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Streszczenie: Gal-3 wykazuje podobienistwo w budowie strukturalnej do biatka Bel-2, znanego supresora
apoptozy. Gal-3 moze jednak stanowi¢ zar6wno pro-, jak i antyapoptotyczny czynnik w zaleznosci od
typu komorki, jej kondycji oraz natury stymulatora (induktora) programowanej $mierci, ktory na nig
dziata. Gal-3 poczatkowo okreslana jako biatko wigzace immunoglobuliny E (ang. IgE-binding protein)
jest lektyna pro-zapalnag. W odpowiedzi na dziatanie wielu czynnikow zapalnych pewne komorki
produkuja i wydzielaja duze ilosci gal-3. Funkcje, jakie petni gal-3 w komorce, sugeruja jej wazna role w
poszczegdlnych stadiach progresji nowotworowej i przerzutowaniu. Jak wynika z wielu doniesien gal-3
moze by¢ obiecujagcym celem dla terapii nowotworowej, a jej inhibitory moga zosta¢ uzyte jako czynniki
antynowotworowe i hamujace proces przerzutowania. Z drugiej strony, zewnatrzkomérkowa gal-3 moze
by¢ uzyteczna jako diagnostyczny i prognostyczny marker.

Stowa kluczowe: gal-3, apoptoza, adhezja, nowotwory, odpowiedZ immunologiczna.

Summary: Gal-3 shares several significant structural properties with Bcl-2 family. Both proteins contain
anti-death motif, critical for their anti-apoptotic function but the mechanism by which gal-3 exhibits anti-
apoptotic activity cannot be explained solely on it. Depending on the type, state and condition of the cell
as well as depending on the type of stimulus gal-3 can show pro- or anti-apoptotic activity. Cytoplasmic
gal-3 expression seems to be strongly implicated in an anti-apoptotic function and drug resistance in
cancer cells, suggesting that cytoplasmic gal-3 is a candidate target protein to suppress anticancer drug
resistance. Gal-3 previously known as IgE-binding protein is a pro-inflammatory lectin. In response to
pro-inflammatory agents some cells produce and release high amount of gal-3. Taking together, gal-3 can
provide a new therapeutic target for improving chemotherapy of cancer. In addition the detection of
extracellular gal-3 may be of diagnostic value as prognostic cancer marker.
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WPLYW Gal-3 NA APOPTOZE

Obecnie istnieje wiele dowodow wskazujacych na antyapoptotyczna aktywnosé
galektyny-3 w komdrkach indukowanych do $mierci przeciwciatami anty Fas,
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staurosporyna (inhibitor kinaz biatkowych), czynnikiem martwicy nowotwordw, cis-
diaminodichloroplatyna (cis platyna), promieniowaniem, tlenkiem azotu, czy utrata
kontaktu z podtozem (ang. anoikis). Okazuje si¢ jednak, ze antyapoptotyczne
wlasciwosci wykazuje jedynie wewnatrzkomérkowa gal-3. Pokazano, ze makrofagi
i neurony rdzenia kregowego pochodzace od myszy pozbawionych genu LGALS-3
sa znacznie bardziej wrazliwe na czynniki prowadzace do apoptozy niz komorki
prawidlowe.

Gal-3 wykazuje znaczace podobienstwa strukturalne do bialka Bcl-2 — znanego
supresora apoptozy. N-konicowe domeny obydwu biatek sa bogate w takie amino-
kwasy, jak: prolina, glicyna i alanina, a C-koficowe domeny zawieraja tak zwany
motyw przeciwko $mierci (ang. anti death motif) Asp-Trp-Gly-Arg (NWGR).
Sekwencja ta, obecna w domenie BH-1 rodziny biatek Bcl-2, wydaje si¢ by¢
krytyczna dla ich antyapoptotycznych wiasciwosci. Wystgpowanie motywu NWGR
w czasteczce gal-3 u roznych gatunkdéw zwierzat jest silnie konserwatywne i
wplywa na zdolnos$¢ lektyny do wigzania weglowodanow. Pokazano, ze substytucja
aminokwasu Gly przez Ala w motywie NWGR gal-3 powoduje uwrazliwienie
komorek na apoptotyczne dzialanie cis platyny, co wskazuje na kluczowa role tej
sekwencji w antyapoptotycznej aktywnosci gal-3 [2].

Fosforylacja jest jedyna znana do tej pory potranslacyjna modyfikacja gal-3. Ludz-
ka gal-3 ulega fosforylacji gléwnie w pozycji Ser® w wyniku dzialania kinazy 1.
Proces ten wplywa nie tylko na zdolnosci gal-3 do oddzialywania z ligandami, ale
rowniez na jej aktywno$¢ antyapoptotyczna. Wykazano, ze substytucja Ser® na
Ala w gal-3 powoduje zatrzymanie cyklu komdérkowego i zwigkszenie wrazliwosci
komodrek BT549 na czynniki proapoptotyczne. Translokacja Bel-2 do blony mito-
chondrialnej prowadzi do zatrzymania uwalniania cytochromu ¢, co w konsekwencji
hamuje apoptoze. Wykazano doswiadczalnie, ze gal-3 rdéwniez zapobiega induko-
wanemu kaskada kaspaz uwalnianiu cytochromu ¢ w komorkach ludzkiego
nowotworu piersi BT547, poddanych dziataniu tlenku azotu. Zauwazono, ze
nadekspresja gal-3 zapobiega programowanej smierci komorki wynikajacej z utraty
przez nia miejsc zakotwiczenia z innymi komorkami lub sktadnikami macierzy
zewnatrzkomorkowej w epitelialnych komodrkach ludzkiego nowotworu piersi BT549.
Hamowanie tego typu apoptozy przez gal-3 moze by¢ skutkiem jej zdolnosci do
indukowania zatrzymania cyklu komorkowego w péznej fazie G1, poprzez modulacje
ekspresji cyklin i ich inhibitorow [24]. Zatrzymanie cyklu komdérkowego w fazie G1
w wyniku dzialania gal-3 wiaze si¢ z obnizeniem poziomu cyklin E i A (cykliny fazy
G1-S) oraz zwigkszeniem ekspresji ich inhibitoréw — biatka p21WAFVCIPL j po7KIPL
a takze cykliny D1 (cyklina wczesnej fazy G1). Zaobserwowano réwniez, ze
genisteina — regulator cyklu komorkowego efektywnie indukowal apoptoze komorek
BT549 nie hamujac cyklu komdrkowego. Z kolei w transfekowanych gal-3 komor-
kach BT549 izoflawonoid ten prowadzil do zatrzymania komérek w fazie G2/M bez
indukowania apoptozy [30]. Ponadto zaobserwowano, ze in vitro gal-3 moze si¢
wiaza¢ z bialkiem Bcl-2 tworzac heterodimer funkcjonujacy podobnie jak kompleks
dwéch biatek z rodziny Bel-2 (ryc.1). Warto zaznaczyé, ze biatko Bcel-2 nie jest
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RYCINA 1. Model regulacji sygnalizacji apoptotycznej przez galektyng-3 w komorce, wyjasnienie
w tekscie
FIGURE 1. A model for the regulation of apoptotic signalization by galectin-3, comments in the text

glikoproteina, a pomimo to wiazanie Bcl-2 i gal-3 ulega zahamowaniu w obecnosci
laktozy. Yang i wsp. zasugerowali, ze motyw NWGR znajduje si¢ w obrgbie domeny
wiazacej weglowodany, a wiazanie laktozy powoduje zmiany konformacyjne czastecz-
ki gal-3 uniemozliwiajace jej oddziatywanie z Bcel-2. Drugim waznym cytoplazma-
tycznym ligandem gal-3 zwiazanym z jej aktywnoscig antyapoptotyczng jest
syneksyna (anneksyna VII), czlonek biatkowej rodziny anneksyn majacy zdolnosé
do wiazania bton lipidowych. Syneksyna dziala jako kanat dla jonéw Ca’" oraz
aktywowana jonami wapnia GTP-aza regulujaca fuzj¢ pecherzykdéw i transport
przezblonowy. Jak si¢ okazato, odpowiedzialna jest ona réwniez za wewnatrz-
komorkowa translokacje gal-3. Blokowanie syneksyny przy uzyciu antysensownych
nukleotydéw prowadzito do zahamowania transportu gal-3 do blony mitochondrialnej
i tym samym znacznie uposledzalo jej aktywno$¢ antyapoptotyczng w komorce [49].
Do cytoplazmatycznych ligandéw gal-3 nalezy réwniez biatko Alix/AIP1, ktdére zostato
zidentyfikowane jako czasteczka oddzialujaca z wiagzacym wapn, zwigzanym ze
$Smiercig komorkowa biatkiem ALG-2 [13]. Gal-3 jest zdolna do modulacji specyficznych
szlakéw transdukcji sygnalu poprzez interakcje z poszczegolnymi biatkami sygna-
tlowymi. Lektyna wigze si¢ preferencyjnie do aktywowanego biatka K-Ras, a
oddziatywanie to promuje miedzy innymi aktywacje tzw. szlakow przetrwania:
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K-Ras/PI3K/Akt oraz K-Ras/Raf-1/MEK (ryc.l). Zauwazono, ze komorki J82
nowotworu pecherza z nadekspresja gal-3, majace wysoki poziom konstytutywnie
aktywnego biatka Akt wykazuja opornos¢ na apoptoze indukowang TRAIL [41].
Gal-3 moze rowniez wchodzi¢ w interakcj¢ z receptorem $mierci CD95 (Fas,
Apo-1) i modulowaé¢ formowanie si¢ kompleksu sygnalnego indukujacego $mier¢
komoérki — DISC (ang. Death Inducing Signaling Complex), co prowadzi do
uwolnienia aktywnej kaspazy 8 i dalszej aktywacji kaskady kaspaz [14] (ryc.1).

Okazalo si¢, ze zewnatrzkomdrkowa gal-3 w przeciwienstwie do wewnatrz-
komorkowej moze indukowaé apoptoze w ludzkich limfocytach T. Zaobserwowano,
ze limfocyty T chloniaka roznia si¢ pod wzgledem wrazliwosci na proapoptotyczne
dziatanie gal-3 w zaleznosci od linii komoérkowej, z ktérej pochodza. I tak,
limfocyty T niewykazujace ekspresji gal-3, takie jak np. komorki linii Jurkat, CEM,
MOLT-4, byly znacznie bardziej wrazliwe na czynniki indukujace apoptoze w
porownaniu z komorkami linii SKW64 i H9, w ktorych obserwowano wysoka
ekspresje galektyny-3. Roéznice te, jak si¢ wydaje, moga stanowi¢ wypadkowa
pomiedzy antyapoptotyczng aktywnoscig endogennej a proapoptotyczna aktywnoscia
egzogennej gal-3. Zewnatrzkomorkowa gal-3 moze sie wiaza¢ do kompleksu
powierzchniowych glikoprotein CD29/CD7 i aktywowa¢é szlak sygnalny prowadzacy
do uwolnienia cyt ¢ z mitochondriow, nastepnie aktywacji kaspazy 3 i w konsek-
wencji do indukcji apoptozy. Bardzo prawdopodobne, ze gal-3 uwalniana przez
komorki rakowe moze wplywaé na mechanizm tak zwanej ucieczki immunologicznej
w czasie progresji nowotworu indukujac apoptoze w infiltrujacych nowotwor
limfocytach T [34].

Gal-3 moze wykazywaé pro- i antyapoptotyczng aktywnos¢ w zaleznosci od typu
komorki, jej kondycji oraz natury induktora programowanej $mierci ktory, na nig dziafa.
Generalnie w komoérkach nowotworowych aktywnos$¢ antyapoptotyczna wykazuje
cytoplazmatyczna gal-3, z kolei funkcje odwrotng spetnia gal-3 znajdujaca si¢ w jadrze.
Lee i wsp. pokazali, ze w transfekowanych gal-3 komodrkach nowotworu piersi BT
549 dochodzi do defosforylacji biatka Akt (antyapoptotyczne biatko sygnalne) i
zwigkszenia wrazliwosci komodrek na dziatanie zwiazanego z TNF, indukujacego
apoptoze ligandu TRAIL (ang. Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing
Ligand) [28]. Przeciwnie, komdrki nowotworu pecherza J82 z nadekspresja gal-3
mialy wyzszy poziom konstytutywnie aktywnego bialka Akt, co prowadzito do
uzyskania przez nie opornosci na indukowang TRAIL apoptoze [41]. Réznice te moga
wynika¢ z tego, ze w komodrkach J82 TRAIL indukuje zalezna, a w komoérkach BT
549 apoptozg niezalezng od mitochondriéw [33].

ANGIOGENEZA

Angiogeneza jest kompleksowym, wielostopniowym procesem zwigzanym z
zapaleniem, gojeniem ran, wzrostem nowotworu i przerzutowaniem [39]. Formacja
nowych naczyn krwionosnych jest istotna dla wzrostu zarowno pierwotnych, jak i
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wtornych guzéw. Nangia Makker i wsp. doniesli, ze gal-3 wplywa dodatnio na proces
angiogenezy w obrgbie nowotworu [38a]. Gal-3 stymuluje in vifro tworzenie kapilarnych
tub przez komoérki endotelialne ludzkiej pepowiny (HUVEC) i neowaskularyzacje in
vivo. Jak zaobserwowano, indukowane gal-3 tworzenie kapilar hamowata 50 mM
laktoza oraz 0,1% modyfikowane pH pektyny cytrusowe (polisacharydowe kompe-
tycyjne ligandy gal-3). Obserwacje te sugeruja udzial reszt cukrowych w indukowanym
przez gal-3 procesie angiogenezy. Ponadto gal-3 stymuluje chemotaksje komorek
HUVEC, a wiazanie si¢ tego biatka do komoérek endotelialnych ludzkiej zyly
pepowinowej jest zalezne od domeny wiazacej cukrowce [46].

WPLYW Gal-3 NA ADHEZJE KOMORKOWA

Baptiste i wsp. badajac wpltyw gal-3 na adhezje i rozptaszczanie si¢ komodrek
raka piersi, rozniacych si¢ poziomem ekspresji tej lektyny, zaobserwowali, ze komorki
okragte, nieadherentne, wykazywaly gwaltowna sekrecje gal-3, do momentu zakot-
wiczenia, podczas gdy w pozywce komorek adherentnych, rozplaszczonych na
poditozu obserwowano znikoma ilos¢ gal-3. Dodatkowo, komorki z wyzsza ekspresja
gal-3 chetniej i szybciej adherowaly do plastiku [5].

Wiekszos¢é komorek otoczona jest przez macierz zewnatrzkomorkows i syntetyzuje
szereg bialek adhezyjnych. Bialka te odpowiadaja za zakotwiczenie si¢ komdrek do
macierzy zewnatrzkomorkowej, jak rowniez reguluja homotypowa i heterotypowa
adhezj¢ miedzykomodrkowa. Pomimo braku domeny transblonowej i sekwencji
sygnalnej dla sekrecji, gal-3 znajdowana jest na powierzchni komorki i w przestrze-
niach migdzykomorkowych, gdzie oddziatuje z takimi biatkami, jak LAMP 1 i 2, IgE
czy biatkiem wiazacym Mac-2 [20]. Gal-3 jest jednym z nie-integrynowych bialek
wiazacych laminine (gtéwna glikoproteing blony podstawnej). W formie oligomeru,
gal-3 indukuje adhezj¢ i rozplaszczanie si¢ komoérek czerniaka na lamininie [11].
Egzogenna gal-3 promuje adhezj¢ neutrofili do lamininy. Wydaje si¢ jednak, ze
adhezja ta moze by¢ skutkiem aktywacji neutrofili [26].

Z kolei rozpuszczalna gal-3 hamuje adhezj¢ do lamininy w hodowlach komdrek
czerniaka, nowotworu piersi, wtdkniakomigsaka i nowotworu prostaty. Pomimo ze
gal-3 wiaze laminine, nie jest ona kluczowym mediatorem adhezji komdrkowej do
lamininy, ale dziata na nig posrednio regulujac aktywnos¢ bialek adhezyjnych, tj. np.
podjednostki integrynowej 8 [11].

Wykazano, ze oprécz lamininy gal-3 wiaze si¢ do glikozylowanych skladnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej, takich jak: fibronektyna, hensyna, elastyna, kolagen
IV oraz tenascyny C i R. Gal-3 w znacznym stopniu wptywa na adhezje komorek
BT-549 do lamininy i kolagenu, ale nie do fibronektyny. Komorki ludzkiego nowotworu
piersi Evsa-T transfekowane gal-3, wykazywaly wyzsza adhezj¢ do lamininy, fibro-
nektyny oraz witronektyny w porownaniu z komoérkami rodzicielskimi. Sugeruje sig,
ze interakcje gal-3 z glikoproteinami btony lizosomalnej Lamp-1 i 2, antygenem
nowotworéw embrionalnych CEA (ang. Carcinoembryonic Aantigen) oraz mucy-
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nami nowotworu okrgznicy sa zaangazowane w procesie adhezji komorek nowotwo-
rowych do macierzy zewnatrzkomdrkowej. Zanotowano réwniez szereg oddziatywan
gal-3 z integrynami. Integryny, ulegajace ekspresji we wszystkich typach komorek,
stanowia gléwna rodzing biatek adhezyjnych. Ich rolg jest nie tylko wiazanie
komorek z macierza zewnatrzkomorkowa i adhezja migdzykomorkowa, ale rowniez
transdukcja sygnatéw regulujacych proliferacje, przezycie, réoznicowanie oraz
ruchliwos¢ komoérek [8]. Badania pokazaly, ze transfekcja gal-3 do komoérek raka
piersi powoduje wzrost ekspresji gal-3 na powierzchni komérek i wzmocnienie ich
adhezji do lamininy i innych sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej. Transfekcja
ta miata rowniez wplyw na wzrost ekspresji integryny a 8, — zwiazanej z inwazyj-
nodcia [46]. Przypuszcza sig, ze w wyniku oddziatywania z integryna a 8, gal-3
reguluje adhezje komoérek nowotworowych, zapobiegajac interakcjom pomiedzy
integryna o 3, a biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej [29]. Jak pokazaly badania
Friedrichsa i wsp., gal-3 moduluje adhezj¢ komdérkowa do kolagenu I i 1V,
zachodzaca gléwnie z udzialem integryny a8, [12]. Gal-3 formuje réwniez
kompleksy z integryna a3, i proteoglikanem NG2 na powierzchni komorek
endotelialnych, co moze wptywac¢ na ruchliwos¢ tych komorek i angiogeneze [29].
Pojawily sig¢ takze doniesienia o zaangazowaniu rekombinowanej gal-3 w endocytozg
integryny 3, w komoérkach MDA-MB-231 nowotworu piersi [5].

Rozgalezienia 3-1,6-glikandw stanowia preferencyjne miejsca, do ktorych dodawa-
ne sg terminalne struktury cukrowe, tj. fancuchy poli N-acetylolaktoz-aminylowe,
antygeny Lewis, czy kwasy sialowe. Oligosacharydy te moga wplywaé na
przerzutowanie, tworzac nowe ligandy dla wielu endogennych lektyn, w tym réwniez
dla gal-3. Progresje nowotworowa moze promowac¢ zarowno gal-3 ulegajaca
ekspresji na powierzchni komérek nowotworowych, co wiaze si¢ z jej wplywem
na homotypowe oddzialywania pomigdzy komorkami, jak réwniez nadekspresja
weglowodanowych ligandow, ktéra skutkuje wzrostem adhezji heterotypowej tych
komorek do komoérek innych tkanek wykazujacych ekspresje gal-3 [45]. Zaobser-
wowano, ze komorki B16 mysiego czerniaka, wykazujace wysoka ekspresje
N-glikanéw -1,6 rozgalezionych ulegaja preferencyjnemu przerzutowaniu do phuc.
Krishnan i wsp. pokazali, ze na proces ten w znacznym stopniu wplywaja oddziaty-
wania pomiedzy oligosacharydami na powierzchni komorek B16 a gal-3 znajdujaca
si¢ na powierzchni komérek endotelialnych ptucnych naczyn krwionosnych [25].

Pomimo iz gal-3 ma tylko jedna domen¢ CRD, moze wykazywa¢ bi/multi-
walencyjne zdolnosci wigzace. W tworzenie multimerow gal-3 zaangazowany jest
zaréwno region rozpoznajacy weglowodany, jak i domena N-koncowa. Tworzenie
dimeréw lub multimeréw gal-3 zwigzane jest z agregacja komodrek nowotworowych
w ukladzie krwionosnym w czasie przerzutowania i wynika z ich wplywu na
homotypowa adhezj¢ komorkowa poprzez tworzenie mostkéw z rozgatezionymi
glikokoniugatami. Jak wykazano, na t¢ spontaniczng, homotypowa agregacje
komérek nowotworowych miaty czesciowo wptyw oddziatywania pomigdzy gal-3
a glikoantygenem powierzchniowym Thomsena-Friedenreicha (TFAg) [1, 40].
Obecnie obserwuje si¢ zwigkszona koncentracj¢ gal-3 w osoczu pacjentéw z nowo-
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tworami: piersi, pluc, glowy i szyi oraz jelita grubego. Wprowadzenie rekombino-
wanej gal-3 do hodowli komodrek nowotworowych: jelita grubego, piersi, czy
czerniaka, odpowiada za wzrost adhezji tych komorek do komérek endotelialnych
[48, 50, 52]. Efekt ten wydaje si¢ mie¢ zwiazek ze zdolnoscia gal-3 do oddzialywania
z antygenem TF zwiazanym z biatkiem MUCI, ulegajacym ekspresji na powierzchni
komdrek nowotworowych [35, 51]. Gal-3 jest rowniez mediatorem dimeryzacji CD98
— biatka obecnego na ludzkich i mysich monocytach/makrofagach oraz aktywowa-
nych limfocytach T i tym samym wplywa na aktywnos¢ integryny.

Najnowsze badania wskazuja, ze egzogenna gal-3 promuje formacje¢ lamellipodiow
w komorkach nablonkowych ludzkiej rogowki, a aktywnos¢ ta zalezy od obecnosci
laktozy (kompetycyjnego liganda gal-3). Wykazano, ze egzogenna gal-3 aktywuje
zarowno kinaze ognisk przylegania FAK (ang. Focal Adhesion Kinase) —
kluczowego regulatora sygnalizacji migdzykomdrkowej zaleznego od integryn, jak i
biatko Rac-1 — cztonka rodziny malych biatek GTP-azowych Rho. Metoda
chromatografii na kolumnie gal-3 Sefaroza zidentyfikowano integryne a8, jako
glowne bialko wiazane przez gal-3 w komodrkach epitelialnych rogowki [44].

Jest rowniez wiele dowodow wskazujacych na zdolnosci gal-3 do regulacji
migracji komdrkowej — zaobserwowano zarowno jej pozytywny, jak i negatywny
wplyw na ten proces. Gal-3 promuje migracj¢ monocytow i wydaje si¢ by¢ jednym
z gtownych czynnikow odpowiedzialnych za naplyw makrofagéw do ogniska
zapalnego. Dodatkowo lektyna ta odpowiada za zwigkszenie ruchliwosci szeregu
komorek nowotworowych. Z kolei negatywny wplyw gal-3 na migracj¢ wykazano
dotychczas w komorkach nowotworu okrgznicy i glejaka [16]. Badania Lagana i
wsp. prowadzone na Mgat-/- i Mgat+/+ (Mgat — nazwa genu dla 8 1,6-N-acetylo-
glukozaminylotransferazy V) nowotworowych komdrkach epitelialnych pokazaty, ze
wigzanie sie gal-3 do modyfikowanych przez $1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaze
V (GnT V) N-glikanoéw indukuje aktywacj¢ integryny @ 8, i wzmacnia fibrylogenezg
fibronektyny oraz zalezne od fibronektyny rozptaszczanie si¢ i migracje komodrek
nowotworowych [4, 27]. Goetz i wsp. wykazali, ze skupiska gal-3/modyfikowane
przez GnTV N-glikany, reguluja dynamike tatek przylegania (ang. focal adhesions),
a aktywno$¢ ta zalezy od fosforylowanej kaweoliny-1 (pCavl) [20]. Gal-3 i pCavl
wplywaja na wzrost stabilnej frakeji — FAK, paksylina, integryna a8, w obrebie
tatek przylegania, co wigze si¢ z utworzeniem stabilnej domeny blonowej [16].

W wyniku dziatania metaloproteinaz macierzy komorkowej (MMPs), ludzka
gal-3 ulega przecigciu w pozycji Ala62-Tyr63 , co skutkuje powstaniem dwoch
biatkowych produktéw o masie ~9 kDa i ~22 kDa. Pokazano, ze 22 kDa produkt
traci zdolno$¢ do aglutynacji czerwonych krwinek oraz ma zredukowane mozliwosci
samoasocjacji w porownaniu z prawidtowa gal-3. Dodatkowo przeciecie gal-3 przez
MMPs znacznie zwigksza zdolnosci komorek do wiazania lamininy oraz do komorek
endotelialnych (HUVEC) [36]. Celem dla MMPs moze by¢ zar6wno wewnatrz-
komorkowa, jak i blonowa oraz ulegajaca sekrecji gal-3. Aby wyjasni¢ znaczenie
hydrolizy wiazania Ala®-Tyr% dla funkcji pelnionych przez gal-3, skonstruowano gen,
ktorego ekspresja prowadzita do powstania biatka z Pro zamiast His® w poblizu



692 M. POKRYWKA, A. LITYNSKA

miejsca wrazliwego na dzialanie MMPs. Substytucja ta czynita biatko opornym na
dzialanie MMP-2 i MMP-9. Przeprowadzono do$wiadczenie, w ktérym uzyskano
dwie stabilne linie komoérkowe ludzkiego nowotworu piersi BT-549 wykazujace
ekspresje gal-3 majacej w pozycji 64 His Iub Pro (komdrki rodzicielskie nie wykazy-
waly ekspresji gal-3). Komorki majace wariant Pro® charakteryzowaty sie zmienio-
ng morfologia, zredukowanymi zdolnosciami do chemotaksji i inwazji, wrazliwoscia
na apoptoze oraz zredukowanym potencjatem do tworzenia przerzutdéw i nowych
naczyn krwionosnych (funkcje regulowane przez zewnatrzkomorkowa galektyneg-3)
w poréwnaniu z komérkami ze stabilnym wariantem His® gal-3. Z kolei funkcje
regulowane przez wewnatrzkomoérkowa gal-3, tj. proliferacja, czy niezalezny od
zakotwiczenia wzrost komorki wydawaly sie niezmienione [37, 38].

Gal-3 JAKO MEDIATOR ZAPALENIA

U podloza procesu zapalnego lezg zmiany prowadzace do rozszerzenia i zwigk-
szenia przepuszczalnosci naczyn krwionosnych, co prowadzi do przesaczania ptynow
oraz bialek osocza i ulatwia migracj¢ leukocytow do ogniska zapalnego. Gal-3,
poczatkowo okreslana jako biatko wigzace immunoglobuliny E (IgE-binding protein),
jest lektyna pro-zapalna. W odpowiedzi na dziatanie wielu czynnikéw zapalnych
pewne komorki produkuja i1 wydzielaja duze ilosci gal-3. Zewnatrzkomdrkowa
gal-3 moze oddzialywaé¢ na komorki biorace udziat w procesie zapalnym w drodze
parakrynnej badz autokrynnej wywotujac/promujac ,,wybuch tlenowy” w neutrofilach
i monocytach i indukujac uwalnianie mediatoréw zapalenia przez komérki tuczne
(ryc. 2). Chen i wsp. zauwazyli, ze aktywowane IgE komorki tuczne Gal”
produkowaly mniej mediatordéw i cytokin w poréwnaniu z komoérkami prwidtowymi
[7, 43]. Mechanizm, poprzez ktory gal-3 reguluje proces uwalniania mediatoréw i
cytokin przez komérki tuczne, nie jest znany, wydaje si¢ jednak, ze moze on by¢,
po czgsei, zwiazany ze zdolnoscia biatka do kontroli ekspresji kinazy 1 biatka c-jun
(JNKT1) odgrywajacej gldéwna rolg w sygnalizacji prowadzacej do produkcji wybra-
nych cytokin [7, 32]. Gal-3 wzmacnia adhezj¢ ludzkich neutrofili do lamininy i
komorek endotelialnych oraz indukuje proces diapedezy. Dodatkowo lektyna ta
stymuluje produkcje IL-1 przez makrofagi (IL-1 jest biatkiem indukujacym ekspresje
limfocytarnych biatek adhezyjnych, tj. np.ICAM, ELAM, VCAM). Gal-3 jest rowniez
chemoatraktantem dla monocytéw i makrofagéw (dowiedziono, ze dziata ona silniej
niz klasyczny chemokinowy chemoatraktant monocytéw-biatko MCP-1) [31].
Karlson i wsp. zauwazyli, ze zewnatrzkomorkowa gal-3 zwigksza zdolnosc
makrofagéw do rozpoznawania ulegajacych apoptozie neutrofili. Okazalo sig, ze
gal-3 dziala, w tym przypadku, jako bialko oplaszczajace neutrofile i taczace komorki
fagocytujace z apoptotycznymi za pomoca mostkéw cukrowo-biatkowych, uspraw-
niajac w ten sposéb proces ,,sprzatania” [23].

Gal-3 wplywa w znaczacy sposdb na proces zapalny poprzez zdolnos¢ do roz-
poznawania zawierajacych galaktozg glikanow na powierzchni patogendéw. Wyka-
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RYCINA 2. Funkcje pelnione przez galektyng-3 (w) — wewnatrzkomorkowa, (z) — zewnatrzkomorkowa
w komdrkach uktadu immunologicznego: (1) promocja lub (|, ) inhibicja danej funkcji przez galektyne-3

FIGURE 2. The effects of (w) — cellular, (z) —extracellular galectin-3 on immune cells;
(1) promotion or ( | ) inhibition the particular function by galectin-3

zano, ze gal-3 oddziatuje z lipopolisacharydami (LPS) bakterii gramujemnych, takich
jak np.: Klebsiella pneumoniae, Salmonella Minnesota, Salmonella typhimurium
czy Escherichia coli [10], a oddziatlywania te moga zachodzi¢ na dwa sposoby
poprzez domeng CRD biatka i zawierajace -galaktoze tancuchy polisacharydowe
(w warunkach zaleznych od laktozy) lub przez domene N-koncowa z lipidem A —
sktadnikiem LPSs (niezaleznie od laktozy) [3]. Badania prowadzone in vivo
dostarczyly wielu dowodow przemawiajacych za pro-zapalna aktywnoscia gal-3.
Myszy pozbawione genu gal/-3 mialy obnizong odpowiedz zapalna po indukcji
zapalenia otrzewnej tioglikolatem. Myszy te, w poréwnaniu ze szczepem dzikim,
charakteryzowaly sie znaczna redukcja liczby granulocytow oraz zmniejszong
infiltracja makrofagéw. Ponadto makrofagi otrzewnej myszy gal-3” wykazywaty
ostabiong fagocytozg apoptotycznych tymocytdéw i opsonizowanych IgG erytrocytow
[22]. Badania nad mysim modelem choréb infekcyjnych u zwierzat gal-37" zainfe-
kowanych Toxoplasma gondi wykazaly zmniejszong odpowiedz odpornosciowa w
ich jelitach, watrobie i mézgu w poréwnaniu z osobnikami szczepu dzikiego [6].
Ekspresja specyficznych struktur cukrowych zalezy od aktywnosci glikozylo-
transferaz. Jedna z nich 8 1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaza V (GnTV) katalizuje
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reakcj¢ dodania do N-glikanéw jednostek GIcNAc w pozycji B 1,6, a tak zmienione
glikany ulegaja dalszym modyfikacjom prowadzacym do zwigkszenia ilosci tancuchow
polilaktozaminylowych — preferencyjnie wiazanego przez gal-3 liganda. Demetriou i
wsp. wykazali, ze limfocyty T z myszy pozbawionych genu Mgat5 wykazuja nizszy
prog aktywacji i zwigkszona agregacje receptorow TCR (ang. 7" Cell Receptor) na
swojej powierzchni. U myszy szczepu dzikiego gal-3 zwiazana jest z tworzeniem
kompleksow receptoréw TCR na powierzchni limfocytow T. Pre-inkubacja tych
komorek z laktoza (kompetycyjny ligand gal-3) skutkuje hiperaktywacja komorek T
obserwowana u myszy Mgat5”". Badania wskazuja, ze gal-3 biorac udziat w tworzeniu
si¢ skupisk receptorow TCR ma tym samym wptyw na ich oddziatywanie z ligandami
oraz transdukcje sygnatu, co moze zapobiegac¢ niekontrolowanej aktywacji limfocytow
T [23]. Peng i wsp. wykazali, ze krazaca w osoczu gal-3 moze regulowa¢ aktywnos¢
limfocytow T poprzez indukcje apoptozy i tym samym wplywaé na inhibicje
antynowotworowej odpowiedzi odpornosciowej [42].

Gal-3 JAKO POTENCJALNY MARKER NOWOTWOROWY

Przerzutowanie jest jednym z najistotniejszych czynnikow prowadzacych do
Smierci pacjentow z nowotworami ztosliwymi, dlatego poszukiwania biomarkeréw
mogacych jej zapobiec zajmuja szczegolne miejsce w badaniach klinicznych. Funkcje,
jakie peini gal-3 w komorce, sugeruja jej wazna role w poszczegolnych stadiach
progresji i przerzutowaniu nowotworu. Gal-3 ma znaczacy wplyw na ucieczke
komorek nowotworowych z pierwotnego miejsca wzrostu do odleglych obszarow
ciata poprzez swdj udziat w procesach adhezji komorkowej oraz dzieki wspomaganiu
komorek nowotworowych w tworzeniu agregatow w ukladzie krwionosnym [47, 53].
Dodatkowo gal-3 indukuje zwiazang z nowotworem angiogeneze oraz wpltywa na
apoptoze komodrek nowotworowych, wykazujac aktywnos¢ zaréwno pro-, jak i
antyapoptotyczna w zaleznosci od natury czynnika stymulujacego dzialajacego na
komorke [53]. Jak wynika z wielu prac, gal-3 moze by¢ obiecujacym celem dla
terapii nowotworowej, a jej inhibitory moga zosta¢ uzyte jako czynniki anty-
nowotworowe i hamujace, badz zapobiegajace przerzutowaniu. Z drugiej strony,
zewnatrzkomoérkowa gal-3 moze by¢ uzyteczna jako diagnostyczny i prognostyczny
marker [13]. Warto wspomnieé, ze metoda MALDI-ToF zidentyfikowano gal-3 jako
jedno z szesnastu biatek ulegajace statystycznie istotnej nadekspresji w superinwa-
zyjnych komoérkach MDA-MB-435S [9]. Jurisci i wsp. wykazali zwigkszony poziom
gal-3 w osoczu pacjentow z czerniakiem, chfoniakiem Hodgkinsa oraz z nowotworami
piersi, ptuc, jajnikow i ukladu pokarmowego; poziom ten z kolei odzwierciedlat
zdolno$¢ nowotworu do przerzutowania. Co wazne, ekspresja cytoplazmatycznej
gal-3 wydaje si¢ by¢ silnie zwiazana z opornoscig na antynowotworowe leki
wykazywang przez komorki [13]. Obnizenie ekspresji wewnatrzkomorkowej gal-3
z uzyciem siRNA moze by¢ przydatna strategia prowadzaca do zwigkszenia
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odpowiedzi komérek na przeciwnowotworowe terapeutyki, zwlaszcza w przypadku
nowotwordw piersi i prostaty [21].

Jednym z kandydatéw na terapeutyk przeciwnowotworowy majacym zdolnosé
do kompetycyjnej inhibicji gal-3 sa modyfikowane pektyny cytrusowe — MCP (ang.
modified citrus pectin). Pektyny sa silnie rozgalgzionymi zlozonymi polisacharydami,
wystepujacymi w Scianach komdérkowych wszystkich tkanek roslinnych. Komercyjnie
uzywane pektyny otrzymuje si¢ glownie z owocow cytrusowych (limonki, cytryny,
grejpfruty, pomarancze), burakow i jablek. Pektyny te poddaje si¢ modyfikacjom
(wysokie pH i temperatura), dzigki ktorym uzyskuja one lepsza rozpuszczalno$é w
wodzie i staja si¢ lepiej przyswajalne przez organizm ludzki [17, 19]. Wykazano, ze
MCP sa zdolne in vitro do zahamowania homotypowej agregacji komodrek nowotwo-
rowych, angiogenezy i adhezji komoérek nowotworowych do endotelium. Dozylna
iniekcja MCP hamowala przerzutowanie komorek czerniaka B16-F1 do ptuc. Doust-
ne podawanie MCP prowadzito z kolei do inhibicji spontanicznego przerzutowania
szczurzych komorek prostaty i ludzkich komorek nowotworu piersi [13]. Doktadne
poznanie i zrozumienie, w jaki sposob, z udziatem jakich ligandéw i poprzez jakie
szlaki sygnalizacyjne dziala gal-3 w komorce, przyczyni si¢ by¢ moze do znalezienia
odpowiedniego leku hamujacego patologiczna aktywnos¢ tej lektyny.
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