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SAZETAK

Galektini (Gal) su proteini koji se neenzinskim nac¢inom vezZu na ugljikohidrate,
pokazujuci visoku specificnost za njihove Secerne skupine, tocnije B-
galaktozide. Ova obitelj proteina broji 15 ¢lanova (galektini 1-15), od kojih je
utvrdeno 12 postojecih gena u ljudi. Na stani¢noj razini, uloga i vaznost Gal se
temelji na posredovanju adhezije i vezanja molekula na ciljne stanice te
ukljucenost u signalne puteve u stanici te modulacije funkcija i uloge unutar
organizma.

Brojnim znanstvenim istrazivanjima je dokazano da su Gal najviSe izrazeni u
stanicama imunoloskog sustava gdje imaju vaznu ulogu u nastanku i razvoju
zaraznih, a posebice nezaraznih bolesti, posebice onkoloskih bolesti. Do sada
je uspjesno utvrdena korelacija ekspresije Gal-1, Gal-2, Gal-3, Gal-4, Gal-7 i
Gal-8 s razvojem odredenih tipova raka u kojima je zabiljezena povisena
ekspresija pa se ovi proteini mogu smatrati specificnim pokazateljima
pojedinih tipova i podtipova raka. Nadalje, istrazivanja u kojima je utvrdena
ekspresija ili supresija pojedinog Gal tijekom njegovog napredovanja pokazala
su karakteristiku invazivnosti i daljnjeg rasta.

Stoga se smatra da ¢e se nastale promijene u ekspresiji Gal omoguditi novi
pristup terapiji odredenim tipova i podtipova raka, odnosno, omoguditi ¢e nove
terapije vele djelotvornosti od postojec¢ih. Obzirom na ulogu Gal u
imunoloSkom odgovoru, novi pristup terapiji ¢e biti mogu¢ i u ostalih

nezaraznih bolesti.

Kljucne rijecCi: galektini, imunoloski sustav, ekspresija, biomarkeri,

dijagnostika, lijeCenje, onkoloske bolesti



SUMMARY

Galectins (Gal) are proteins that bind to carbohydrates in a non-enzymatic
manner and have high specificity for their sugar groups, especially B-
galactosides. This protein family includes 15 members (galectins 1-15), of
which 12 genes have been identified in humans. At the cellular level, the role
and importance of Gal is based on mediating adhesion and binding of
molecules to target cells and participation in signaling pathways within the cell,
as well as modulation of functions and tasks within the organism.

Numerous scientific studies have shown that Gal is mainly expressed in the
cells of the immune system, where it plays an important role in the
development and progression of infectious and especially non-infectious
diseases, particularly oncological diseases. To date, a correlation has been
demonstrated between the expression of Gal-1, Gal-2, Gal-3, Gal-4, Gal-7,
and Gal-8 and the development of certain cancers, where increased expression
has been detected, and thus these proteins can be considered as specific
indicators of certain cancers and subtypes. In addition, studies demonstrating
expression or suppression of a specific Gal during progression have shown the
property of invasiveness and further growth.

Therefore, the resulting changes in Gal expression are expected to provide a
new approach to the therapy of certain cancers and subtypes, i.e., they will
enable new therapies with greater efficacy than those currently available.
Given the role of Gal in the immune response, a new therapeutic approach will

also be possible for other non-infectious diseases.

Keywords: galectins, immune system, expression, biomarkers, diagnostics,

therapies, oncological diseases
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1. UVOD

Galektini (Gal) su evolucijski pleotropni proteini s razli¢itim funkcijama. Oni

reguliraju razli¢ite stanicne funkcije, ukljucujuéi interakciju galaktozidnih
embrionalnom razvoju, upalama,

razliCitim proteinima u
spajanju premRNA,

liganada s
metabolickim bolestima,

imunoloskom odgovoru,
stani¢nom ciklusu, pokretljivosti, prezivljavanju, fibrozi organa i razvoju raka

(slika 1) (1).
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Slika 1. Pluripotencija obitelji galektina u obiljeZjima stani¢ne biologije. Shematski dijagram
prikazuje funkcije galektina: ukljuc¢eni su u stanic¢nu proliferaciju, migraciju, anti-apoptozu,
metabolizam lipida ili sintezu nukleinskih kiselina, otpornost na lijecenje lijekovima,
imunoloski sustav ili odgovor upale, stvaranje krvnih Zila, fibrogenezu organa i otpornost na

smrt. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (1)

Galektini pripadaju S-podskupini lektina, koji u prisutnosti kalcija ostvaruju
stabilne veze s ciljanim ugljikohidratima te imaju Sirok raspon funkcija kao Sto

je regulacija imunoloskog odgovora i apoptoza. S druge strane, ne-S lektini ne



trebaju kalcij za stvaranje veze s ugljikohidratima te imaju ogranicene uloge
u stanicama urodene imunosti; NK i T stanicama (2). Osim toga, Gal se
ponasaju kao receptori u prepoznavanju zajednickih molekularnih obrazaca
mikroorganizama (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) koji
aktiviraju urodeni imunoloski odgovor.

Ovi glikoproteini imaju izrazeni afinitet za Secer galaktozu i pokazuju razliCite
afinitete za odredene glikane (3). Stvaranje N-/O-glikozidnih veza s
galaktozom omogucuje prisutnost ugljikohidrat vezujué¢e domene (engl.CRD)
u njihovoj strukturnoj gradi. Do danas je u tkivima sisavaca (unutarstanicno i
izvanstani¢no) ukupno pronadeno 15 Gal obzirom na broj prisutnih CRD:
galektin-1 (Gal-1), galektin-2 (Gal-2), galektin-3 (Gal-3), galektin-4 (Gal-4),
galektin-5 (Gal-5), galektin-6 (Gal-6), galektin-7 (Gal-7), galektin-8 (Gal-8),
galektin-9 (Gal-9), galektin-10 (Gal-10), galektin-11 (Gal-11), galektin-12
(Gal-12), galektin-13 (Gal-13), galektin-14 (Gal-14) i galektin-15 (Gal-15).
Oni su podijeljeni u 3 skupine: prototip ili dimerni tip galektina (sadrzi samo
jednu CRD - Gal-1, Gal-2, Gal-5, Gal-7, Gal-10, Gal-11, Gal-13, Gal -14 i Gal-
15), tandem ponavaljudi tip (sadrzi dvije kovalentno vezane CRD - Gal-4, Gal-
6, Gal-8, Gal-9 i Gal-12) i galektin himernog tipa (N-terminalna regija
povezana s CRD koja im omogucuje oligomerizaciju) (4) (slika 2). Neki Gal se
mogu sami povezivati u dimere ili oligomere. Konformacijske promjene u
podjedinicama mogu utjecati na interakcije Gal razli¢itim molekulama kroz
vezanje ovisno o ugljikohidratima ili vezanje neovisno o ugljikohidratima za

obavljanje razlic¢itih funkcija.
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Slika 2. Struktura obitelji galektina. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (5)

Svaki od navedenih tipova Gal pokazuje svojstvo sklonosti homodimerizaciji i
oligomerizaciji koje im omoguduju povezivanje i mogucnost interakcije s
viSestrukim glikokonjugatima (6,7).

Opcenito, Gal su neglikolizirani topljivi proteini citosola, smjesteni unutar
stanice, uz samu stanicnu membranu, jezgri, citosolu i mitohondrijima, ali ih
takoder nalazimo i u izvanstani¢hom prostoru u koji mogu biti izluceni
(sekretoliticki proteini). Posttranskripcijske i posttranslacijske modifikacije
utjecu na visestruke izoforme Gal koje mogu odluciti o substani¢noj raspodjeli
i stabilnosti proteina. Svih 15 proteina nalazimo u svim zivuéim organizmima,
od kojih svega njih tri nije prisutno u ljudskom tijelu (tablica 1). Trenutno je
odredeno 11 Gal (gen LGALS) u ljudskom tijelu Cija je substanic¢na lokacija i

ekspresija karakterizirana (tablica 1).



Tablica 1. Galektini u organima i tkivima._ (1)

Ekspresija
Organ Gal-1 Gal-2 Gal-3 Gal-4 Gal-7 Gal-8 Gal-9 Gal-10 Gal-12 Gal-13 Gal-14
Mozak ° ° ° ° ° °
Oél [ () [ ] [ ]
Endokrina ° ° ° ° ° ° .
tkiva
Pluca ° ° ° . . ° °
Proksimalni ° ° ° ° . . ° °
probavni
trakt
Gastro- ° ° ° ° ° ° ° °
intestinalni
trakt
Jetra i zucni ° ° ° ° ° ° ° °
mjehur
Gusteraca ° ° ° ° ° ° ° °
Bubrezi i ° ° ° . ° ° ° °
mokracni
mjehur
Misi¢no tkivo ° ° ° ° ° ° ° . ° °
Adipozno i ° ° ° ° ° ° °
meko tkivo
Koza ° ° ° ° ° ° ° ° °
Kostana srz i ° ° . . ° . . . °
limfoidno
tkivo
Krv ° ° ° ° ° ° ° ° . ° .

Gal-5 i 6 su pronadeni u glodavaca te Gal-11 i -15 u ovaca i koza (8).
Opcenito, iako su Gal Siroko izrazeni te se nalaze u gotovo svim stanicama, od
kojih najviSe u stanicama makrofaga imunoloskog sustava (9), odredene vrste
Gal imaju ogranic¢enu lokalizaciju tkivu: Gal-2 nalazimo u probavnom epitelu,
Gal-7 u slojevitom epitelu (10) dok se Gal-3 nalazi u stanicama imunoloskog
sustava - fibroblastima, makrofagima, eozinofilima te aktiviranim T-stanicama
(11).



Povecane razine odredenih pripadnika ove obitelji proteina povezuje se s
nizom tipova bolesti raka kao Sto su rak cerviksa, pluéa, prostate, mjehura i
sl. Eksperimentalna i klinicka istrazivanja upucuju na povezanost povecane
ekspresije Gal i neoplasticne progresije u bolestima razli¢itih vrsta raka (4).
Stoga se odredeni Gal mogu smatrati pouzdanim tumorskim biljezima te
predstavljati potencijalne pokazatelje u identifikaciji odredenih bolesti (4).

Od 15 identificiranih vrsta Gal, ekspresija Gal-1, -2, -3, -7, -9 usko se povezuje
sa odredenim tipovima raka dok se Gal-6 zbog svojevrsnih biokemijskih
puteva aktivhosti smatra potencijalnim rjeSenjem za sprecavanje
karcinogeneze raka dojke (12), a Gal-1 korisnim u kemoterapiji raka pluca
koja se temelji na cis platini. Klinickim istrazivanjima dokazana je visoka izvan-
i unutarstaniCna ekspresija Gal-1 u oboljelih od raka vrata maternice
(cerviksa) kao i u stromi raka u stanicama fibroblasta i fibrocista. Takoder,
daljnjim imunohistoloskim istrazivanjima utvrdena je povezanost Gal-1 s
metastazama u limfnim ¢vorovima te pojacana invazivnost ovog tipa raka (9).
Povecana ekspresija Gal-1 korelira takoder i s rakom jajnika gdje je
istrazivanjima dokazano da uzrokuje povecanu proliferaciju stanica rakate
izbjegavanje apoptoze (13). Osim s rakom cerviksa, povecana ekspresija Gal-
1, uz onu Gal-3, povezuje se i s rakom mokra¢nog mjehura(4). Povecana
ekspresija Gal-2 dokazana je kod svih prethodno navedenih tipova raka, a ona
Gal-3 je specificna za kolorektalni i rak Zeluca te za karcinome dojke i jajnika
(14). Naime, imunohistoloskim ispitivanjima dokazano je antiapoptoti¢no
djelovanje Gal-3 na navedene stanice raka i apoptoticno na T-stanice
imunoloskog sustava. Takoder je dokazan i pozitivan utjecaj Gal-3 na poticanje
neoangiogeneze u raka (15). Zbog krizanja biokemijskih puteva sa p53 i NF-
kB, eksprimirani Gal-7 se smatra odgovornim za sprecavanje apoptoze stanica
raka dojke (16, 17), dok se Gal-9 povezuje s istom vrstom raka na temelju
istrazivanja kojima je dokazan pozitivan utjecaj ovih proteina na proliferaciju,

migraciju, imunost te sam mikrookoliS ove vrste raka (4).



Zbog mnogih istrazivanja specificno provedenih s ciljem utvrdivanja uloge i
interakcije ove obitelji proteina sa svojim mikrokookoliSem te mogucénosti
utjecaja (pozitivnog i negativhog) na okolne stanice, biokemijska aktivnost Gal
se smatra ,dvosjeklim macem". Ona je dokazana primjenom Gal kao
onkoloskih pokazatelja, ali ujedno kao ciljna meta u pojedinim terapijama
raka.

U ovom radu ¢e biti obuhvadena molekulska grada i ukupna tipizacija Gal te
na temelju koje ¢e zatim biti objasnjene njihove interakcije na biokemijskoj
razini te sama povezanost pojedinih tipova galektina sa odredenim bolestima.
U radu ce biti prikazana i njihova primjena kao pokazatelja karcinogeneze i
moguca ciljna meta u terapiji raka, a navesti ¢e se i metode koje se koriste u

svrhu njihove identifikacije.



2.DEFINICIJE I KARAKTERISTIKE GALEKTINA

2.1. Molekulska grada i tipizacija galektina

Galektini su proteini s visokim afinitetom za vezanje B-galaktozidnih Secera
pomocu N-/0-glikozidnih veza. Utvrdeno je da gotovo svi galektini osim Gal-3
sadrzi CRD visokog afiniteta za vezanje B-galaktozidnih Secera te mogucnost
homodimerizacije i oligomerizacije, ovisno tipu Gal (18). CRD se sastoji od 130
ostataka aminokiselina koji se savijajuu 2 antiparalelna B-lista sa Sest (S1-56)
do pet (F1-F5) niti, zajedno tvoreci ,sandwich" strukturu od 4 lista (S- i F-
listovi). S1-S6 B-lanci ¢ine konkavnu povrSinu na kojoj su vezani specificni

glikani (do duljine tetrasaharida) (slika 3).

Galektin-3

Slika 3. Prikaz 5 podmjesta (A-E) prisutnih u strukturi CRD galektina na primjeru Gal-3 gdje
se vezu tiodigalaktozidi i mjesta interakcije C i D (kao laktoza ili N-acetilaktozamin.

Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (18)

Vezni zlijeb je podijeljen na podmjesta A-E, s glavnim podmjestom C koje je
najocuvanije medu svim ¢lanovima galektina te sadrzi B-galaktozu kada vezan
za odredeni B-galaktozid. Primjer manje oCuvanog mjesta jest podmjesto D

koje obi¢no sadrzi ostatke Seéera, a nalazi se pored mjesta vezanja B-



galaktoze. Ostala podmjesta; A, B i E, su varijabilnija te stoga vise specificna
za pojedinacne Gal, zauzeta funkcionalnim skupinama ili Secerima koji se
nalaze u gradi glikana uz B-galaktozu (18).

Dva Gal se ne uklapanju u osnovnu tipizaciju: Gal-3 i Gal-7. Gal-3 oligomerizira
u pentamer ili druge oblike u svrhu stvaranja adhezivhe mreZze na povrsni
stanice multivalentnim interakcijama (19). Gal-7 u svojoj strukturi sadrzi
jedino motiv slican jezgrinom izlaznom signalu (NES) i jezgrinom
lokalizacijskom signalu (NLS) za p53 i c-Myc. Takoder, vazno je i spomenuti
da se u strukturi Gal nalaze i slobodni reducirani ostaci cisteina kao posljedica
njihove sinteze u citoplazmi i stvaranju disulfidnih mostova medu CRD, a koji

mogu uzrokovati njihovu nefunkcionalnost (20).

2.2, Afiniteti galektina za ligande i interakcije s ligandima

Ugljikohidrat-vezno mjesto Gal sadrzi ostatke aminokiselina unutar utora koji
sadrzi S-list. Opcenito, ugljikohidrate vezu najmanje dvije glavne interakcije:
hidrofilna, kroz opseznu komplementarnu mrezu vodikovih veza, i hidrofobna,
kroz CH-n interakcije izmedu boc¢nih lanaca Seéera i aromatskih aminokiselina
u CRD-u.

Zahvaljujuci svojoj strukturnoj gradi, prisustvu CRD i njima slicnih motiva te
»~Sandwich" strukture B-listova, Gal imaju niz veznih mjesta (oznaceni od A do
F) za ugljikohidrate sto im omogucéuje vezanje galaktoze viSestruko
konjugiranim glikanima (primjerice poli-N-acetilaktozamin). Vezna mjesta su
prepoznata zahvaljujudi uvidu u njihovu kristalnu strukturu i trodimenzionalnu
molekulsku gradu (slika 3). Afiniteti za vezanje ugljikohidrata odredenih
veznih podmjesta Gal smatraju se specificnim za pojedini tip glikana (B-
galaktozida) (21). Uz ve¢ spomenute glavne, interakcije galektina sa

ugljikohidratima dogadaju se na razini elektrostatskih interakcija, hidrofobnih



i Van der Waalsovih privlacnih sila, koje dolaze do izrazaja tijekom samog
slaganja aromatskih prstena galaktoze i visoko konzerviranih ostataka
hidrofobnih aminokiseline triptofana, tirozina i fenilalanina. Osim hidrofobnih i
Van der Waalsovih sila, izmedu galektina i B-galaktozida ostvaruje se vodikova
veza koja se zbog svoje jacine i stabilnosti ujedno smatra i najvaznijom vezom
za vezanje galaktoze. Naime, upravo ona definira duljinu i kut veze sa
ugljikohidratima c¢ime se ostvaruje visoka selektivhost galektina za B-
galaktozide (22). U usporedbi s kovalentnom i koordinativhom energijom veze,
energija vodikove veze nije pretjerano veéa (10-40 kJ/mol), no znacajna je jer
stvaranje vec i jedne vodikove veze povecava afinitet vezanja ciljanog liganda
za gotovo cijeli jedan red veli¢ine (22). Vodikova veza izmedu galektina i B-
galaktozida ostvaruje se na C4-OH i C6-OH skupine galaktoze (22). Afinitet
Gal za navedene skupine galaktoze nije nasumican vec je evolucijski stvoren,
posebno za C4-OH. C4-OH skupina galaktoze u njenom aksijalnom polozaju
nalazi se u njezinoj najstabilnijoj konformaciji 'stolice" (22) (slika 4). Na
temelju navedenih svojstava i preduvjeta za uspostavu vodikove veze
galektina i B-galaktozida, objasnjava se specificni afinitet galektina za
galaktozu. Opcenito, afinitet vezanja galektina za ligand specifican je za svaki
glikan te tako primjerice Gal-1 pokazuje visok afinitet za slozeni tip N-glikana
(Ka< 8uM), a koji se povecava s porastom broja granjanja N-glikana dok je
primjerice za Gal-3 utvrdena sklonost za saharide krvnih grupa A (Kq ~3,8 uM
)i B (Kd ~1,6 uM). Osim navedenog, afinitet Gal-3, Gal-8 i Gal-9 je dokazan
prema ponavljanjima LacNAc (Ka<2 uM). Novija istrazivanja Gal-8 pokazala su
da afinitet N- i C-terminalnih domena mogu varirati ¢ak za isti ligand te da
kovalentno vezanje sijalinske Kkiseline na terminalni kraj glikoproteina,
posebice galaktoze, ima inhibitorni uclinak na njihovu interakciju sa

galektinima te tako utjece negativno na afinitet njihovog vezanja (23).



D-glukoza D-manoza

|| prednosti konformacije:
9 (<> 3.
ved o St zhiita od Glic 1 Man
prirodno vedinski | S~ 33 \L \ ra
prisutan oblik ~ R = VN =~ manja banjera hidratacijske
O-Galactose || mreZe

manje zastupljen
obhik

D-aloza D-altroza D-9uloza  D-idoza D-taloza

Slika 4. Prikaz prednosti konformacije D-galaktoze nad ostalim konformacijama
Secera te znacaja polozaja njene OH-skupine na Cetvrtom C-atomu. Adaptirano s engleskog
na hrvatski jezik. (22)

2.3. Biokemijska aktivnost galektina

Galektini su proteini iz citosola gdje su sintetizirani na slobodnim polisomima
-ribosomima vezanim za mRNK, a Cija je svrha sinteza proteina namijenjenih
zadrzavanju u citoplazmi ili jezgri stanice. Jedina su iznimka upravo Gal koji
za razliku od ostalih proteina sintetizirani ovim biokemijskom putem, mogu
biti izlueni i na povrsSinu stanice. Kao posljedica sinteze u citosolu, u strukturi
Gal se nalaze ostaci aminokiseline cistein. Kako se u bo¢nom lancu cisteina
nalazi atom sumpora, galektini pokazuju sklonost unakrsnom umrezavanju te
samoj oksidaciji ostataka aminokiselina (ne samo cisteina vec i triptofana
prisutnog u CRD) kada se ne nalaze u reducirajucoj okolini. Ovakve interakcije
medu galektinima, uvjetovane svojstvima sredine u kojoj se nalaze, uzrokuju
brzi gubitak njihove aktivnosti, prvenstveno kao posljedica nastajanja
intermolekularnih disulfidnih mostova izmedu Gal (24). Labilnost galektina
odreduje se upravo na temelju ovisnosti njihove aktivnosti o okolini u kojoj se
nalaze, a najlabilnijim se smatra Gal-1 u kraljeznjaka cCija se aktivnost gubi

ve¢ unutar jednog dana ako se ne nalazi u reducirajuéi sredini. Povratak
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aktivnosti, odnosno, stabilizacija ovog Gal ostvaruje se stvaranjem veze vec i
sa slabim ligandom poput laktoze. Gal-3 i -4, s druge strane, primjer su
proteina Cija stabilnost ne ovisi ni o reduciraju¢em potencijalu sredine u kojoj

se nalaze kao ni o vezanju liganda (slika 5) (24).
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Slika 5. Prikaz uspostave veze izmedu galektina i liganda te mogucih ishoda ove

interakcije. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (25)

2.4. Unutarstanicne funkcije i biokemijske uloge galektina

Kako se sinteza Gal zbiva unutar stanice, u citosolu na polisomima, galektini
se primarno klasificiraju kao unutarstanicni proteini no mogu biti izluCeni i na
povrSinu stanice pa stoga imaju Sirok raspon funkcija i uloga. Nizom
istrazivanja utvrdeno je da imaju vodeéu ulogu u posredovanju stani¢nih

signala te tako omogucuju medusobne interakcije stanice, stanice i matriksa
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te komunikaciju s unutarstani¢nim ligandima (8). Sve navedene razine
komunikacije u kojima sudjeluju Gal omogucuju im njihove preostale, no
nimalo sporedne funkcije a to su mogucénosti modulacije stani¢ne funkcije i
aktivnosti, sudjelovanje u RNK prekrajanju, endocitnom prometu molekula te
stani¢noj apoptozi i angiogenezi (26). Galektini se nalaze u svim stanicama
ljudskog tijela, s najvecom izrazenosti u onim imunoloskog sustava, no njihove
pojedine vrste imaju ogranicenu lokalizaciju pa tako galektin-2 nalazimo samo
u probavnom epitelu, galektin-7 u slojevitom, a galektin-3 upravo u stanicama
imunoloskog sustava; fibroblastima, eozinofilima, makrofagima itd. (9).
Klinickim te imunohistoloskim istrazivanjima utvrdeno je da su povisene
ekspresije odredenih tipova galektina prisutne kod odredenih poremecaja
imunoloskog sustava, zaraznih i nezaraznih bolesti i oblika karcinoma te tako
usko koreliraju s uspostavom njihove dijagnoze (9). Kako i u ostalim
stanicama, Gal su prisutni i u stanicama imunoloskog sustava Cija ekspresija
znatno moze utjecati na ukupni imunoloski odgovor. Aktivnost Gal-1 dokazana
je kao dodatni stimulans odgovora imunoloskog sustava na upalu dok je ona
Gal-3 suprotna. Nadalje, spomenuti Gal, uz one Gal-2,-7 i -9 povezuju se i s
odredenim oblicima raka zbog zabiljezene povisene ekspresije te opcenito
prisutnosti u stanicama raka. Prethodno navedeni su samo neki od primjera
kako se ekspresija Gal povezuju sa imunoloskim stanjem pojedinca te moze
sluziti kao indikator odredene bolesti. Zbog tih razloga, prisutnost te povisena
ekspresija odredenih tipova Gal koristi se kao pokazatelj odredenih tipova
raka. Medutim, osim funkcije Gal kao pokazatelja karcinogeneze, odredeni
tipovi ovih proteina pokazuju i iskoristivost u svrhu jacanja imunoloskog
odgovora pa se tako njihova funkcija produbljuje i na onu kao dodatnih
stimulansa imunoloskog odgovora oboljelih na kemoterapiju za svojevrsne

tipove raka (27).
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Tablica2. Funkcije gena LGALS u bolestima raka. (1)

Vrsta raka Ekspresija LGALS Bioloski znacaj Izvor
Mokracni mjehur Gal-1 Regulacija proliferacije i 28
invazije
Gal-3 Rast tumora 29
Gal-9 Doprinos invazivnosti 30
tumora i imunoloskom
nadzoru
Krv Gal-12 Regulacija formiranja 31
lipidnih splavi
Kostana srz Gal-1 Regulacija aktivacije M2 32
makrofaga
Gal-1 Neophodan za razvoj 33
tumora
Dojka Gal-1 Doprinosi progresiji tumora i 34
otpornosti na djelotvornost
lijekova
Gal-1 Metastaziranje tumora i 35
imunoevazija
Gal-1 Asociran s 36
kemorezistencijom
Gal-3 Asociran s metastazama 37
Gal-3 Ukljucen u 38
osteoklastogenezu
Gal-3 Regulira rast i 39
metastaziranje tumora
Vrat maternice Gal-1 Potice invazivnost 40
Gal-7 Negativna regulacija 41
progresije tumora
Debelo crijevo Gal-1 PotiCe invazivnost 42
Gal-3 Potice metastaziranje 43
tumora
Gal-12 Inhibira unos glutamina 44
Kolorektalno Gal-1 Asociran s 45
imunosupresivnoséu
Gal-1 Asociran s progresijom 46
tumora
Gal-3 PotiCe metastaziranje 47
Gal-4 Uzrokuje apoptozu 48
Gal-4 Inhibira rast tumora 49
Gal-9 Povecava imunoloski nadzor 50
Ezofagijalno Gal-9 Inducira apoptozu 51
Zeludac Gal-1 Uklju¢en u metastaziranje 52
Glava i vrat Gal-1 Ukljucen normalizaciju 53

krvnih zila
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Jetra

Plu¢a

Jajnici

Gusteraca

Prostata

Koza

Gal-3
Gal-9

Gal-1
Gal-1
Gal-3
Gal-3
Gal-9
Gal-3

Gal-3
Gal-3

Gal-1
Gal-1
Gal-1
Gal-1
Gal-3
(u citoplazmi)
Gal-3
(u jezgri)
Gal-3
Gal-3

Gal-1

Gal-3

Regulira proliferaciju stanica
Potice apoptozu tumorskih
stanica

Korelira s metabolizmom i
loSom prognozom
Imunosupresija

Asociran s otpornoséu na
lijekove

Izbjegavanje imunoloskog
nadzora

Asociran s
kemorezistencijom

Osjetljivost na kemoterapiju
Apoptoza tumorskih stanica
Mobilnost stanica i

sposobnost formiranja sfera

Potice progresiju raka
Komunikacija sa stromalnim
stanicama

Asociran s sposobnoscu
invazivnosti

Regulira proliferaciju i
apoptozu stanica

Potice progresiju tumora

Inhibira progresiju tumora

Imunosupresija i
metastaziranje
Regulira osteoklastogenezu

Ukljucen u izbjegavanje
imunoloskog nadzora te
uzrokuje otpornost na
djelotvornost lijekova
Metastaze u plu¢ima

54
55

56

57

58

59

60

61

62
63

64

65

66

67

68

68

69

70

71

72
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3. GALEKTINI I BOLESTI

3.1. Uloga galektina u imunoloskom sustavu

Kako su galektini prisutni u gotovo svim stanicama ljudskog organizma, a
poglavito u stanicama imunoloskog sustava, s povecanom ekspresijom u onim
mijeloidnim, njihova funkcija proSiruje se i na onu obrane domacina od
patogenih infekcija te stimulaciju imunoloskog sustava tijekom procesa upale,
neovisno izazvane zaraznom ili nezaraznom bolesti. Opcenito, ekspresija
galektina povecava se tijekom neupalnih i upalnih bolesti poput astme,
dijabetesa, fibroze, karcinoma. Opcenito, mijeloidnim stanicama pripadaju
monociti, granulociti, makrofagi i dendriticke stanice, a kako se prisutnost Gal
najvec¢im dijelom nalazi upravo u njima, upucuje da je imunoloski odgovor
posredovan i reguliran upravo Gal. Funkcije i uloge pojedinih vrsta Gal poput
Gal-1, Gal-3, Gal-4, Gal-8 i Gal-9 novijim istrazivanjima pokazale su se
kljuénim tijekom nastupa imunoloskog odgovora na infekcije, stanja upale,
zaraznih, i nezaraznih bolesti te ¢e njihove uloge, kao i vaznost ekspresije, biti

detaljnije opisani.

3.1.1. Povezanost ekspresije galektina i funkcija stanica imunoloskog

sustava

Obzirom na lokalizaciju Gal unutar i izvan same stanice, ligande Gal cine
endogeni povrsinski stani¢ni glikani. Upravo ovo svojstvo mogucnosti vezanja
glikana prisutnih unutar i van stanice cini ekspresiju Gal i njihove uloge u
biokemijskim putevima veoma vaznim za imunoloski odgovor u nizu stani¢nih
procesa kao Sto su apoptoza, stanicna adhezija, proizvodnja citokina,
kemoatrakcija, diferencijacija stanica, modulacija funkcije receptora te

sudjelovanje u unutar i izvanstani¢nim signalnim putovima i prometu. Zbog
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velikog opsega navedenih funkcija Gal, njihova vaznost, osim u imunoloskom
odgovoru, prosiruje se na onu u razvoju akutne i kroni¢ne upale, regulacije
homeostaze te regulacije izrazaja funkcija stanica imunoloskog sustava:
makrofaga, neutrofila, eozinofila, mastocita, dendritickih stanica te
regulatornih i efektorskih T-stanica (73). Navedene funkcije Gal u razli¢itim
imunoloskim stanicama dokazane su in vitro istrazivanjima u kojima koristene
metode mjerenja odgovora imunoloskih stanica nakon ekspresije
rekombinantnih proteina odredenih Gal te metoda upotrebe transficiranih
stanica s kodirajuéom DNK za odredeni Gal ili pak tretiranih s malom
intereferirajuéom RNA (siRNA) ili onom antisense specificnom za Gal.
Primjenom navedenih metoda u eksperimentalnim istrazivanjima na
misSevima, dokazano je da prekomjerna ili potisnuta ekspresija odredenih Gal
utjieCe na razne biokemijske procese urodene imunosti (adhezija,
transmigracija kroz povrsSinu endotelnih stanica, sposobnost fagocitoze,
ubijanja zarazenih, ostecenih i patogenih stanica, lu¢enja pro- i protupalnih
citokina, kemotaksija) (73). Opcenito, funkcija Gal u pojedinim vrstama
stanica urodene imunosti ovisi o razini njihove eksprimiranosti, a zbog
navedenih funkcija, rekombinantni proteini Gal ili njihovi specifi¢ni inhibitori
predstavljaju i potencijalna terapeutska sredstva za odredene upalne bolesti
poput ateroskleroze i atopicnog dermatitisa (74), ali i one onkoloske,

primjerice raka jajnika i dojke (9).
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3.2. Funkcije galektina u imunoloskom odgovoru urodene

imunosti

3.2.1. Funkcije Gal-1, Gal-3, Gal-4 i Gal-9 u neutrofilima

Uz makrofage, mastocite, bazofile, eozinofile te NK stanice, neutrofili
sacinjavaju stanice prirodene imunosti koja predstavilja prvu liniju obrane
organizma od infekcija i generalno mikroorganizama.

Izmedu navedenog, u sastavu neutrofila pronadeni su i Gal-1 i 3 cija ekspresija
uvelike definira njihove funkcije pa time i sam imunoloski odgovor urodene
imunosti. Novija eksperimentalna in vitro istrazivanja utjecaja povisene
ekspresije rekombinantnog Gal-1 u neutrofilima pokazala su negativnu
korelaciju s njihovim funkcijama kemotaksije, adhezije i kotrljanja (slika 6)
(75-78). Naime, istrazivanja su pokazala da neutrofili s poviSenom
ekspresijom Gal-1 gube sposobnost kemotaksije, adhezije te kotrljanja po
aktiviranim stanicama pojedinih slojeva epitela sto je jedan od klju¢nih koraka
u procesu poticanja odgovora urodene imunosti (79). Sukladno tome, in vitro
istrazivanja kod kojih se koristila siRNA koja je ometala sintezu Gal-1 u
neutrofilima pokazala su da neutrofili bez aktivnosti navedenog Gal imaju
povecanu aktivnost izlijevanja u stanicama epitela kao i sposobnost adhezije
te kemotaksije (76). Navedena istrazivanja upucuju na bitnu ulogu Gal-1 u
kontroli adhezije, kemotaksije te kotrljanja neutrofila te time u samom
odgovoru urodene imunosti. Medutim, osim navedenog protuupalnog ucinka
Gal-1, druga istrazivanja pokazala su znacaj interakcije Gal i neutrofila. Naime,
tijekom interakcije, dolazi do izlaganje stani¢ne povrsine neutrofila ostatcima
fosfatdilserina (PS), koji sacinjavaju ligand za fagocitne stanice poput
makrofaga. Time neutrofili postaju njihove ciljne stanice te je potaknuto
njihovo uklanjanje sa samog mjesta infekcije Sto upuduje na odvijanje
protuupalnog procesa neovisnog o apoptozi (77). Daljnja istrazivanja ovog

fenomena pokazala su reverzibilost, uvjetovan potrebnom mobilizacijom
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kalcijevog iona te interakcije povrsine stanice s kompleksnim N-tipom glikana
za povratak u prvotno stanje (78, 80). Osim navedenih protuupalnih ucinaka
Gal-1 na neutrofile, otkriven je i onaj proupalan; dokazano je da Gal-1 moze
aktivirati nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazu Cime se
pospjesuje oslobadanje superoksidnih spojeva iz neutrofila i time inducira
njihovo proupalno djelovanje (81). Nadalje, u stanicama neutrofila, uz Gal-1,
proupalna svojstva ima i Gal-3 (82). Istrazivanjima je dokazano da ekspresija
Gal-3 u naivnih neutrofila inducira lu¢enje L-selektina i poti¢e njihovu adheziju
na izvanstanicni protein laminin te, opéenito, utjece na prianjanje na endotelne
stanice (83). Osim navedenog, istrazivanja su pokazala da Gal-3 u naivnih
neutrofila potice luc¢enje interleukina 8 (IL-8), glikoproteina odgovornog za
stimulaciju proliferacije aktiviranih B- i T-stanica te diferenciju B-stanica u
plazma stanice (79, 82). Zbog povezanosti s luCenjem IL-8, a koji je kljucan
za formaciju potpunog i uspjeSnog odgovora ste¢ene imunosti, ekspresija Gal-
3 u neutrofilima izravnoje povezana sa odgovorom urodene imunosti vec i
onog stec¢ene imunosti. Daljnjim istrazivanjima in vitro pronadeno je da se Gal-
3 u neutrofilima, nakon stimulacije njihove aktivacije, razgraduje i inaktivira
elastazom. Elastaza je odgovorna za razgradnju malih hidrofobnih
aminokiselina poput glicina, alanina i valina, a koje nalazimo vedinom u
strukturi Gal i elastina (79, 82). Funkcije Gal-8 u neutrofilima su slicne onima
Gal-3 u adheziji neutrofila; Gal-8 veze se za M-integrin na neutrofile ¢ime
doprinosi jacanje sposobnosti njihove adhezije i sinteze superoksida pa se time
poti¢e proupalno stanje u organizmu. Navedena funkcija Gal-8 u neutrofilima
utvrdena je istrazivanjem in vitro primjenom rekombinantnog Gal-8 proteina
na stanicama miseva (84). Od preostalih galektina cija ekspresija korelira sa
funkcijama neutrofila, vazno je spomenuti i Gal-4 Cija aktivhost uzrokuje
interakciju neutrofila sa PS, a koji je ligand za fagocitne stanice. Zbog toga su
neutrofili mete fagocita te se Gal-4 povezuje s protuupalnim djelovanjem te

doprinosi uklanjanju neutrofila neovisno o apoptozi (77).
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Slika 6. Galektini reguliraju Sirok raspon imunoloske aktivnosti neutrofila. Razliciti ¢lanovi
obitelji galektina utjecu na razliCite faze biologije neutrofila, u rasponu od ekstravazacije,
aktivacije i kemotaksije do njihovog konacnog prometa. Zabiljezeno je da neki galektini

imaju suprotne udinke na aktivnost neutrofila Sto se odrazava na razvoj razlicitih vrste

upala. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (85)

3.2.2. Funkcije Gal-1, Gal-3, Gal-8 i Gal-9 u monocita / makrofaga

Makrofagi odnosno aktivirani monociti svrstavaju se u fagocitne stanice cija je
primarna funkcija fagocitoza/ingestija mikroorganizama. Osim makrofaga, od
stanica imunoloskog sustava fagocitima se pribrajaju i neutrofili, eozinofili i
dendriticke stanice, medutim, one nemaju primarnu funkciju kao makrofagi.
Uloga makrofaga u odgovoru urodene i steCene imunosti je popraéena
lu¢enjem mnogih citokina i kemokina koji uzrokuju daljnju aktivaciju ostalih
stanica imunoloskog sustava te ostvarivanje cjelovitog imunoloSkog odgovora
(79). Aktivirani makrofagi, podrijetlom od aktiviranih monocita ili pak
prekursora koji su u embrionalno doba naselili tkiva, luc¢e IL-1B i IL-6

(odgovorne za aktivaciju limfocita), IL-12 (odgovornog za aktivaciju NK
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stanica i diferencijaciju CD4 T-stanica u Th1 stanic¢nu liniju), TNF-a (potice
aktivaciju endotela, povecava permeabilnost te olakSava njegov pristup
komplementu, protutijelima i stanicama urodene imunosti) te CXCL8 (kemokin
odgovoran za regrutaciju bazofila, neutrofila i T-stanica na mjesto infekcije)
(79). Zbog navedenih vaznih funkcija makrofaga, pravilno funkcioniranje ovih
stanica izuzetno je vazno za postizanje potpunog imunoloskog odgovora kako
sacinjavaju sam pocetak kaskade njegovog signalnog puta.

U sastavu makrofaga pronadeni su Gal-1, Gal-3 i Gal-9, utvrdenih pro- i
protuupalna svojstava, ovisno o tome pospjesuju li ili pak inhibiraju funkcije
makrofaga. Istrazivanjima ekspresije Gal-1 u makrofaga in vitro dokazan je
protuupalni ucinak. Gal-1 inhibira otpustanje arahidonske kiseline, blokira
sintezu dusSikovog oksida te povecava aktivnost enzima arginaze Cime se
postize aktivacija makrofaga alternativnim putem. Zbog promjene puta
aktivacije dolazi i do promjena u luCenja citokina (86, 87). Naime, IL-13
zasluzan je =za aktivaciju i regrutaciju eozinofila, luCenje mukoze i
hipersenzibilnosti diSnih puteva, dok funkcijama IL-4 pripada i ona sitmulacije
sinteze IgE, Cija sekrecija utjeCe na alergijske reakciju (79). Na temelju
otkrivenih moguénosti modifikacije puta aktivacije makrofaga Gal-3, uoceno
je daje aktivhost Gal-3 pretezito protuupalna te se povezuje jedino s
imunoloskim odgovorom na alergene zbog pospjesSivanja M2 tipa aktivacije
makrofaga (88). Osim toga, istrazivanja in vitro Gal-1 u makrofaga pokazala
su da uzrokuje i inhibiciju IFN-y induciranim FC-yRI tipa fagocitoze i lucenja
IL-12 od strane makrofaga, kao i smanjenu aktivhost ukupnog MHC-II
kompleksa ¢ime upucuje na protuupalno djelovanje (89, 90). Funkcije Gal-3 u
makrofaga upucuju na posredovanje signalnog puta alternativnim nacina
aktivacije makrofaga te sintezu kemokina (91, 92). Ekspresija izvanstani¢nog
Gal-3 u makrofaga potvrduje indukciju sinteze superoksidnog aniona u
monocita prisutnih u perifernoj krvi, a koja uzrokuje njihovu kemotaksiju i time
dodatnu regrutaciju ¢ime se pospjesuje sam imunoloski odgovor. Nadalje, Gal-
3 doprinosi klirensu makrofaga od apoptotskih neutrofila (93-95).
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Istrazivanjem imunoloskog odgovora induciranim lipopolisaharidima utvrdeno
je da dolazi do povecane proizvodnje upalnih citokina IL-6, IL-12 te TNF-q, a
¢ija je lucenje smanjeno kod eksprimiranog Gal-3 u makrofaga zbog
usmjeravanja puta aktivacije onom alternativnhom (73). Istrazivanja in vitro
utjecaja Gal-9 na stanicne funkcije makrofaga utvrdeno je njegova sposobnost
aktivacije transkripcije IL-6 te aktivacijskog proteina 1 koji su zaduzni za
indukciju transkripcije IL-1 i IFN-1. Na temelju endogene aktivnosti Gal-9,
navedeno je zakljuceno da dolazi do krizanja signalnih puteva Gal-9 sa IL-1 i
IFN-1 ¢ime se ostvaruje transaktivacija gena za upalne citokine u monocitima
(96). Ovo je ujedno prvi dokazan primjer endogene funkcije Gal-9 u

imunoloSkom odgovoru organizma (96).

3.2.3. Funkcije Gal-1, Gal-3 i Gal-9 u dendritickim stanicama

Dendriticke stanice imunoloske su stanice Cija je glavna funkcija prezentiranje
antigena, prisutnih unutar organizma,T-limfocitima u obliku MHC I ili MHC II
kompleksa cime dolazi do prepoznavanja stranih ili vlastitih antigena i
potencijalnog poticanja imunoloskog odgovora stecene imunosti. Zbog svoje
funkcije nazivaju se imunopredocnim stanicama, a razlikujemo 2 vrste
dendritickih stanica; mijeloidne i plazmatoidne. Mijeloidna vrsta ovih stanica
usko se povezuje s aktivacijom T-stanica kako je karakterizira lucenje IL-12 i
ekspresija TLR-2 i TLR-4 receptora koji omogucuju uspjesno prepoznavanje
patogenih mikroorganizama, njihovo predocavanje stanicama stecene
imunosti, kao i njihovu aktivaciju (79). Nadalje, plazmatoidna vrsta
dendritickih stanica se pak usko povezuje s aktivacijom stanicnog odgovora na
virusne infekcije zbog velike koli¢ine lu¢enja IFN-a te ekspresije TLR-7 i TLR-
9, receptora specificnih za jednolan¢anu RNK te DNK koje nalazimo poglavito
u sastavu virusa, ali i ponekih bakterija (97).

Utjecaj ekspresije Gal-1, -3 i -9 na funkcije dendritickih stanica veoma varira,

od njihovog pojacanja do inhibitornog ucinka. Istrazivanjem funkcije Gal-1 in
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vivo u dendritickim stanicama, dokazana je pozitivha korelacija njegove
ekspresije s pojacanom sposobnosti migracije stanice. S druge strane, u
dendritickim stanicama je utvrden inhibicijski ucinak Gal-3, specificno na
luenje IL-12 (98). Osim navedenog, otkriven je i utjecaj Gal-3 na migraciju
dendritickih stanica. Spomenuta istrazivanja provedena su na stanicama
slezene miseva na kojima je ekspresija Gal-3 inducirana rekombinantnim
proteinom, dok ista nije bila ostvarena kod divljeg tipa stanica (99).
Istrazivanjem dendritickih stanica sazrelih stimulacijom Gal-9 utvrdeno je
normalno izlucivanje IL-12 i selektivho IL-10 u joS neutvrdenim uvjetima
uspjesnosti. Osim navedenog, utvrdeno je da laktoza ima blagi inhibicijski

uc¢inak na ekspresiju spomenutog Gal-9 u dendritickim stanicama (100).

3.2.4. Funkcije Gal-1 i Gal-3 u mastocitima

Mastociti pripadaju stanicama prirodene imunosti Cije se funkcije iskazuju u
prvoj liniji obrane organizma od patogena i alergijskim reakcijama uzrokovanih
alerginima, a ostvaruju degranulacijom granula ispunjenih histaminom te
lipidnim medijatorima prostaglandinom i leukotrienom. Osim navedenih tvari,
mastociti luce i proupalne citokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 te TNF-a. U stanju
upale izazvane fosfolipazom A2, Gal-1 inhibicijski utjece na funkcije mastocita
(86). Suprotno tome, Gal-3 potice oslobadanje medijatora iz mastocita i
povecava proliferaciju IgE senzibilziranih mastocita (88, 101). Utvrdena je,
takoder, sposobnost vezanja protutijela Gal-3 na IgE ¢ime se objasnjava
korelacija njegove ekspresije sa funkcijama mastocita, ali i sposobnost
mastocita da vezu IgE. Pretpostavlja se da Gal-3 stimulira aktivnost mastocita
interakcijom sa superoksid dismutazom (SOD) Cime se izaziva oslobadanje

superoksid aniona (027) (102).
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3.2.5. Funkcije Gal-3 i Gal-9 u eozinofilima

Eozinofili (kao i mastociti) pripadaju stanicama urodene imunosti te sudjeluju
u alergijskim i upalnim procesima uzrokovanih parazitima i bakterijama.
Funkcije eozinofila se uglavhom svode na luenje citokina IL-3, IL-5 GM-CSF,
kemokina CCL-3 i CCL-5 te enzima histaminaze i fosfolipaza B i D. Oni
zajednicki omoguduju migraciju ostalih imunoloskih stanica na mjesto upale i
alergijske reakcije. Gal-3 i 9 su pronadeni u izvan- i unutarstani¢cnom prostoru
ovih stanica Cija ekspresija pozitivno korelira sa aktivnosti njihovih
imunoloskih funkcija (103-105). Naime, dokazano je da izvanstani¢ni Gal-3
posreduje aktivaciji IgE eozinofila poticanjem njihovog kotrljanja i Cvrste
adhezije te da inhibira sintezu IL-5 odgovornog za njihovu kemotaksiju (106).
U osoba s izrazenim alergijskim reakcijama, pronadena je povisena ekspresija
Gal-3, dok prisutnost Gal-9 djeluje kao snazan kemoatraktant, u zdravih

ispitanika potic¢e apoptozu (107).

3.2.6. Funkcije Gal-1 i Gal-3 u efektorskim i regulatornim T-

stanicama i B-stanicama

Efektorske i regulatorne T-stanice svrstavaju se u stanice stecene imunosti, a
pripadaju CD4 stanic¢noj liniji. Uz njih, stecenu imunost sacinjavaju i
citotoksi¢ne T-stanice CD8 stanicne linije te B-stanice (plazma, memorijske,
naivne i aktivirane B-stanice). Opcenito, odgovor steCene imunosti postize se
interakcijom stanica prirodene i steCene imunosti. Funkcije makrofaga i
dendritickih stanica su klju¢ne za aktivaciju B i T-stanica. Efektorskim T-
stanicama pripadaju Th1, Th2, Th17 te pomocne Thf stanice, od kojih je svaka
nositeljica odredene funkcije u imunoloSkom odgovoru organizma. Th1 stanice
su znacajne za M1 aktivaciju makrofaga klasicnim putem, dok Th2 stanice
aktiviraju mastocite i eozinofile te makrofage alternativhnim M2 putem. Zbog

ocigledne povezanosti urodene i steCene imunosti, u posljednje se vrijeme
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velika pozornost pridaje Gal u postizanju imunoloskog odgovora. Znanstvenim
istrazivanjima utvrdena je prisutnost Gal-1 i 3 u efektorskim i regulatornim T
stanicama te njihov utjecaj na njihove stani¢ne funkcije. Pronadena je Sira
funkcionalnost Gal-1 u stanica steCene imunosti od one u stanica urodene
imunosti. Eksprimirani Gal-1 negativno utjeCe na ranu signalizaciju T-stanica,
modulira raspon T-stanica i njihovu pozitivnu ili negativnu selekciju izazivajudi
brze i prolazne aktivacije kinaza reguliranih izvanstanic¢nim signalom te izaziva
slabljenje Th1l i Th17 posredovanog imunoloskog odgovora (zbog pomaka
ravnoteze prema polariziranom citokinu koga lu¢e Th2 stanice). Nadalije,
istrazivanja provedena in vitro su pokazala da Gal-1 uzrokuje smanjeno
luCenje citokina IFN-y, TNF-a i IL-2, pojacano IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 te
opcenito ometa promet T-stanica blokiraju¢i adheziju T-stanica na
izvanstanicni matriks i njihovu transendotelnu migraciju (108-113). Takoder,
posreduje u umrezavanju specificnih glikokonjugata te stvaranju mreze
polisaharida na povrsini T-stanica te tako regulira njihovu odrzivost (110, 113-
116). Stoga, stani¢na smrt T-stanica moze nastupiti kao posljedica aktivnosti
eksprimiranog Gal-1 na njezinoj povrsini zbog aktivnosti glikoziltransferaza
koje stvaraju ili maskiraju specificne glikane na povrsSini i moguée posredne
aktivacije pojedinih unutarstani¢nih puteva (BCL-2, AP-1, transkripcijskih
faktora..) ukljucenih u apoptozu (42, 86, 116-121). Daljnjim istrazivanjem
utjecaja aktivnosti pojedinih nuklearnih enzima Gal-1 u T-stanicama, otkriveno
je da povecana aktivnost a2,6-sijalil transferaze u Th2 stanica te opéenito,
naivnih T-stanica, moze omogucditi stanici otpornost na interferencije Gal-1 sa
njenim stani¢nim funkcijama (117). Sukladno tomu, uocena je otpornost Th2
stanica na apoptoti¢no djelovanje Gal-1 (108). Gal-3 se pokazao efikasnijim u
poticanju apoptoze T-stanica (122, 123). To se moze objasniti razlikama u
strukturi Gal-1 i Gal-3 (Gal-1 je dimer, a Gal-3 pentamer). Gal-3 je u nekim
T-stani¢nim linijama, poput MOLT-4 stanica, pokrenuo izlaganje fosfatdilserinu
(PS), bitnim dogadajem za proces apoptoze (108). Gal-3 je selektivno
potaknuo apoptozu u misjih timocita s ve¢om smrtnos¢u CD4- i CD8" timocita,
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a manju u CD4* i CD8*, dok je u slucaju Gal-1, smrtnost bila jednaka za oba
tipa T-stanica (122). Iz toga slijedi da Gal-3 izaziva apoptozu Th1l i Th2 stanica
dok Gal-1 djeluje selektivho na Thl stanice (117). Eksprimirani Gal-4 u T-
stanicama CD4+ potiCe proizvodnju IL-6 te doprinosi razvoju upalnih bolesti
crijeva zbog indukcije apoptoze mukoznih T-stanica koje su vecinski smjestene
upravo u podrucju gastro-intestinalnog sustava (124, 125). Gal-8 u T-
stanicama pokazuje slican ucinak na apoptozu kao Gal-3 i Gal-1. Gal-8 to
postize aktivacijom signalnog puta fosfolipaze-D/fosfatidne kiseline koji potom
aktivira ERK1/2 i tipa 4 fosfodiesteraze, odnosno, putem Fas liganda (126,
127). Isto djelovanje Gal-8 i Gal-9 je uoceno je na timocitima drugim
biokemijskim putem - aktivacijom niza kaspaza (128). Gal-9 to postize
aktivacijom kaspaze-1 te interakcijom s molekulama specificnim za povrSinu
Th1 stanica koje sadrze domenu imunoglobulina i mucina zbog ¢ega uzrokuje
specificnu apoptozu Th1 stanica, a ne i onu Th2 (129). Utjecaj ekspresije Gal-
1, 319 uocen je i u T-regulatornim stanicama. Istrazivanjem in vitro uoceno
je drasticno povecanje populacije CD4+*CD25 Treg stanica s visokom
ekspresijom gena FOXP3 te povecanu ekspresiju gena Lgalsl, koji kodira za
Gal-1, u svim Treg stanicama (130, 131). Osim navedenog, otkriveno je i da
je gangliozid GM1 primarna meta eksprimiranog Gal-1 u Treg stanica zbog
koje je priguSena autoimuna upala pa se ovdje nalazi mogucnost terapiju
autoimunih bolesti poput artritisa (132, 133). Proteomickom analizom je
utvrdeno da, uz Gal-1, ljudske CD25hi Treg stanice sadrze i unutarstanicni
Gal-10 koji je neophodan za supresivnu funkciju Treg stanica (134).

Osim toga, pronadena je prisutnost Gal-1 u B stanica, odgovornih za proces
razvoja, diferencijacije i opstanka B-stanica (90, 135-139). Naime, Gal-1 u B-
stanicama kostane srzi doprinosi razvoju imunoloske sinapse izmedu preB-
stanica i stromalnih stanica vezanjem integrina a4B1, asBi i a4B7 koji su kljucni
za adheziju B-stanica i ciljane stanice (135, 136). Nedavna istrazivanja
pokazala su takoder kako ekspresija Gal-1 u B-stanica olakSava apoptozu
memorijskih B-stanica ¢ime pogoduje nastanku plazma B-stanica. Vazno je
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spomenuti da eksprimirani Gal-3 usmjerava diferencijaciju B- stanica u
memorijske stanice zbog doprinosa smanjenju regulacije transkripcijskog
faktora Blimp-1 putem IL-4 (koji usmjerava diferencijaciju B-stanica u one
memorijske) (138, 139, 140) (slika 7).
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Slika 7. Prikaz signalizacije imunoloskih stanica posredovane galektinima. Adaptirano s

engleskog na hrvatski jezik. (73)
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3.3. Galektini i nezarazne bolesti

Od samog otkrica Gal kao zasebne obitelji proteina s izrazenim afinitetom
vezanja [-galaktozida, osim utvrdene njihove funkcije i povezanosti s
razvojem infekcija te zaraznim bolestima, primijecena je njihova funkcija u
razvoju nezaraznih multifaktorskih bolesti kao Sto su ateroskleroza, astma,
razni tipovi karcinoma i mnoge druge autoimune bolesti.

Karcinogeneza, te opcenito, razvoj bilo koje autoimune bolesti veoma je slozen
proces koji ovisi o nizu Cimbenika; aktivnosti odredenih gena, vanjskim i
unutarnjim uvjetima stanice, tkivnom mikrookolisu, funkcionalnosti i
ispravnosti stanicnih mehanizama popravka i imunoloskom sustavu
organizma. (slika 8)

Kako Gal nalazimo u gotovo svim stanicama organizma, pored njihove uloge
u imunoloskom odgovoru, posebna pozornost znanstvenih istrazivanja je
usmjerena proucavanju njihove specificne uloge u razvoju bolesti raka. U
istrazivanju funkcije Gal u onkoloskim bolestima, svoju su ulogu dokazali Gal-
1, 3,4, 7,19, od kojih su najcesce istrazivani Gal-1 i Gal-3 (27).
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Slika 8. Intracelularni partneri kod vezanja razlicitih galektina. Galektini imaju brojne
partnere za vezivanje s obzirom na njihovu unutarnju kompartmentalizaciju. Adaptirano s

engleskog na hrvatski jezik. (141)
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Spomenutim istrazivanjima razli¢itih Gal utvrdene su njihove uloge u
specificnim neoplazmama tumora (tablica 2) (27), a koje nastaju
prekomjernim nekontroliranim dijeljenjem stanica, karakteristicnim za
odredeni tip raka. Naime, treba odrediti specificnu ekspresiju/supresiju
odredenog Gal u tumorskom tkivu, povezati s tipom raka, invazivnost te u Gal
pronaci dijagnosticke pokazatelje razvoja i napretka bolesti te mogude

terapeutske mete.
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3.3.1. Uloga i povezanost Gal-1 s razvojem pojedinih oblika raka

Iz navedenih opisa funkcija i utjecaja prisutnosti Gal-1 na stanice imunoloskog
sustava jasno je kako ovaj Gal itekako ima znacajnu ulogu u nastajanju
infekcije, upali te razvoju bolesti (zarazne ili nezarazne), a posebice tijekom
nastajanje tumora (raka) preobrazbom normalne tjelesne stanice u zlo¢udnu

(karcinogeneze) (slika 9-11).
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Slika 10. Visestupanjski proces uklju¢en u karcinogenezu koji transformira normalnu

stanicu u maligni tumor. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik. (142)

Zahvaljuju¢i mnogobrojnim ispitivanjima pacijenata te istrazivanjima in vitro
stanica raka, do sada utvrdeno da se povecana ekspresija i aktivhost Gal-1
veoma usko povezuje sa sljede¢im vrstama raka: rak dojke, prostate, pluca,
cerviksa, renalnih stanica i rakom bubrega, raznim oblicima raka mozga i
gastro-intestinalnog raka. Takoder je dokazano i razina ovog Gal omogucuje
nastajanje odgovarajuceg mikrookoliSa za razvoj karcinoma. Gal-1 se
povezuje s ranim stupnjem melanoma i Kaposijevog sarkoma gdje je utvrdeno
da potic¢e angiogenezu tumora te pruza sposobnost izbjegavanja citotoksi¢nog
djelovanja efektorskih T-stanica prilikom odgovora imunoloskog sustava na
samu novonastalu neoplazmu. Naime, kako prethodno i opisano, Gal-1 svojim
signalnim putevima ometa promet T-stanica, blokira njihovu adheziju na

izvanstani¢ne matrikse i njihovu transendotelnu migraciju (109, 143).

29



Gal-1,-2,-3, -4,

-8,-9
GaaI;B <7, ﬂ‘ Gal-1,-3

U Gal-1,-3,-7,-¢ adhezija i staniéna ‘]]‘ Gal-1.-3,-7
ﬂ Gal-1,-3,-7 IRES S ﬂ Gal-1,-3,-4,-7,

] 00 -8,-9,-12
apaptoza rast tumora

af
w 2 | 7 wiglee
\ (B @ 3o fo- ™=
‘ ™ g

fe6 £ o\
[ %2 @ g

% C
09 l et 2,
Chy ¥io @
CICIDICICIE AC)
invazivnost i @ anglogeneza
metastaziranje imunoevazija
ﬂ Gal-1.-3,-7 ﬂGau.-.’. ﬂ Gal-1,-3
,11 Gal-3,-4,-9 ﬂ Gal-7

Slika 11. Pro- i anti-tumorske funkcije galektina u raku. Galektini se nalaze u citoplazmi
(C), mitohondrijima (M), jezgri (N), endosomskim odjeljcima (EC) i unutarnjoj plazma
membrani (PM). Oni su sposobni modulirati mnoge aspekte napredovanja tumora kao Sto su
stani¢na adhezija i migracija, imunoloski bijeg, stani¢na transformacija, apoptoza,
angiogeneza, rast tumora, invazija i metastaze. Adaptirano s engleskog na hrvatski jezik.
(141)

Kako se moze uociti iz tablice 1 i 2, ekspresija gena LGALS1 (Gal-1) je
pronadena u mnogim organima i tkivima i utjeCe na nastajanje i razvoj raka u
spolnih, disnih, probavnih i mokrac¢nih organa.

Istrazivanje Gal-1 u raku dojke provedeno je na zdravim ispitanicama te
pacijenticama u razli¢itim fazama progresije tumora. Utvrdena je pozitivna
korelacija Gal-1 u svim stanicama malignog tumora dojke (neovisno o
progresiji) (144). U istrazivanje in vivo na zivotinjskom modelu raka dojke
(miSevima), kojima je smanjena razina Gal-1 ili je potpuno uklonjen, utvrdeno

je da smanjenjem ekspresije Gal-1 u tumoru dojke 4T misa rezultira znacajnim
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smanjenje rasta tumora i broja pluc¢nih metastaza. Takoder, prigusenje
ekspresije Gal-1 u 4T 1 stanicama smanjila je brojnost CD4+, CD25+, Foxp3+
T-stanica unutar limfnih ¢vorova tumora, slezene i metastaza na pluéima
(144).

U istrazivanju Gal-1 u zena oboljelih od raka cerviksa, odnosno raka vrata
maternice, utvrdena je pozitivha korelacija razine ekspresije Gal-1 s dubinom
invazije tumora i opsegom metastaza u limfnim ¢vorovima sa napredovanjem
raka. U istrazivanjima in vivo na misjem modelu raka vrata maternice
provedena je inhibicija ekspresije njegovih gena u odsutnosti Gal-1 te je
pracen daljnji razvoj raka. Otkriveno je da se u takvom tkivhom mikrookolisu
stanice raka vrata maternice sporije dijele, proliferiraju te da opada
invazivnost raka (145). Osim spomenutog, istrazen je utjecaj kemoterapije
radioaktivnim izotopima na Gal-1 (146, 147) te je utvrdeno da je Gal-1
odgovoran za radiorezistenciju u stanic¢nim linijama raka, putem ovisnim o H-
Ras proteinu odgovornim za regulaciju stani¢ne diobe te je medu ostalim tako
uklju¢en i u mehanizme popravka DNK. Autori zaklju¢uju da je Gal-1 neovisni
prognosticki ¢imbenik u pacijenatica s rakom vrata maternice I-II stadija koje
su podvrgnute kemoterapiji zracenjem (148).

Osim u onkoloskim bolestima Zenskog reproduktivhog sustava, Gal-1 se se
pokazao kao najviSe ekspremirani Gal u tkivu raka prostate te se stoga
povezuje i sa onkoloskim bolestima muskog spolnog sustava. Istrazivanjima
in vitro na stanicama karcinoma prostate zabiljezen je velik porast njegove
ekspresije u skladu s napredovanjem raka te izravna korelacija ekspresije
Gal-1 s angiogenezom raka. Smatra se da Gal-1 pospjesSuje angiogenezu, dok
njegova odsutnost Gal-1 utjeCe na smanjenu vaskularizaciju i angiogenezu
tumora te utjeCe na razvoj raka prostate (149). Prisutnost i povecana
ekspresija Gal-1 povezuje se sa rakom. Mnoga istrazivanja su provedena s
ciljem otkrivanja uloge Gal-1 na njegovu patogenezu, agresivnost i lijecenje.
Kuo i sur. (148) su tako 2014. otkrili da je Gal-1 jedan od vaznih ¢imbenika
mikrookolisa ove vrste tumora. Stanice tumora luc¢e Gal-1 koji je povezan s
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dendritickim stanicama koje se povezuju s tumorom (TADC) i proizvodnjom
EGF-a (epidermalni faktor rasta), a Sto posljedicno rezultira progresijom
tumora (150). Nadalje, otkriveno je da interakcija Gal-1 sa integrinima a6p4 i
Notch1/Jagged2 ima vaznu ulogu jer ovo vezanje proteina rezultira pojacanom
invazijom i migracijom stanica raka pluc¢a kao i rezistencijom na kemoterapiju
(57). Isti su zabiljezeni u mnogo manjim razinama u uvjetima kada je Gal-1
inhibiran (57). Carlini i sur. 2014. godine (151) su proveli istrazivanje na
stanicama raka 103 pacijenta oboljelih od raka pluca I-III stadija te su otkrili
da je viSa razina ekspresije Gal-1 direktno korelirala s loSijom prognozom
pacijenata.

Ekspresija izvan- i unutarstani¢nog Gal-1 utjecala je na razvoj raka debelog
crijeva. Ona je ukazala na njegovu ulogu u pruzanju otpornosti stanicama raka
na radio- i kemoterapiju na nacin da omogucuje njihovu neometanu
angiogenezu kao i na otpornost izbjegavanja imunoloSkog odgovora
organizma supresijom funkcije imunoloskih stanica (152).

Gotovo ista uloga Gal-1 utvrdena je i u stanicama tumora mozga i opcenito
ziv€anog sustava. UocCena je smanjena infiltracija mijeloidnih supresorskih
stanica te smanjena proliferacija. Zakljucak je da osobe koje boluju od raka
mozga ostvaruju bolju prognozu i vece Sanse za prezivljavanje ukoliko se
postigne stiSavanje gena odgovornog za sintezu Gal-1 (153, 154).

Aktivnost Gal-1 otkrivena je i u stanicama tumora bubrega gdje je pronadeno
da Gal-1 signalnim putem NF-xB regulira sintezu kemokinskog receptora
CXCR4, cije tako izazvano odsustvo uzrokuje smanjen imunoloski odgovor
organizma na tumor (155). Daljnjim istrazivanjem otkriveno je da Gal-1
omogucuje neometanu karcinogenezu tumora bubrega te da je njegov
prekomjerni izrazaj usko povezan sa ovom vrstom raka i brojem metastaza,
odnosno, stadijem napredovanja. Suzbijanje njegove ekspresije u pacijenata
rezultiralo je smanjenom klonogenom sposobnosti stanica raka, njegovog

rasta i opcenito aktivnosti stanica raka koje izazivaju angiogenezu. Aktivnost
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Gal-1 u pracenju progresije i razvoja raka utvrdena je joS i u slucajevima

glioma i melanoma (156).

3.3.2. Uloga i povezanost Gal-3 s razvojem pojedinih oblika raka

Kao i u ostalih Gal, ve¢ spomenuta uloga Gal-3 najviSe dolazi do izrazaja u
stanicama imunoloskog sustava gdje utjeCe na funkcionalnost neutrofila,
mastocita, eozionofila te dendritickih stanica i T-stanica stecene imunosti.
Zbog prethodno opisanih mnogih razina interakcije Gal-3 sa stanicama
imunoloskog sustava te utjecaja njegove ekspresije na njihove funkcije,
provedeno je niz znanstvenih istrazivanja s ciljem otkrivanja mogude
povezanosti razine njegove ekspresije s postojanim patoloskim stanjima
organizma. Tako je utvrdeno da se povecana ekspresija Gal-3 pojavljuje u
pacijenata oboljelih od raka dojke, prostate, bubrega, gusterace, mozga i
zivéanog sustava te opcenito, u onih oboljelih od raznih vrsta raka gastro-
intestinalnog trakta (tablica 2). U svakom od navedenih, Gal-3 utjeCe na
mikrookolis i na stanice raka (1). Od prethodno spomenute lokalizacije, najvise
je eksprimiran u raka dojke, bubrega i renalnih stanica te onima ziv€anog
sustava i tiroidnih i paratiroidnih zlijezda.

S obzirom na sve vedéi broj istrazivanja koja dokumentiraju povecanu
ekspresiju Gal-3 u onkoloskih bolesti, raste broj istrazivanja in vitro koja ce
objasniti njegovu funkciju u progresiji tumora i mogucénost inhibicije njegove
sinteze. Istrazivanjima je potvrdeno da je Gal-3 pokazatelj progresije tumora,
ovisan je o tipu raka i meta onkoloskih terapija. StiSavanjem gena odgovornih
za sintezu Gal-3 smatra potencijalnim rjeSenjem kako utjecati na agresivnost
raka. Simone i sur. (157) su istrazivali Gal-3 u cilju tumacenja i dokazivanja
uspjesSnosti u proces metastaziranja raka, prepoznavanja odgovarajuceg
endotela za njegov razvoji u njegovom izbjegavanju imunoloskog odgovora
organizma citotoksi¢nim djelovanjem na CDS8* stanica. S ciljem potpunog

definiranja Gal-3 kao pokazatelja (biomarkera) za rak dojke, u istom
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istrazivanju obavljeni su i testovi mikrofluidnosti i citofluorimetricki testovi
stanica raka tijekom kojih se utvrdivala vaznost prisutnosti Gal-3 u
identifikaciji stanica raka dojke. Rezultati istrazivanja su pokazali da su
pronadene stanice raka dojke i u odsutnosti Gal-3 u njihovoj strukturi te da
njihova prisutnost nije povezana s uspostavom dijagnoze ovom analitickom
metodom. S druge strane, testom mikrofluidnosti se povelava specificnost
ispitivanja. Nadalje, dokazano je da i zdrave stanice dojke luce Gal-3, ali da
takav, u slobodnom obliku, nije u korelaciji s rakom dojke iako posreduje
stani¢nim putovima okolnih stanica (157). Kod razvoja karcinoma dojke,
zabiljezeno je da dolazi do redukcije Gal-3 u slobodnom obliku i povecanja
oblika vezanog na membranu stanica raka, a koji se smatra odgovornim za
napredak bolesti. Prema tome, utvrdena je pozitivha korelacija izmedu
napredovanja stadija raka dojke (I-III) i ekspresije Gal vezanih na membranu
stanica raka. S tim da se ekspresija Gal-3 povecala tijekom progresije raka.
Ovim istrazivanjem je utvrdeno da slobodni Gal-3 nije biomarker za stanice
raka dojke, vec¢ onaj u vezanom obliku za membrane stanica raka dojke.
Takoder je predlozena mikrofluidna metoda kao najprikladnija metoda
detekcije jer ona pokazuje visoku specificnost za stanice raka dojke na cijoj
membrani je vezani Gal-3 (157). Stoga se ova metoda predlaze odredivanje
klinicko-patoloskih znacajki ekspresije Gal-3 u oboljelih od raka dojke.
Imunohistokemijski pregled stanica raka dojke pokazuje da je Gal-3 sastavni
dio citoplazme i membrane te da je u stanicama raka dojke, opcenito
visestruko jace izrazen u usporedbi s onima parakanceroznog tkiva (158).
Nadalje, sli¢no istrazivanje provedeno je i od strane znanstvenika Zhang H.,
Lang X., Duan C., Liu C. i Zhao Z. 2014 godine (158). Od 1187 slucajeva raka
dojke ispitivanih u ovom istrazivanju, pokazalo se da njih 388 (32,7%) biljezi
povisenu ekspresiju Gal-3, a koja varira ovisno o dobi pacijentica, velicini i
stadiju raka, njegovim metastazama u limfnim ¢vorovima te histoloskoj gradi
u pojedinaca (158). Osim spomenutog, ista skupina znanstvenika zeljela je
utvrditi ima li ekspresija Gal-3, u ovom obliku raka, utjecaj na njegovo
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lijeCenje kemoterapijom te opcenito na njegovu kemosenzitivhost. U ovu
svrhu, pracena je osjetljivost 135 slucajeva raka dojke, u kojih je utvrdena
povecana ekspresija Gal-3, na neoadjuvant kemoterapije (158). Otkriveno je
da su molekularna grada i ekspresija Gal-3 usko povezani s kemosenzitivnosti
u pacijenata na terapiji (ovisno o ispitivanoj skupini, p=0,007;p=0,012 i
p=0,031) te da upravo razina ekspresije Gal-3 uvjetuje njenu uspjesnost.
Vrijednosti ekspresije Gal-3 su bile ve¢e u tumora dojke (za 20%, 21,7%,
43,8% i 46,4%) Sto je rezultirao potpunim i djelomi¢nim odgovorom na
kemoterapiju, stabilnim stanjem bolesti, odnosno, progresijom bolesti. Kako
bi se pronasao efektivniji nacin lijeCenja ove onkoloske bolesti, ispitan je
odgovor stanica raka na statinsku terapiju atorvastatinom (ATO) kada Gal-3
nije prisutan u njihovoj strukturi (159-161). Takve stanice raka dojke pokazale
su drasticno vecu apoptozu, ¢ak 20 puta viSe izrazeniju nego u kontrolnoj
skupini, a 2 puta vecu u odnosnu na stanice raka koje sadrze Gal-3 u svojim
membranama. Ovo otkrice stoga sugerira da inhibicija Gal-3 u stanicama
karcinoma dojke uzrokuje njihovu senzibilizaciju na atorvastatin Cime se
postize apoptoza te se takva terapija za ovaj tip karcinoma cini veoma
uspjeSnom. Ona se osim toga, u klini¢kim ispitivanjima pokazala gotovo uvijek
uspjeSnom (158, 162).

Osim u raku dojke, povisena ekspresija Gal-3 kao i utjecaj na progresiju raka
zabiljeZzen je u raku prostate, bubrega i renalnih stanica, stanicama debelog
crijeva te u raznim oblicima koji zahvacaju zivéani sustav i kozu. U
spomenutim vrstama raka , Gal-3 smatra se biomarkerom onih u dojke,
debelog crijeva i bubrega te opcenito onih na podrucju Zivéanog sustava i
Zlijezda s endokrinim izlucivanjem. Zanimljivo je da se ekspresija Gal-3 u raku
prostate, u odnosu na ostale vrste karcinoma, povezuje s njim tek pri
njegovom povratku nakon kratkotrajnog izlje¢enja (68). Nadalje, za razliku od
drugih vrsta raka, pronadena je supresija Gal-3 u raku prostate. Povecanje
Gal-3 nastaje uslijed molekularnog cijepanja Gal-3 do kojeg dolazi s
napretkom bolesti (163). Zbog ovakvog neobi¢nog otkri¢a, provedeno je
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istrazivanje o utjecaju Gal-3 na razvoj raka prostate, obzirom da nije utvrden
u stanicama raka prostate. Istrazivanje inhibicije sinteze Gal-3 pomoc¢u malih
interfeniraju¢ih RNK (siRNK) u miSeva pokazalo je smanjenje migracije i
proliferacije stanica raka te njihove invazivnosti i sposobnosti stvaranja
kolonija neovisnih o sidrenju (redukcijom rasta stanica raka prostate). Isto
istrazivanje, provedeno in vitro na ljudskim stanicama raka prostate pokazalo
je da inhibicija Gal-3 dovodi do zaustavljanja stanicnog ciklusa u G1 fazi,
pojacane regulacije jezgre p21 i hipofosforilacije proteina tumor supresora
retinoblastoma (pRb). Pritom, nije utvrden ucinak na cikline D1 i E, kinaze
ovisne o ciklinu (CDK2 i CDK4) i na razine ekspresije proteina p27 (27), dok
je uspjesnost i povezanost biokemijske reakcije cijepanja Gal-3 dokazana
izmedu metaloproteinaza (MMP)-2/-9 i angiogeneze, rasta i otpornosti na
apoptozu u misjim modelima raka dojke i prostate ¢ime je mogucée tumacenje
funkcije Gal-3 utjecaj na razvoj raka (49, 168).

U stanicama raka Zeluca, aktivnosti Gal-3 se pokazala presudnom za njegov
razvoj jer Gal-3 utjece na njihovu pokretljivost. Smatra se da se povecana
pokretljivost postize, najvjerojatnije, putem pojacane regulacije fascina-1,
proteina odgovornog za vezanje aktina i time pokrece metastaziranje (164).
Kada rijeC¢ o onkoloskim bolestima probavnog sustava, povecana ekspresija
Gal-3 u raku debelog crijeva promic¢e migracije stanica i metastaza putem
aktivacije odredenih putova kinaza poput onog K-Ras-Raf-Erk1/2 (47). Isti
biokemijski put interakcije Gal-3 sa stanicama raka zeluca odnosi se i na one
gusterace (Ras, ERK, AKT i Rel A putevi aktivacije kinaza), a koji rezultiraju
takoder poveéanjem migracije stanica raka (165).

Gal-3 je obilno izrazen i u malignim gliomima, a mnoga istrazivanja sugeriraju
da se nalazi upravo i u ranim preneoplasticnim lezijama. Njegova ekspresija
dokazana je u neoplasticnih astrocita i u mikrogliji malignog glioma. To navodi
na cinjenicu da dolazi do aktivacije Gal-3 u mikroglijama i makrofagima

paralelno s progresijom bolesti (166). Ova aktivacija Gal-3 u navedenih stanica
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objasnjava se neometanim razvojem tumora, s obzirom da Gal-3, opcenito
potiskuje upalno djelovanje ovih stanica.

Slicna uloga Gal-3 u rastu i napredovanju tumora otkrivena je i u melanomu
gdje se smatra da modulira ekspresiju jezgrinog Cimbenika aktiviranih T
stanica (engl. nuclear factor of activated T-cells, NFAT1) i ekspresiju
autotaksina na transkripcijskoj razini ¢ime potice njihovu sintezu te utjeCe na
stimuliranje angiogeneze te rast i metastaziranje tumora (167).

Prekomjeran izrazaj Gal-3 zabiljezen je u raka bubreznih stanica gdje je
pronadeno da ima zastitnu ulogu stanica od apoptoze te pruza pojacanje
ekspresije Bcl-2 i stabilizaciju mitohondrija u tretmanu ATO-om, koji se ¢esto
koristi u kemoterapiji (168). Rezultat ovog istrazivanja pokazuje da Gal-3
uzrokuje otpornost stanica raka bubrega na citotoksi¢no lijeCenje ATO-om
(168).

Valja napomenuti ulogu Gal-3 u raku endokrinog sustava. U tumorima hipofize
specificno je izrazen u laktotrofnim i kortikotrofnim stanicama gdje pospjesuje
proliferaciju stanica raka, dok je u tumorima stitnjace i paratireoidnih zlijezda
eksprimiran samo u njihovim malignim stanicama (169, 170). Pronadeno je
da su povisene razine Gal-3 i tireoidne peroksidaze specificno izrazene u
papilarnom raku Stitnjace Sto omogucuje njihovo koristenje kao biomarkera te
prognostickih pokazatelja u pacijenata oboljelih od ovog tipa tumora. Funkcija
Gal-3 u raku stitnjace jest ponistavanje aktivnosti tumor supresorskog
proteina kaveolina-1 (Cav-1). Zajednickim djelovanjem Gal-3 i kaveolina-1
pospjesuje se adhezija, migracija i progresija raka (171). Ekspresija Gal-3 u
stanicama tumora nadbubrezne Zlijezde nesto je drugacija nego u onima
tumora stitnjace: biomarker je raka nadbubrezne Zlijezde i ovisi o prisutnosti
COX-2 ili nm23 (supresor metastaza). Naime, kada eksprimiran u kombinaciji
s COX-2, Gal-3 se povezuje s malignim lezijama, dok njihova odsutnost, a
prisutnost ekspresije jedino nm23, ukazuje na benigne tumorske lezije (172).
Iz svega navedenog, jasno je da Gal-3 utjeCe na razvoj raznih oblika
karcinoma. U gotovo svim navedenim tumorima, Gal-3 ima istu funkciju:
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pospjesuje proliferaciju i migraciju stanica, omogucuje izbjegavanje apoptoze
stanica tumora i utjeCe na imunoloski odgovor. Takoder, veoma su vazna
znanstvena istrazivanja koja ukazuju na povezanost ekspresije Gal-3 u
stanicama karcinoma na njihovu kemosenzitivhost kojom se moze pratiti
djelotvornost kemoterapije (kroz stiSavanje ekspresije Gal-3 u stanicama

karcinoma).

3.3.3. Uloga i povezanost Gal-4, 7 i 9 s razvojem pojedinih oblika
raka

Specificna ekspresija Gal-4, -7 i -9, za razliku od Gal-1 i -3, zasada jos nije u
potpunosti istrazena u odredenim vrstama raka. Poput ostalih pripadnika svoje
obitelji, i Gal-4, -7 i -9 takoder svoju funkcionalnost najviSe ocituju
ekspresijom u stanicama imunoloSkog sustava (u neutrofila, makrofaga,
dendritickih i T-stanica). Vaznost ekspresije spomenutih Gal u odredenim
stanicama imunoloSkog sustava varira te se tako ona Gal-4 izdvaja veom
ekspresijom od Gal-7 i -9 u neutrofila i T-stanica, dok ona Gal-9 dolazi do
izrazaja u stanicama makrofaga, monocita i dendritickih stanica, a Gal-7 u
odrzavanju homeostaze epitelnih stanica (73).

Spomenute biokemijske aktivnosti Gal-4, -7 i -9 na mnogim stani¢nim
razinama smatraju se razlogom istrazivanja u stanicama pojedinih vrsta raka.
Gal-4, -7 i -9 povezuju se s rakom dojke, vrata maternice, pluc¢a i probavnog
trakta: rak debelog crijeva, gusterace i ezofagijalnog sfinktera (27). Uloga
pojedinog Gal u svakom od njih je drugacija. Neki od njih poti¢u razvoj tumora
dok drugi imaju supresivnu ulogu te ¢ak uzrokuju smanjenje agresivnosti i
invazivnosti raka. Gal-7 usko se povezuje s rakom dojke te se uz Gal-3,
smatraju pokazateljima za uspostavu dijagnoze (173, 174). U istrazivanjima
na stanicama raka dojke in vitro je pronadena povecana ekspresija Gal-7 u
agresivnim molekularnim podvrstama raka, posebice u onima s negativnim

estrogenskim receptorima te stani¢nim linijama s bazalnim fenotipom (173).
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Daljnja istrazivanja dokazala su kako ekspresija Gal-7 uzrokuje povecanje
metastatskog potencijala stanica raka dojke putem aktivhosti NF-«B, p53
signalnog puta (veze endogeni promotor za Gal-7 i potice napredovanja raka)
(173). Valja naglasiti da prekomjerna ekspresija Gal-7 poti¢e nastajanje
metastaza, osobito onih u raka dojke visokog stupnja.

Za razliku od Gal-7, Cija se prisutnost povezuje s loSom prognozom oboljelih
od raka dojke, u 2005. godini objavljeno je da je Gal-9 dobar prognosticki
pokazatelj kako je otkriveno da ima antimetastatsko djelovanje na stanice
raka te tako reducira njegovu invazivnost (175). Naime, iste godine provedeno
je znanstveno istrazivanje na misevima in vivo Ciji je cilj bio ispitati ulogu
ekspresije Gal-9 u stanicama raka dojke. Ekspresija Gal-9 je odredena u
tumorskom tkivu 84 pacijentica oboljelih od raka dojke. U 50% ispitanica
pronaden Gal-9 u citoplazmi stanica zahvacenih rakom, dok nije bio prisutan
u ostalih 50% kao ni u 19 od 21 oboljelih s prisutnim udaljenim metastazama.
Ovi rezultati prisutnosti ekspresije Gal-9 u oboljelih od raka dojke upucuju na
¢injenicu da je obrnuto povezan sa udaljenim metastazama raka dojke te da
korelira s histopatoloskim stupnjem raka, ali ne i sa klinickim stadijem raka.
Takoder, utvrdeno je i da se Gal-9 moze direktno povezati s dobrom
prognozom za oboljele od raka dojke. Kako je istrazivanje pokazalo, pacijenti
pozitivni na Gal-9 imaju 95% Sanse za prezivljavanje, dok su one negativne
na Gal-9 iznosile tek 44% (175).

Iako se Gal-9 pokazao dobrim prognostickim pokazateljem u raka dojke, dobar
pokazatelj kod ovog oblika karcinoma, u raku vrata maternice se povezuje s
loSom prognozom zbog veoma snazne indukcije diferencijacije stanica raka
kao i onih s malignim potencijalom (138).

Osim toga, zbog izrazito jake ekspresije u raku skvamoznih stanica jednjaka
Gal-7 odredenje kao biomarker ove vrste karcinoma. Nadalje, zanimljivo je da
je u oboljelih od raka zZeluca, u stanicama zahvacenim rakom, zabiljezena
znacajno niska razina Gal-7 u usporedbi s onom u drugim oblicima raka, Sto
upucuje na njegovu potencijalnu supresivnu ulogu u ovakvim neoplazmama,
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a koju je potrebno jos bolje prouciti (176-178). Od supresivnih uloga u razvoju
raka, osim Gal-7 i Gal-9 treba istaknuti i onu Gal-4 u raku gusterace gdje
vecom ekspresijom na povrSini stanica zahvadenih rakom djeluje kao
adhezijska molekula i time sprjeCava njihovu migraciju na daljnja mjesta,

odnosno metastaziranje raka (179).

3.3.4. Uloga i povezanost Gal-2 i Gal-8 s razvojem raka debelog

crijeva

Aktivnost Gal-2 i -8 najviSe se odrazava na stanicama makrofaga,monocita i
T-stanica steCene imunosti i mogu modulirati njihove funkcije. Usko se
povezuju s razvojem raka debelog crijeva, za koji je Gal-2 odreden kao
specificni biomarker. Znanstvenim istrazivanjem utvrdena je sli¢na
funkcionalnost Gal-8 kao ona u Gal-3 i Gal-1.

Utjecaj ekspresije je najviSe uocen u Gal-8 na T-stani¢nim linijima, dok je u
Gal-2 najvise izrazen u makrofagima (ili monocitima).

Istrazivanja in vivo miSjem modelu prisutnosti/odsutnosti Gal-2 pokazala su
da monociti stimulirani ljudskim Gal-2 imaju manju ekspresiju gena MMP-2 i -
9, TGF-B1, VEGFA, PDGF-B i HGF, dok je u makrofaga zabiljeZena inhibicija
pokretljivosti i pojacana ekspresija M1 proupalnih povrsSinskih proteina i
citokina (180). Zbog navedenih otkri¢a, danas je u potpunosti utvrdeno da
ekspresija Gal-2 u makrofaga uzrokuje povecanje brojnosti M1 tipa i
smanjenje M2 tipa u podrucju kolateralnih arterija. Upravo ovaj utjecaj Gal-2
na aktivacijske puteve makrofaga, pruza novi potencijalni prilaz za poticanje
rasta kolateralnih arterija u pacijenata koji su zbog genetskih predispozicija
kardiovaskularno komprimirani (180). Smatra se kako su navedene uloge i
interferencije Gal-2 i -8 sa stani¢nim putevima stanica u kojih dolazi do njihove
ekspresije ujedno i razlozi zasto uz Gal-3 imaju specificne uloge u razvoju raka

debelog crijeva. Dokazano je kako Gal-2 i -8 u kombinaciji s aktivhos¢u Gal-4
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uzrokuju pojacanje metastaziranja stanica raka debelog crijeva. Zbog
uplitanja biokemijskih puteva aktivnosti Gal-2 i -8 u stani¢ne signale T-stanica
i onih makrofaga, efektivnost ovih stanica drasticno se smanjuje prilikom
imunoloskog odgovora na stanice raka te on postaje neefektivan. Gal-8
uzrokuje odvijanje apoptoze T-staniCne linije, a Gal-2 izaziva aktivaciju M1
markofaga sa smanjenim luCenjem proupalnih i povecanim luenjem
protuupalnih citokina. Ako se pritom joS uzme u obzir i aktivhost Gal-4 u
stanicama raka debelog crijeva, koja se odrazava na stanicama neutrofila
izlozenih apoptozom, zbog mijeSanja Gal-4 u signalne putove stanice, a
zahvaljujuéi ukupnom djelovanju, Sanse za razvoj i metastaziranje raka u

okolne stanice i tkiva bit ¢e veée (181).

3.4. Utjecaj biokemijske aktivnhosti galektina na efikasnost

kemoterapija i radioterapija

Istrazivanje utjecaja kemoterapije i radioterapije na razinu pojedinacnih Gal
ima veliki znacaj zbog prognoze razvoja i izljeCenja raka. Osim toga, njima se
moze pratiti djelotvornost terapije pacijenata.

Ve¢ je spomenut znacaj Gal-3 u stanicama raka mokraénog, spolnog i
endokrinog sustava tijekom tretmana sa ATO-om kao i odgovarajuc¢om
kemoterapijom (27, 158).

Nadalje, otkriveno je i da prekomjerna ekspresija Gal-3 u ljudskim stanicama
raka prostate inhibira apoptozu induciranu cisplatinom ili etopozidim koji se
takoder Ccesto primjenjuju kao lijekovi u kemoterapiji (182). Osim
spomenutog, utvrdena je i otpornost stanica leukemije na lijek vinkristin koja
je uzrokovana povecanom ekspresijom Gal-3 u stanicama raka (183).
Ustanovljeno je da biokemijski mehanizam kojim Gal-3 postize ovu funkciju

u spomenutim stanicama raka proizlazi iz njegove lokalizacije u stanici
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(citoplazma). Naime, za stanice raka dojke i prostate utvrdeno je da Gal-3 iz
citoplazme stiti membranu mitohondrija od kemijski izazvanog ostecenja,
sprjecava oslobadanje citokroma c i inhibira aktivaciju kaspaze 3 i apoptoze.
Ovi dogadaji su cilj tretiranja stanica raka cisplatinom (183). Zanimljivo je, da
je Gal-3 jedini galektin koji sadrzi NWGR motiv, a koji pripada obitelji gena
Bcl-2 te je zasluzan za izbjegavanje stani¢nog procesa apoptoze. Naime, Gal-
3 ima jedinstveni aspartat-triptofan-glicin-arginin (NWGR) motiv pogodan za
otpornost na apoptozu, znacajan za Bcl-2/Bax heterodimerizaciju i sprjecava
Bax oligomerizaciju (184, 185).

Nadalje, terapeutski potencijal Gal-3 ustanovljen je i pri lijeCenju raka jajnika.
Naime, Cai i sur., (186) su prilikom istrazivanja djelotvornosti lijeCenja raka
jajnika paklitakselom uocili znacajnu korelaciju izmedu razina Gal-3 u serumu
oboljelih, sa rezistencijom na paklitaksel koja se zna pojaviti. Utvrdeno je da
upravo egzogeni Gal-3 u stanica raka jajnika sudjeluje u signalizaciji TLR-4
receptora, a koja u kombinaciji s Calv-1 rezultira inhibicijom ¢ime se u
konacnici postize rezistencija na paklitaksel (186). U skladu s time, u
stanicama raka jajnika u kojih je pomocu siRNK Gal-3 bila izazvana inhibicija
sinteze Gal-3 zabiljezena je veca stopa apoptoze izazvane paklitakselom
(187). Sli¢no istrazivanje proveli su i Lu i sur. 2016. godine (188), ali s ciljem
utvrdivanja djelotvornosti karboplatine ovisno o Gal-3, eksprimiranim u
stanicama raka jajnika. Zanimljivo je da je otkriveno kako inhibicija i ovog tipa
Gal povecava osjetljivost stanica raka jajnika na karboplatinu cCime je
ustanovljena djelotvornost kemoterapije raka jajnika (188). Osim Gal-3,
promjena ekspresije je utvrdena i kod Gal-1 u lijeCenju raka jajnika.

Zhang i suradnici (158) svojim su istrazivanjem dokazali znacajan utjecaj
biokemijske aktivnosti Gal-1 na rezistenciju stanica A2780/CP EOC kod
tretiranja cisplatinom. Otkriveno je da inhibicija ekspresije Gal-1 pomocu
siRNA povecava osjetljivost stanica na cisplatinu te je u takvim stanicama
zabiljezena znatno uspjesnija inhibicija njihovog rasta i inducirane apoptoze,
u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje, Western Blot analizom stanica
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transficiranih sa siRNK Gal-1, uoCena je smanjena ekspresija H-Ras, p-Raf-1,
p-ERK, p21 i Bcl-2 u stanicama raka u kojima je Gal-1 bio prekomjerno
eksprimiran (146). Zbog ovog razloga se smatra kako pracenje inhibicije
ekspresije Gal-1 u stanicama raka jajnika predstavlja veliki potencijal za
povecanje efikasnosti terapije raka jajnika cisplatinom. Spoj koji se u
istrazivanju raka jajnika koristio za inhibiciju Gal-1 bio je OTC008 (spoj
kaliksarena), koji ujedno ima i antineoplasticno djelovanje temeljeno na
supresiji invazivnosti, angiogeneze i proliferaciji stanica raka jajnika (189).
Utvrdeno je da OTCO008 ovakve funkcije postize poticanjem aktivnosti
inhibitora tirozin kinaze pomocu lijeka sunitiniba u stanicama raka jajnika
(189). Inhibicija Gal-7 se pokazala korisnom u terapiji i lijeCenju raka vrata
maternice. Paklitaksel je utjecao na smanjenje ekspresije Gal-7 (Zhu i sur.,
20013). Ustanovljeno je da je Gal-7 utjecao na apoptozu zbog stimulacije
signalnog puta kojim se ostvaruje povecana ekspresija MMP-9 i aktivacija
PI3K. Osim ovoga, od velikog znacaja bilo je i otkri¢e utjecaja ekspresije Gal-
7 na osjetljivost kemoradioterapije primjenjivane za isti tip raka. Proteomskom
i Western Blot analizom te pomocu tkivnih mikronizova s imunohistokemijskim
bojanjem utvrdeno je da su pacijenti s povecanom ekspresijom Gal-7
osjetljiviji na spomenutu kemoradioterapiju (190). Stoga se Gal-7 moze

primijeniti za predvidanje efikasnosti kemoradioterapije.
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4. METODE DETEKCIJE GALEKTINA

Zahvaljujuci opc¢enitom poznavanju prirode lektina te pravilnostima njihove
specificnosti za jednostavne Secere, i generalno biomolekule koje sadrze
slozene ugljikohidrate, otkrivene su i ustanovljene razne analiticke metode
namijenjene ne samo njihovoj, vec i detekciji galektina.

Od analitickih metoda odredivanja lektina/galektina, one s najSirom
primjenom jesu afinitetna kromatografija, imunobloting (Western Blot),
histokemijske i citokemijske metode odredivanja, ELISA, analiza pomocu
mikropolja i tehnologije biosenzora te analize pomocu mikroploca.

Osim spomenutih metoda za detekciju lektina/galektina, sami lektini se ujedno
koriste i za detekciju stanica, mikroorganizama te izucavanje glikolizacije
proteina i glikana opcenito, kako su pojedini karakteristicno prisutni u
odredenim stani¢nim dijelovima.

Metode odijeljivanja i analize se mogu razlikovati ovisno o uzorkovanju i
uzorku za analizu, a koji najéeS¢e moze biti bioloska tekucina, izlucevina,
stanice ili tkiva. Osim toga, treba razlikovati uzorkovanje za in vivo i in vitro
analizu. Kod analize Gal u ljudi, pogotovo u velikim studijama, pozeljno je
uzorkovanje neinvazivnhim metodama (urin, serum) (191). Osim toga, u
bioloskim tekuéinama (primjerice, u serumu) je najjednostavnije i najbrze je
kvalitativno i kvantitativho odredivanje Gal.

Ovisno o masi tkiva za analizu, tkiva se mogu pripremiti razli¢itim metodama
koje imaju za cilj liziranje stanice i ekstrakciju proteina. To se moze uciniti
mehanicki, enzimski, zamrzavanjem u teku¢em N2, pomocu detergenata u
puferskim otopinama, ultrazvukom, itd. Homogenat tkiva, koji sadrzi topljive
proteine direktno je spreman za analizu Gal, najcesSce elektroforetskim
metodama (imunoblot), ELISA i specifi¢ni enzimski testovi. Ovisno o interesu,
ponekad se provodi frakcionacija i prociS¢avanje brojnim kromatografskim

metodama.
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Tkivni rezovi se mogu izdvojiti iz zamrznutog tkiva (192) i parafinski
uklopljenih tkiva i analizirati histokemijskim metodama.

U vedini do sada objavljenih eksperimentalnih istrazivanja funkcija i detekcije
Gal u stanicama karcinoma, ELISA, Western Blot, imunokemijska i
imunofluorescentna mikroskopija su naj¢esée primjenjivane metode. U
nastavku ¢u navesti neke od brojnih publiciranih metoda odredivanja Gal.
Primjerice, Western Blot analizom uspjesno je obavljeno niz studija kojima je
utvrdeno antiapoptotsko djelovanje Gal-3 u stanicama zahvadéenim
limfoblasticnom leukemijom i rakom gusterace (193), dok je prekomjerna
ekspresija Gal-3 (kvalitativno i kvantitativho) u lizatu E. Coli dokazana
primjenom biotinilirane poliakrilamidne sonde koja sadrzi LacNAc te je potom
primjenjen RT-PCR-a. Nadalje, zahvaljuju¢i ELISA analizi otkrivena je
korelacija izmedu razine Gal-3 i odredenih vrsta karcinoma te se primjena ove
metode analiziranja razine Gal pokazala opcenito vrlo pouzdanom zbog svoje
primjenjivosti i pri veoma niskim koncentracijama ciljanog analita (193).
Medutim, unatoC uspjeSnosti analitickih metoda ELISA i Western Blot,
identifikacija i otkrivanje galektina u razliitim tkivima i dalje je izazov zbog
njihovog moguceg smjestaja ne samo izvan vec i unutar stanice ili pak njene
jezgre. Iz tog razloga, ali i onog financijskog, kako su ELISA i Western Blot
poprilicno skupe metode analize, svakodnevno se radi na usavrSavanju novih
primjenjivih metoda za identifikaciju i kvantifikaciju galektina u razli¢itim
tkivima.

Od metoda koje se razvijaju, trenutno najvedi potencijal za alternativu ELISA
i Western blot analiziimaju kemijske i fotosonde povezane s proteomikom,
poput prethodno spomenute biotinilirane poliakrilamidne sonde koja sadrzi
LacNAc, te molekularni imaging (MI), a koje su joS u procesu usavrsavanja s
ciljem postizanja Sto vece primjenjivosti upravo za analizu Gal. Od spomenutih
metoda, najviSe potencijala zapravo predstavlja molekularni imaging (MI)
kako je rije€ o neinvazivnoj metodi koja se opcéenito na Siroko primjenjuje za
prouc¢avanje stani¢nih i molekularnih procesa u osnovnim klinickim
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istrazivanjima te medicini (194). Naime, u ovoj metodi pomocu luminiscentnih
proteina i radionuklida ciljano se inducira njihovo vezanje za zeljenu molekulu,
a koja interakcija potom omogucuje dobivanje njihove slike visoke rezolucije
u stvarnom vremenu ve¢ u nekoliko minuta ili sati. Zbog samog mehanizma
ove analiticke metode, jasno je kako je u potpunosti funkcionalna i za
neinvazivno proucavanje galektina u stanici, s obzirom da su oni prije svega
proteini s izrazenim afinititetom za B-galaktozide, a koji se pritom mogu
oznaciti s prethodno navedenim luminiscentnim proteinima i radionuklidima te
tim nacdinom zatim i vizualizirati. Opcenito, istrazivanja temeljena na MI
analitickoj metodi do sada su omogucdila vec niz vizualizacija stani¢nih procesa
i molekula kao i interakcija liganda sa ciljanom molekulom, unutar i izvan
raznih tipova stanica. Osim toga, ciljano molekularno oslikavanje omoguduje
neinvazivno i kvantitativno otkrivanje dinamickih promjena u razinama
galektina-1 in vivo u stvarnom vremenu; to uvodi mogucnost ranog otkrivanja
rezistencije tumora na terapije (28).

Protutijela, lektini, mikrobni adhezini, virusni aglutinini i drugi proteini s
modulima za vezanje ugljikohidrata, zajednicki nazvani glikan-prepoznajuéim
probama (GPP), na Siroko se koriste u analizi glikana jer im njihove
specificnosti omogucuju razlikovanje razli¢itih glikanskih struktura. Prirodna
multivalentnost mnogih od ovih molekula poti¢e visoko afinitetno avidno
vezanje na glikane i stani¢ne povrsine koje sadrze te glikane. Ove GPP su novi
alati kojima se mogu analizirati Gal (8).

Proteomicka analiza primjenom masene spektrometrije omogucava
pronalazenje istovremeno velikog broja proteina u uzorku. Primjenom
proteomskog pristupa, Li i sur. (28) su pokazali moguénost identifikacije
dereguliranih proteina, funkcionalno povezanih s Gal-1, koristenjem in vitro

modela raka mokra¢nog mjehura.
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5. ZAKLJUCAK

Otkrivanje i identifikacija tipova galektina kao zasebne obitelji proteina s
izrazenim afinitetom vezanja B-galaktozida zapoceta je joS davne 1976.
godine, a njihovo detaljno proucavanje funkcija i uloga u stanicama, posebice
onih karcinoma, traje jos dan danas. Zahvaljujuéi razvoju analitickih metoda
ELISA i Western Blot, ali i onih alternativnih poput MI, smjestaj i funkcije
gotovo svih 13 galektina, koliko ih ova obitelj proteina broji, uspjesno su
utvrdene u stanicama imunoloskog sustava te omogucavaju novi pristup
lijeCenju raznih bolesti, posebice onkoloskih, u kojih je dokazana korelacija
njihove progresije s ekspresijom odredenih tipova galektina. Osim navedenog,
utvrdeno je i da su pojedini tipovi galektina biomarkeri odredenih oblika raka
Sto je od velikog znacaja za medicinu jer znatno olakSava uspostavu dijagnoze
pacijenta ali i njegovu terapiju kako je otkriveno da utiSavanje ekspresije
odredenih galektina u pojedinim tipova karcinoma smanjuje njegovu
invazivnost i rast opcéenito. Glede prethodno spomenute korelacije ekspresije
galektina sa razvojem nekih od vrsta karcinoma, od najveceg znacaja je ona
otkrivena za gal-3 sa rakom dojke, bubrega i tumora ziv€anog i endokrinog
sustava, gal-1 takoder s rakom dojke ali u veéoj mjeri sa karcinomima
prostate, vrata maternice i pluéa te gal-2 i gal-8 sa onim debelog crijeva. Ovo
znanstveno saznanje ne samo da je omogucilo lakSu uspostavu dijagnoza
mnogim pacijentima, vec i, zahvaljujuéi dodatnom istrazivanju interakcije
galektina sa stani¢nim signalnim putevima te ujedno i sa aktivnhim tvarima
mnogih kemoterapija onkoloskih bolesti, bolji uvid u pristup lijeCenju kako je
otkriveno da inhibicija istih moZze pospjesiti efektivhost same terapije.

Na temelju trenutnih pretklinickih modela vjerujemo da c¢e upotreba
inhibitora/modulatora galektina imati znacajnu ulogu u lijeCenju raka u
buduénosti. U tijeku su rane klinicke studije za procjenu korisnosti ovih

obecavajucih sredstava kod pacijenata oboljelih od raka.

47



6. KRATICE

ATO
CAV-1
CD-MPR
CI-MPR
CLEC5A

CRD
DC-SIGN i DC-SIGNR

DNK

EGF
ELISA
ERGIC-53

GAL
G-CSF
Gli-1
HGF
IFN
IgE

IL

MBL
MMP-2
NADPH
NES

NFAT-1

atorvastatin

kaveolin-1

kationski ovisan manoza 6-fosfatni receptor
kationski neovisan manoza 6-fosfatni receptor
slezena tirozin kinaza (Syk)-spregnuti C-tip
lektina

ugljikohidrat vezuju¢a domena

C-tip lektin, pokazuju visok afinitet za
ugljikohidrate s visokim udjelom manoze
deoksiribonukleinska kiselina
epidermalni faktor rasta

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

membranski lektin specifican za manozu koji
djeluje kao teretni receptor za transport
glikoproteina iz endoplazmatskog retikuluma
(ER) u ERGIC.

galektin

factor stimulacije kolonije granulocita
onkogen koji se povezuje s gliomom
hepatocitni factor rasta

interferon

imunoglobulin E

interleukin

manoza-vezujudi lektin

matricna metaloproteinaza 2
nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat
jezgrin izlazni signal

nuklearni faktor aktiviranih T-stanica
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NF-xB
NK
NLS
NWGR

PAMP

PDGF-B

PS
RNK
RT-PCR

SiRNK
SP-A
SP-D
TADC
TGF
TLR
VEGF-A

nuklearni faktor kappa B

"natural killer" / prirodnoubilacke stanice
jezgrin lokalizacijski signal
aspartat-triptofan-glicin-arginin motiv

molekularni obrasci koji se povezuju s
patogenima

B podjedinica faktora rasta izdvojena iz stanica
trombocita

fosfatdilserin
ribonukleinska kiselina

polimerazna lan¢ana reakcija u stvarnom
vremenu

mala interferirajuéa ribonukleinska kiselina
surfaktant protein A

surfaktant protein D

dendriticka stanice povezane s tumorom
transformirajudi factor rasta

Toll Like Receptor

vaskularni endotelna factor rasta A
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