znaceny eYFPGal-3 byl
aplikovan v koncentracich 1 uM, 2,5 uM a 5 pM, pfi€emz kazda koncentrace byla testovana
v pritomnosti 0 mM, 100 mM a 200 mM laktézy. Namétené hodnoty byly vyhodnoceny
pomoci histogrami intenzity fluorescence (viz obr. €. 19) a vypoctem stfedni intenzity

fluorescence (MFI) (viz obr. €. 18).
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Pti nejvyssi testované koncentraci eYFPGal-3 (5 uM) byla zaznamenana extrémné
vysoka fluorescence ve vzorcich bez laktozy a se 100mM laktézou. Tento jev naznacuje
velmi silnou a rozsahlou vazbu Gal-3 na bunécny povrch, kterou pftistroj jiz nebyl schopen
spolehlivé kvantitativné zachytit. Vyrazny pokles fluorescence vsak byl pozorovan pfii
inkubaci s 200mM laktézou, kde doslo k cCastenému prekryti histogramu s negativni
kontrolou, coz ukazuje na efektivni inhibici vazby.

Pti koncentraci eYFPGal-3 (2,5 uM) byl pozorovan analogicky trend — nejvyssi MFI
byla naméfena ve vzorku bez laktozy, kde intenzita fluorescence svédcila o robustni vazbé
Gal-3 na povrch bun€k. Vzorek se 100mM laktézou vykazoval niz§i hodnotu fluorescence,
zatimco s 200mM laktézou doslo k vyrazné snizenému signélu, coz potvrzuje kompetitivni
inhibici. Histogramy jasné ukazuji posun fluorescencnich kiivek smérem k negativni
kontrole pfi vysSich koncentracich laktozy.

Pti nejnizsi testované koncentraci eYFPGal-3 (1 uM) byly hodnoty MFI celkové nizsi,
coz odpovidd menSimu mnozstvi navdzaného proteinu. Nicméné i zde byl patrny vliv
laktozy: nejvyssi fluorescence byla zaznamendna ve vzorku bez laktdzy, mirné€ nizsi se
100mM laktozou a nejnizsi s 200mM laktozou, kde se intenzita fluorescence témert blizila
negativni kontrole.

Souhrnné 1ze konstatovat, ze mnozstvi navdzaného eYFPGal-3 na bunky DLD-1
koreluje s jeho koncentraci v pufru a zarovei je vyznamné ovliviilovano pfitomnosti laktozy.
Vysledky z obou typl grafii ukazuji konzistentni zdvislosti a potvrzuji, Ze interakce
eYFPGal-3 s bunénym povrchem je specifickd a kompetitivné inhibovatelna laktozou.
Uvedena data pochazeji z jednoho experimentu provedeného ve tfech opakovanich.

Pozorované vysledky jsou v souladu s daty ziskanymi pro DsRedMGal-1.
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Obrazek 20. Bodové grafy (tzv. dot plots) s procentualnim zastoupenim zivé populace bunék DLD-
1 s navazanym 2,5uM eYFPGal-3 s riiznymi koncentracemi laktézy: vzorek bez laktozy (€. 1),
vzorek s 200mM laktozou (€. 2), vzorek se 100mM laktozou (€. 3) a kontrolni vzorek obsahujici
pouze buiiky DLD-1 bez navazané¢ho Gal-1 a bez laktozy (€. 4).

Bodové grafy (viz obr. ¢. 20) znazoriuji zastoupeni zivé populace bunék DLD-1 za
Ctyt riznych experimentdlnich podminek, pfi inkubaci s 2,5uM eYFPGal-3 a rliznymi
koncentracemi laktdzy. Na jednotlivych grafech je vyznacena Ziva populace buné€k a jeji
procentualni zastoupeni.

Referen¢nim vzorkem je graf €. 1, kde byly bunky inkubovany pouze s 2,5uM
eYFPGal-3, bez ptitomnosti laktozy. Podil zivych bunék zde ¢inil 88,2 %. Tento vzorek
slouZzi jako vychozi pro porovnani u¢inku riznych koncentraci laktézy.

Ve vzorku s eYFPGal-3 a 200mM laktozou (viz graf €. 2) byla namétena vyrazné nizsi

zivotaschopnost — Zivou populaci zde tvotilo 48,6 % bun¢k. Prestoze se zda, ze kombinace
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vysoké koncentrace laktozy a eYFPGal-3 ma negativni vliv na vitalitu bunék, nelze z
jediného experimentu bez podpory statistické analyzy jednoznaéné urcit, zda je tento rozdil
signifikantni a biologicky relevantni. Je mozné, Zze se na vysledku podilely vyznamnou
mérou technické faktory, jako je spontanni thyn bunék, mechanické poskozeni nebo
variabilita mezi méfenimi.

Naopak pii inkubaci s 2,5 uM eYFPGal-3 a 100 mM laktézy (viz graf €. 3) ¢inil podil
zivé populace 87,9 %, tedy velmi podobné jako ve vzorku bez laktdzy. To miiZe naznacovat,
ze niz$i koncentrace laktézy nema zasadni vliv na bunécnou integritu, avsak i zde je nutné
brat v ivahu moznou experimentélni variabilitu.

Negativni kontrolu tvofi graf €. 4, kde byly méfeny bunky DLD-1 bez ptitomnosti Gal-
3 a bez laktozy. Zde byla Zivotaschopnost nejvyssi, 93,0 %, coz odpovida pfirozené vitalité
bunck za standardnich podminek bez zasahu vnéjsSich faktort.

Na zaklad¢ téchto vysledkl lze predbézné uvazovat o tom, ze vysokad koncentrace
laktézy v pritomnosti eYFPGal-3 mize negativné ovliviiovat zZivotaschopnost buné¢k DLD-
1, pravdépodobné v dusledku specifické interakce s bunécnym povrchem. Nicméné,
vzhledem k absenci statistického vyhodnoceni neni mozné s jistotou posoudit, zda
pozorované rozdily mezi jednotlivymi podminkami (zvlast€¢ hodnotu zivotaschopnosti
v pritomnosti 200mM lakt6zy) neptesahuji spise odlehly vysledek.

Uvedena data pochazeji z jednoho reprezentativniho experimentu provedeného ve

ttech opakovanich.

4.3 Kontrola toxicity galektinovych konstrukti na buiiky DLD1
Po méfeni pritokové cytometrie byla provedena kontrola toxicity pouZitych
galektinovych konstruktd, aby vylou¢it moznost interference vlivu galektinii ¢i jinych

komponent pouzitych v experimentu na Zivotaschopnost bunék.

Pro statistické porovnani Zivotaschopnosti bun€k mezi jednotlivymi skupinami bya

pouzit dvouvybérovy t-test s nerovnymi rozptyly (Welchtv #-test).
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Obrazek 21. Graf zivotaschopnosti bunék DLD1 v pfitomnosti fluorescen¢niho fuzniho konstruktu
Gal-1 v % vici negativni kontrole bez galektinu. K méfeni byl pouzit DsRedMGal-1 ve Ctytech
ruznych koncentracich.

Tabulka 4. Vysledky statistické analyzy Zivotaschopnosti bunék DLD1 s riznymi koncentracemi
DsRedMGal-1. Zivotaschopnost je vyjadiena v % vzhledem k negativni kontrole (0 pM), ktera byla
stanovena jako referen¢ni hodnota (100 %). Tabulka uvadi hodnoty statistické analyzy (#-hodnota),
ktera vyjadiuje velikost rozdilu mezi dvéma praméry relativne vici variabilité dat, a p-hodnoty, které
udavaji pravdépodobnost, Ze pozorovany rozdil vznikl nahodn¢. Hodnota p < 0,05 je povazovana za
statisticky vyznamnou.

Koncentrace [uM] | #-hodnota | p-hodnota Statistickd vyznamnost
0 - - referen¢ni hodnota (100 %)
28 -0,15 0,892 ne
21 0,37 0,748 ne
14 0,57 0,623 ne
7 1,29 0,313 ne

Zivotaschopnost bunék DLD1 po 24hodinové inkubaci s rGiznymi koncentracemi
fazniho proteinu DsRedMGal-1 byla hodnocena pomoci soupravy CCK-8. Vysledky
ukédzaly mirny pokles metabolické aktivity pii vysSich koncentracich, pficemz s 28uM
galektinem byla Zivotaschopnost pfiblizné 95 % ve srovnani s kontrolni skupinou. Nizsi

koncentrace vykazovaly Zivotaschopnost v rozmezi 98-99 % (viz obr. €. 21).

Statistické zhodnoceni téchto dat (Welchtliv #-test) vSak neprokéazalo zadny statisticky

vyznamny rozdil oproti negativni kontrole (p > 0,05). Hodnoty ¢ se pohybovaly od 0,15 do
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1,29, pficemz nejvyssi -hodnota byla zaznamenéna pii koncentraci 7 uM. Tato koncentrace
statistické vyznamnosti (o= 0,05). Ostatni koncentrace mély jesté vyssi p-hodnoty, coz dale

potvrzuje absenci statisticky vyznamného efektu.

Z uvedeného vyplyva, ze DsRedMGal-1 nevykazuje méfitelny cytotoxicky ucinek pti
koncentracich pouzitych v experimentu, a jeho pfitomnost pravdépodobné neovlivnila

vysledky inhibi¢nich nebo funk¢nich testti uvedenych v dalSich castech prace.

eYFPGal-3 (Mw 67,3 kDa)
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Obrazek 22. Graf Zivotaschopnosti bun¢k DLD1 v pfitomnosti fluorescencniho fuzniho konstruktu
Gal-3 v % viici negativni kontrole bez galektinu. K méteni byl pouzit eYFPGal-3 ve ¢tytech riznych
koncentracich.

Tabulka 5. Vysledky statistické analyzy zivotaschopnosti bunék DLD1 s rGznymi koncentracemi
eYFPGal-3. Zivotaschopnost je vyjadiena v % vzhledem k negativni kontrole (0 uM), ktera byla
stanovena jako referenc¢ni hodnota (100 %).

Koncentrace [uM] | #-hodnota | p-hodnota Statistickd vyznamnost
0 - - referencni hodnota (100 %)
36 -4,17 0,046 ano
27 -3,36 0,071 ne
18 -3,44 0,067 ne
9 -2,86 0,094 ne
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Vysledky testu ukézaly pokles zivotaschopnosti s rostouci koncentraci eYFPGal-3,.
Nejnizs$i hodnota byla zaznamenana pii koncentraci 36 uM, kde zivotaschopnost Cinila
87,8 %. Se snizujici se koncentraci proteinu (27, 18 a 9 uM) se Zivotaschopnost postupné

zvySovala az na 91,8 % (viz obr. €. 22).

Statistickd analyza pomoci Welchova #-testu prokazala vyznamny rozdil pouze pro
nejvyssi testovanou koncentraci (36 uM; p = 0,046), zatimco u nizSich koncentraci nebyla
hladina statistické vyznamnosti dosazena (p > 0,05; viz tabulka ¢. 5). Hodnoty ¢ parametru
se pohybovaly v rozmezi —2,86 az —4,17, coz doklada trend poklesu zivotaschopnosti, avSak

biologicky vyznam téchto zmén Ize povazovat za omezeny.

Vzhledem k tomu, Ze koncentrace pouzité v inhibi¢nich experimentech (viz kapitola
4.2) byly vyrazné¢ niz$i nez ty, které vykazovaly pokles Zivotaschopnosti, je velmi
nepravdépodobné, ze by piipadnd cytotoxicita vyrazné ovlivnila vysledek inhibi¢nich

experimentl v této praci.
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo produkovat a purifikovat rekombinantni fizni konstrukty
galektinli s fluorescen¢nimi proteiny — DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 — a analyzovat jejich
vazbu na bunécny povrch lidskych kolorektalnich nadorovych bunék DLDI1. Dale byla

zkoumana schopnost laktdzy inhibovat tuto vazbu.

Oba galektiny byly uspéSné exprimovany a purifikovany pomoci afinitni
chromatografie nasledované dialyzou. Kvalita ziskanych konstrukti byla ovéfena pomoci
SDS-PAGE elektroforézy, ktera slouzila k monitorovéani Cistoty galektinli béhem celého
purifika¢niho procesu. Analyza SDS-PAGE ukézala, Zze byly produkovany konstrukty
DsRedMG@Gal-1 v odhadované cistoté cca 90 % (v mnozstvi 23 mg) a eYFPGal-3 v
odhadované Cistoté cca 60 % (v mnoZstvi 82 mg) (viz obr. €. 14). U eYFPGal-3 byly na gelu
pozorovany dal$i prouzky, které odpovidaly N-termindlnim proteinovym fragmentim ¢i
nespecifickym fragmentim proteind vzniklych béhem purifikacniho procesu. Podobné
prouzky byly detekovany i ve studii MSc. Cariny Dey z RWTH Aachen, ktera pracovala se
stejnym konstruktem eYFPGal-3 v ramci projektu zaméfené¢ho na fluorescencni proteiny
[54]. Tyto kontaminace mohou naznacovat castecnou proteolyzu, ke které mohlo dojit pti
vyssich teplotach kultivace nebo nedostate¢né ucinnosti pouzitych protedzovych inhibitora.
Optimalizace podminek exprese, napiiklad sniZzeni teploty nebo rozsifeni spektra inhibitori
proteaz, by mohla dale zvysit Cistotu produktu. Dals$i moZnosti by byl nasledny krok afinitni
chromatografie zaloZené na lektinové aktivité, nicméné fluorescencni proteiny se ukéazaly
jako relativné malo stabilni (jiZ po 2-3 dnech vyrazné ztraceny lektinovou aktivitu), takze
dalsi purifikacni kroky pfi pilotnich pokusech vedly k neuspokojivym vysledkiim. Proto byl

vvvvvv

pozorovanych trendd v této praci.

Celkové vysledky exprese a purifikace potvrzuji, Ze oba rekombinantni proteiny byly
uspés$né ziskany v mnozstvi desitek miligramti proteinu, coz bylo tfeba pro realizaci vSech

potiebnych experimentu.

Vysledky pritokové cytometrie (viz obr. €. 16 a 19) jasné ukazuji podobny trend, ze
DsRedM@Gal-1 a eYFPGal-3 se specificky vazou na povrch bun€k DLDI a jejich vazba je
kompetitivné inhibovana piitomnosti laktdézy (viz obr. ¢. 15 a 18). Intenzita fluorescence

(MFI) odpovidajici mnoZstvi navazané¢ho galektinu na bunéény povrch se s rostouci
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koncentraci laktézy postupné snizuje, coz potvrzuje jeji kompetitivni inhibi¢ni U¢inek a
skute¢nost, Ze vazba galektinii na bunéény povrch je vedena ptes CRD doménu. Nicméné
mezi DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 existuji vyznamné rozdily v sile vazby na bunky a ve

zpusobu, jakym je tato vazba ovlivnéna laktézou.

Nejvyssi intenzita fluorescence byla zaznamenana u obou galektinti v koncentraci 5 pM
pii inkubaci bez laktdzy, coz naznacuje silnou interakci mezi galektinem a bunénymi
receptory. S klesajicimi koncentracemi galektinii (2,5 uM a 1 uM) doslo k postupnému

poklesu MFI, coz odrazi niz§i mnozstvi navazaného galektinu.

Pozoruhodné je, Ze MFI eYFPGal-3 pti 5 uM byla vyrazné vyssi nez u DsRedMGal-1,
coz muze indikovat nejen vy$si miru vazby na povrch bunék, ale také potencialni vznik
nadmolekularnich agregati. Gal-3 je schopen oligomerizace prostfednictvim své N-
termindlni domény, coZ umoziuje tvorbu rozsahlejSich multimerickych struktur na povrchu
bunék. Tyto struktury mohou vznikat postupnym navazovanim dalS$ich molekul Gal-3 nejen
na glykanové ligandy, ale i1 na jiz navdzané molekuly galektinu. Tento mechanismus muze
vést ke zesileni fluorescencniho signalu diky lokalni akumulaci zna¢eného proteinu, jak bylo

pozorovano i v jinych studiich [6,14,15].

Zaroven je tfeba zduraznit, ze s 1uM eYFPGal-3 byla fluorescence témét na detekénim
limitu, coZ naznacuje nizkou afinitu k povrchovym strukturam bunék pfi této koncentraci.
Tento pokles miize byt disledkem niz8i pravdépodobnosti interakce eYFPGal-3 s
bunécnymi receptory pii snizené dostupnosti molekul proteinu ve vzorku. Celkové tento
efekt je v souladu s o¢ekavanim, protoze galektiny jsou znamy svou schopnosti interagovat
se sacharidovymi strukturami na povrchu bunék prostiednictvim své CRD domény. Tento
trend potvrzuje koncentracné zavisly charakter vazby DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 na

bunécny povrch pozorovany i v jinych studiich [56-58].

Inhibi¢ni Gcinek laktdézy byl zaznamenan u obou galektinii napf#i¢ vSemi testovanymi
koncentracemi. S rostoucimi koncentracemi laktozy (0, 100 a 200 mM) dochazelo k poklesu
intenzity fluorescence, coz svéd¢i o kompetitivni inhibici vazby galektinli na bunécny
povrch. Nejvyrazn€j$i inhibice byla pozorovana s 200mM laktozou, kdy MFI dosahlo
hodnot blizkych negativni kontrole. Tento vysledek podporuje hypotézu, Ze laktéza soutézi
s DsRedMG@Gal-1 a eYFPGal-3 o vazebnd mista na bunééném povrchu, ¢imz efektivné snizuje

mnozstvi navazaného proteinu [59]. Podobné vysledky byly popséany i v literatute, kde byla
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laktoza spolu s dalSimi B-galaktosidy identifikovana jako kompetitivni inhibitor galektint,

schopny blokovat jejich interakce s glykanovymi strukturami bunéénych receptorti [56,57].

Navzdory témto spolecnym trendiim se vSak G¢innost inhibice mezi obéma galektiny lisila.
Inhibi¢ni u€inek laktoézy byl u eYFPGal-3 méné efektivni nez u DsRedMGal-1 (viz obr. €.
16 a 19). U DsRedM@Gal-1 byla kompetitivni inhibice laktézou velmi silna, coz se projevilo
prudkym poklesem fluorescence v pritomnosti 200mM laktozy, kdy intenzita fluorescence
témet splyvala s negativni kontrolou. To naznacuje, ze vazba DsRedMGal-1 na povrch
bun¢k je spise slaba a snadno kompetitivn€ blokovana laktozou. U eYFPGal-3 byla inhibice
vazby laktéozou méné vyraznd. Konstrukt eYFPGal-3 se vazal na buiky DLD1 s vyssi
afinitou — 1 pfi nejvys$i koncentraci laktéozy (200 mM) byla stdle patrnd zbytkova
fluorescence. To mlZe naznaCovat, Ze eY FPGal-3 mliZe mit i dalSi mechanismy interakce s
bunécnym povrchem, které nejsou plné kompetitivné blokovany laktézou. To miiZze souviset
s jeho schopnosti interagovat nejen s glykany, ale také s jinymi bunéénymi komponentami,
napftiklad prostfednictvim protein-proteinovych interakei [14], poptipadné s jeho schopnosti
vytvafet na povrchu bunck oligomerni mfizky, nebo s vyssi afinitou ke konkrétnim

povrchovym glykaniim na povrchu bunék.

Dalsim dtlezitym aspektem byla analyza mnozstvi zivych bunék DLDI v ptfitomnosti
DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 (viz obr. ¢ 17 a 20). VSechna méfeni byla porovnana se
vzorkem, ve kterém byly pfitomny pouze DLDI bunky. V tomto vzorku negativni kontroly
bylo mnozstvi Zivych bunék bylo 93 %, coz potvrzuje, ze experimentalni podminky samy o
sob¢ nemaji cytotoxicky efekt a Ze ptipadné pozorované zmény v podilu Zivych bun¢k jsou

disledkem ptfitomnosti galektinli a jejich interakce s laktdzou.

Samotnd vazba DsRedMGal-1 na bunécny povrch méla mirn€ negativni vliv na
zivotaschopnost buné¢k, coz bylo patrné z mirného poklesu Zivé populace ve vzorku bez
laktozy (87 %), zatimco u eYFPGal-3 to bylo 88 % (tyto rozdily nicméné nebyly
signifikantni). To naznacuje, ze oba galektiny mohou ovliviiovat bunéénou integritu
prostiednictvim interakci se specifickymi glykokonjugaty na bunééném povrchu [56,58]. Pti
ptfidani 200mM laktézy do vzorkl s DsRedMGal-1 se zivotaschopnost bun¢k zvysila na 92
%, coz naznacuje protektivni uc¢inek laktdzy, ktera kompetitivné brani vazbé DsRedMGal-1
na bunécné receptory [2,60]. Naopak, u eYFPGal-3 doslo pfi stejné koncentraci laktozy k
prudkému poklesu zivotaschopnosti na 49 %. Tento rozdil mezi DsRedMGal-1 a eYFPGal-

3 naznacuje, Zze eYFPGal-3 mlze mit v pfitomnosti vysoké koncentrace laktdzy jiny
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mechanismus ucinku, coz muize zahrnovat osmoticky stres nebo specifické bunécné
signaliza¢ni drdhy vyvolané eYFPGal-3 v kombinaci s vysokou koncentraci cukru [59].
Nicméné vzhledem k tomu, Ze tento trend se nepotvrdil u dalSich testovanych kombinaci
koncentraci, da se spisSe predpokladat, ze k tak vyraznému snizeni podilu zivych bunék doslo
experimentalni chybou, napf. neSetrnym zachazenim s buiikami ¢i jejich mechanickym
poskozenim pii manipulaci s nimi apod. Pfi pfidani 100mM laktézy byla zivotaschopnost
bunck v pfitomnosti DsRedMGal-1 92 %, cozZ je hodnota srovnatelna s efektem 200mM
laktozy. To ukazuje, Ze uz nizsi koncentrace laktozy je schopna efektivné inhibovat vazbu
DsRedM@Gal-1 na bunécny povrch, ¢imz se minimalizuji jeho potencialni negativni G¢inky
na buiiky. U eYFPGal-3 byla zivotaschopnost u 100mM laktézy 88 %, coz predstavuje
mnohem mensi pokles nez u 200mM laktozy, 1 kdyZ stale niz8i hodnotu nezZ u DsRedMGal-
1. To ukazuje, Ze mirnéjsi inhibice eYFPGal-3 laktozou mize mit ochranny Uc¢inek na
buniky. Nicméné je tfeba vzit v potaz, ze vySe uvedené hodnoty byly ziskany z jednoho
biologického opakovani, takze nelze ztéchto hodnot délat dalekosahlé zavéry. Zvlaste
neocekavané vysledky jako vyrazné sniZeni viability v pfitomnosti 200mM laktozy jen u
jednoho galektinu by bylo tfeba minimalné dvakrat nezavisle opakovat. Ostatni vysledky se
pohybuji v hodnotach viability cca 85-93 %, coz se jevi jako bézna fluktuace v tomto typu

experimentll, kterd nevykazuje statistickou signifikanci.

Aby byl vyloucen mozny negativni vliv fluorescen¢nich galektinovych konstruktii na
zivotaschopnost bunc€k, byla provedena analyza cytotoxicity (viz kapitola 4.3).
U konstruktu DsRedMGal-1 byly ve vSech testovanych koncentracich (7-28 uM)
zaznamenany pouze mirné poklesy zivotaschopnosti (95-99 %), pticemz statisticka analyza
(Welchlv #-test) neprokazala zadné vyznamné rozdily ve srovnani s negativni kontrolou
(p>0,05), coz naznacuje, Ze tento konstrukt nevykazuje meéfitelny cytotoxicky ucinek
v pouzitych podminkéch. V ptipadé konstruktu eY FPGal-3 byl statisticky vyznamny pokles
Zivotaschopnosti zaznamenan pouze pii nejvyssi testované koncentraci 36 uM (¢ =—-4,17; p
= 0,046). U nizsich koncentraci galektinu (27, 18 a 9 uM) sice doSlo k mirnému poklesu
zivotaschopnosti (na 89,8-91,8 %), avSak p-hodnoty (0,071; 0,067 a 0,094) nedosahly
hladiny statistické vyznamnosti. Celkové lze tedy fict, Ze eYFPGal-3 mulzZe pfi vysokych
koncentracich ovliviiovat bunécnou vitalitu, ale v rozsahu pouzitych koncentraci v

inhibi¢nich a funk¢nich testech je tento vliv pravdépodobné zanedbatelny.
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Celkové ziskana data podporuji hypotézu, ze galektiny se vazou na povrch bunék DLD1
prosttednictvim specifickych glykanovych struktur a ze tato interakce muize do jisté miry

ovlivnit morfologii 1 Zivotaschopnost bun¢k. Laktéza zde funguje jako kompetitivni

sacharidov¢ inhibici galektind [57]. Tyto vysledky mohou mit vyznam pro dal$i vyzkum role
galektini v regulaci bunécné adheze, metastdzovani a moznosti terapeutického vyuziti
sacharidovych inhibitort. Znacené konstrukty galektinli Ize vyuzit pro celou fadu studii, jak

ukazuje i recentni publikace z tymu Laboratoie biotransformaci.
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6. Zavér

Tato prace se zaméfila na studium interakci fluorescenéné znacenych galektinovych
konstrukti DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 s [B-galaktosidy a jejich vliv na kolorektalni
nadorové buiikky DLDI1. V experimentalni ¢asti byly Gspésné exprimovany a purifikovany
rekombinantni konstrukty DsRedMGal-1 (23 mg) a eYFPGal-3 (82 mg), coz umoznilo
vizualizaci a kvantifikaci vazby téchto proteinii na bunéény povrch pomoci pritokové
cytometrie. Fluorescencni znaceni poskytlo ptesnéjsi data o interakci galektinti s buitkami a

umoznilo detailné¢jsi analyzu jejich biologickych ucinki.

Vysledky ukazaly, ze fluorescencné znac¢ené proteiny DsRedMGal-1 a eYFPGal-3 se
specificky vazou na povrch bunék DLDI prostfednictvim interakce se sacharidovymi
strukturami, pfi¢emz tato vazba je kompetitivné inhibovana laktézou. Mezi obéma galektiny
vSak byly pozorovany vyznamné rozdily. DsRedMGal-1 vykazoval vyssi citlivost na
kompetitivni inhibici laktézou, coz naznacuje, ze jeho interakce s bunécnymi receptory je
prevazné zavisla na vazbé na B-galaktosidy a je pomérn¢ slaba. Naopak eYFPGal-3 byl méné
citlivy na inhibici laktézou, coz naznacuje, Ze se vaze nejen prostfednictvim sacharidovych
interakci, ale také prostfednictvim protein-proteinovych interakci nebo multivalentnich
vazeb, nebo ze je jeho vazba na povrchové glykany bunék vyrazné silnéjsi. eYFPGal-3
vykazoval vy$si afinitu k buné€nému povrchu nez DsRedMGal-1, coZ se projevilo vyssi
intenzitou fluorescence pii stejnych koncentracich. Tento rozdil miize byt opét zpiisoben
vétsi schopnosti eYFPGal-3 oligomerizovat nebo (silnéji) interagovat s Sir§Sim spektrem

bunéénych glykant ¢i jinych povrchovych struktur.

Analyza Zivotaschopnosti buné€k po inkubaci s galektinovymi konstrukty ukazala
odli$ny vliv jednotlivych proteinti. U konstruktu DsRedMGal-1 nebyly pfi Zadné testované
koncentraci (7-28 uM) zaznamendny statisticky vyznamné zmeény Zivotaschopnosti ve
srovnani s negativni kontrolou. U eYFPGal-3 byl zaznamenan mirny pokles
zivotaschopnosti pfi vysSich koncentracich, pfi¢emz statisticky vyznamny rozdil se objevil
pouze pii koncentraci 36 uM (p =0,046). Nizs§i koncentrace jiz statistické vyznamnosti

nedosahly (p > 0,05).

Celkové vysledky potvrzuji, Ze fluorescenéné znaené DsRedMGal-1 a eYFPGal-3
vykazuji odlisné vazebné vlastnosti a interakce s bunéénym povrchem, pficemz eYFPGal-3

se vaze na bunky s vyssi afinitou a jeho vazba je mén¢ ovlivnéna ptfitomnosti laktdézy nez u
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DsRedM@Gal-1. To naznacuje odlisné mechanismy plsobeni téchto galektint, které mohou

hrét kli¢ovou roli v jejich biologickych funkcich.

Tyto poznatky mohou pfispét k lepSimu pochopeni biologické role galektinii v
nadorovém mikroprostedi a jejich potencidlnimu terapeutickému vyuziti, zejména v oblasti
cilené inhibice galektinii v onkologii. Dalsi studie by se mély zaméfit na mechanismy
interakce eYFPGal-3 s buitkami DLD1 a jeho mozné cytotoxické uCinky v piitomnosti

vysokych koncentraci laktozy.
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