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2. Cile prace

Onemocnéni kiiZze jsou etiologicky velmi heterogenni povahy a souhrnné patii mezi
nejcastéjSi lidskd onemocnéni vibec. Toto spektrum zahrnuje choroby vrozené i
ziskané. Biologicka povaha téchto patologickych stavil je riznd, pohybuje se tedy od
stavll zcela benignich az po vysoce maligni.

Mezi maligni nddorovd onemocnéni klze patii naptiklad bazocelularni karcinom.
Jednd se o vibec nejcastéjSi maligni nddor postihujici evropskou populaci. Ve
srovnani s jinymi primarnimi nadory kize, naptiklad s malignim melanomem, ¢i
karcinomem z Merkelovych bunék, je bazocelularni karcinom relativné malo
agresivni onemocnéni. Jeho vyznam je ale zcela nezanedbatelny s ohledem na jiz
zminénou vysokou incidenci a celkové naklady plynouci z jeho 1écby (Sterry 2007).
Tyto diivody mne vedly k tomu, abych ve své praci zvolil pravé bazocelularni
karcinom jako jedno z modelovych onemocnéni.

Néktera onemocnéni per se jsou naopak biologicky povahy zcela benigni, avSak
jejich chronicky pribéh muze byt doprovdzen rozvojem zavaznych sekundarnich
komplikaci. Stejné tak psychosocioekonomicky dopad 1 zcela benigniho
nenadorového onemocnéni mize byt v konecném efektu pro pacienta devastujici.
Vhodnym modelem pro takovéto onemocnéni s vysokou incidenci, benignim
pribéhem ale zdvaznym dopadem na Zivot pacienta je psoriaza, lupénka (Augustin et
al., 2008). Proto jsem pravé ji zvolil jako druhy modelovy patologicky stav.

Lze ptfedpokladat, ze detailni porozuméni biologickym pochodim v kizi za
fyziologickych i1 za patologickych podminek muizZe vést ke zlepSeni stavajicich
diagnostickych a terapeutickych moznosti mediciny.

Ve své praci jsem se zamétil na sledovani nasledujicich okruhii otadzek:

e Studium glykofenotypu lidské kiize pomoci exprese a vazby endogennich
lektin  (jmenovité galektin-1, galektin-2, galektin-3 a galektin-7) za
fyziologickych podminek se zvlastnim zietelem na vyuziti téchto markera
zejména ke studiu diferenciace epidermis

e Srovnani vysledkii zjiSt€énych v normalnich tkanich se zvolenymi
modelovymi patologickymi stavy (bazocelularni karcinom a psoriaza)

e Srovnani vysledkii zjiSténych v normdlnich i patologickych tkanich a za
standardnich kultiva¢nich podminek in vitro s experimentdlné simulovanymi

patologickymi situacemi in vitro



3. Publikované prace autora se vztahem k tématu dizertace

Nize uvedené prace jsou fazeny chronologicky, v textu jsou oznaceny fimskymi

Cislicemi, v z&vorce je uvedena hodnota impakt faktoru, kopie ¢lankl jsou pfirazeny

na konci této dizeratce a tvoii jeji nedilnou soucast.
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4. Glykobiologie a lektinomika

Molekularni biologie byla dlouha léta zaméfena na sledovani zékladni linie uchovani
genetické informace mezi nukleovymi kyselinami (replikace, transkripce a reverzni
transkripce) a realizaci této informace pii syntéze proteini (translace). Stejné
intenzivné byly posléze sledovany 1 zpétnovazebné regulaéni mechanizmy.
S rostouci sumou poznatkt se ukdzalo, Ze dilezitou podminkou spravného fungovani
nekterych proteini neni jen jejich struktura vyplyvajici z pfesné translace, ale Ze
svou roli sehravaji i dalsi strukturni Gpravy, které pfimo nevyplyvaji ze sekvence
genu pro dany protein.

Kromé syntézy a degradace proteinovych produkti tedy pfichazeji do tvahy pii
regulaci biologickych systémii i mechanismy jemnéjsi, Casto reverzibilni, které
umoziuji rychleji (v porovnani se syntézou proteinu de novo) reagovat na zménu
podminek a pfispivat tak k udrzeni bunééné homeostazy.

Tyto takzvané posttranslacni modifikace byly patrné nejnazornéji prostudovany na
ptikladu fosforylaci a defosforylaci, které vyznamné reguluji mnoho dulezitych
biologickych pochodl. Je tedy zcela evidentni, Ze stejna struktura mize diky této
velmi jednoduché modifikaci (ve smyslu Booleovské logiky) nabyvat dvou
hrani¢nich funk¢nich stavli. Adici nékolika stejnych ¢i rliznych chemickych skupin
muze byt dale dosazeno jemnéjsi regulace biologického déje.

Z pohledu kombinatoriky a bioinformatiky mohou rizné chemické slouceniny
pfedstavovat jakysi ,.hardware pouzivany k nakladani s informaci v biologickych
procesech. Pozadavky na kodovani v takovychto systémech zahrnuji predevSim
vysokou afinitu chemickych vazeb pifi dekédovani ulozené informace, ktera
eliminuje riziko neurcitych, ¢i chybnych interpretaci. Dal§i vyhodou je vysoka
denzita informacniho kédu, kterd snizuje energetické naroky na uchovani a ptenos
informace. Posledni podminkou je i snadna dostupnost takovéto molekuly v buiice a
moznost jeji jednoduché modifikovatelnosti (Gabius et al., 2004).

Uvéazime-li tyto podminky, pak lze jednotlivé tfidy sloucenin, které se b&ézné
vyskytuji v buiikdch, porovnat (s ohledem na vySe uvedend kritéria) jako nosice
biologické informace. Budeme-li zvaZovat naptiklad kratkou Sesti¢lennou sekvenci
nukleotidii (oligonukleotid), pak je zbézn¢ se vyskytujicich nukleotidii (adenin,
thymin, cytosin, guanin) mozno vytvofit 4096 riznych variant (tj. pocet permutaci =

4°). Pokud budeme sledovat pocet permutaci, které je mozno teoreticky odvodit z 20



o-aminokyselin pfi sestavovani Sesticlenné peptidové sekvence, pak se dostavame
k poétu 20°, tedy 6,4 x 10”. V obou piipadech se ale monomery vyznaduji tendenci
pouze k linearnimu fetézeni. Pokud tyto poCty permutaci budeme stanovovat pro
sacharidy, musime uvazit, Ze kazda z b&zn€ se vyskytujicich napt. hexdz nabizi
k utvotfeni glykosidové vazby hned né&kolik hydroxylovych skupin. Navic je tfeba
uvazit, Ze u sacharidi je velmi bézné vétveni fetézci. Tato strukturni variabilita vede
nakonec pii sledovani poctu permutaci oligomeru (hexasacharidu) utvofeného
kombinaci (pro lepsi srovnatelnost s aminokyselinami) 20 monosacharid k ¢islu
1,44 x 10", O dalsi dva fady se tento podet zvétsi pii uvazeni daldich b&zné se
vyskytujicich modifikaci sacharidového fetézce napiiklad sulfataci (Laine 1990). Ve
skutecnosti je sice v pfirodé zndmo asi 200 monosacharidd, bézné se vyskytujicich
v glykokonjugatech a tudizZ 1 biologicky vyznamnych je nastésti méné nez 10.

Z uvedeného poméru vyplyva, Ze sacharidy velmi dobife spliiuji podminky pro
fungovani v roli nosice biologické informace a Ze tedy mohou disponovat obrovskym
informa¢nim potencidlem. I jemna zména struktury, ¢i dokonce jen konformace téze
molekuly mize byt nositelem signalu. Do souc¢asné doby ale neexistuje ptesny odhad
mnozstvi informace, kterd je timto zplsobem kdédovana v redlnych biologickych
systémech.

Studium uchovani a realizace genetické informace vyustilo nakonec nejen v nutnost
zkoumani jednotlivych funkénich jednotek (gent), ale i komplexné celé geneticky
koédované informace, tedy ve studium genomu. Velmi zahy se ale vyskytla potieba
korelace mezi daty, ktera pfinesla genomika, a jejich bunécnou realizaci ve formé
proteinti. Tato potfeba vedla postupné od uréeni a popisu struktury a funkci
jednotlivych proteint ke snahdm o popsani celého proteinového repertoaru
(proteomu) buniky. Podle nékterych genomickych udaji az 1% veskerych ORF (open
reading frame) obsazenych v genomu patfi enzymim, které jsou schopny
katalyzovat tvorbu glykosidové vazby. Databaze CAZY (Carbohydrate-Active
enZYmes) obsahuje pres 5000 predpokladanych genovych produktl, do soucasnosti
je znama struktura a funkce jen asi 10%. Pokud dale uvazime, Ze vice nez polovina
veskerych proteinli ve své v primarni struktufe obsahuje sekvenci Asn-X-Ser/Thr,
kterd je povazovana za predilekéni misto N-glykosylace, je evidentni, Ze je nutné
vénovat témto modifikacim velkou pozornost (von der Lieth et al., 2004). Pokud tedy
zaveérem piijmeme fakt, Ze strukturni (posttransla¢ni) modifikace se vyskytuji Casto a

ze glykokonjugaty mohou dramaticky ovliviiovat bunéné déje, pak ale opravnéné



vyvstava 1 analogickd potieba jejich mapovani a stanoveni ,,glykomu* (Riidiger a

Gabius 2001).

4.1 Lektiny

Lektiny ptedstavuji specifickou skupinu proteinii schopnych véazat molekuly
sacharidi mechanismem, ktery je odliSny od reakce antigen-protilatka a nejednd se
ani o enzymatickou vazbu. Lektiny jsou schopny vazat jednotlivé monosacharidy, ale
pifirozenymi endogennimi ligandy jsou sacharidové skupiny pfitomné na molekulach
nejruznéjsich glykokonjugath (napft. glykoproteind etc.).

Zajem o lektiny a jejich funkce se datuje jiz do 19. stoleti. V roce 1888 Peter
Hermann Stillmark ve své dizertacni praci popsal aglutinaci erytrocytli, ktera byla
vyvolana pfidanim extraktu ze skocce (Ricinus communis) k suspenzi erytrocytu.
Soucasné se mu podafilo izolovat z tohoto extraktu substanci, hemaglutinin, ktery
byl zodpovédény za tento efekt — ricin (Sharon a Lis 2004). Nezavisle na téchto
objevech, ¢i dokonce dfive, byla popsana obdobnad schopnost u nekterych latek
zivocisného piivodu, zejména u hadich jedu (S. Weir Mitchel 1897 resp. 1886, ackoli
autofi pfi popisu tohoto fenoménu explicitné neuvadéji termin hemaglutinace,
detailni popis publikovali vtomto smyslu az vroce 1902 Flexner a Noguchi)
(Kilpatrick 2002).

Pomérné zahy bylo poukdzano na heterogenni charakter reakce téhoz hemaglutininu
pouzitého vreakci serytrocyty riznych zivociSnych druhii (Landsteiner a
Raubitschek 1907). Ve 40. letech 20. stoleti bylo prokazano, Ze nékteré rostlinné
substance aglutinuji nestejné humanni erytrocyty riznych krevnich skupin, napiiklad
hemaglutinin Phaseolus limensis shlukuje nejlépe erytrocyty krevni skupiny A,
hemaglutinin Lotus tetragonolobus erytrocyty skupiny 0, Griffonia simplicifollia se
skupinou B. Bylo prokazano, Ze aglutinin pfipraveny z Dolichos biflorus vyrazné
Iépe reaguje s erytrocyty krevni podskupiny Al nez A2. Velmi subtilni rozdily
detekovatelné pomoci téchto substanci vedly i ke vzniku terminu lektin, ktery je
odvozen od latinského slovesa legere, vybirat (Boyd a Shapleigh 1954).
V padesatych letech déale prokazali W.J.T. Morgan a W.M. Watkins, ze tyto
lektinové hemaglutinacni reakce mohou byt ucinn¢ inhibovany ptiddnim vhodnych
sacharidovych epitopl (napt. N-acetyl-D-galaktosamin inhibuje hemaglutina¢ni rekci
lektinu z Phaseolus limensis s erytrocyty skupiny A, L-fukosa inhibuje reakci lektinu

Lotus tetragonolobus s erytrocyty skupiny 0).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13208769?ordinalpos=9&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

Pozdéji se prokazalo, Ze lektiny jsou schopny rozdilné aglutinovat i normalni a
nadorové buiiky (Aub 1963).

V 60. letech byla popséana i schopnost lektinl ovliviiovat bunéény cyklus lymfocyti,
byl prokdzan ucinek phytohemaglutininu (z Phaseolus vulgaris) jako mitogenu
(Nowell 1960).

Postupné bylo prozkoumano velké mnozstvi lektinli a byla urcena i jejich specificita
vici nejriznéj§im sacharidovym motiviim. Stale vétSi pozornost byla vénovana i
hledani a studiu lektinti ve tkanich Zivocisného plivodu. V roce 1974 byl popsan
poprvé u savcl lektin izolovany z kréli¢ich jater (mammalian hepatic lectin,
asialoglykoproteinovy receptor) (Stockert et al., 1974), coz vedlo ke zvySenému
zajmu o lektiny jako o molekuly schopné rozpozndvat specifické strukturni motivy.
Vroce 1975 byl popsan prvni zivocisny lektin vazici galaktosu a galaktosidy
(elektrolektin) (Teichberg et al., 1975). Tento typ lektin oznacovanych jako
»endogenni solubilni lektiny, galaptiny, nebo B-galaktosidy vazici lektiny* se ukazal
v piistich letech jako dominantni skupina, kterd je pfitomna prakticky univerzalné
v tkanich obratlovcil (Harrisson 1991). Piistup studujici lektiny a jejich pomoci 1
glykokonjugatovy repertoar buiikky byl oznacen jako ,,lektinomika®. Lektiny tedy
muzeme chdpat jako ptekladatele ,, glykokodu®, informace v ném uloZzend miize
ovlivitovat nejriznéjsi biologické pochody (Gabius 2002). Lektini lze relativné
jednoduse vyuzit pii histochemickych a cytochemickych technikach a zda se, ze
ukolem ale zlstava porozuméni funkcim endogennich lektind piimo v savéich

bunkach.

4.2 Galektiny

Termin ,,galektin® se uziva od roku 1994, kdy nahradil do t¢ doby uZivany termin S-
lektin (Barondes et al., 1994), pro proteiny vyznacujici se afinitou ke galaktosidim a
strukturni homologii své domény pro rozpoznavani sacharidi (CRD, carbohydrate
recognition domain o délce cca. 135 aminokyselin). Toto oznaceni sjednotilo
nejruznéjsi tradicni historické nazvy a zptehlednilo tak situaci. Proteiny vyznacujici
se strukturni homologii avSak bez schopnosti vazat galaktosid oznacujeme jako
galektinim podobné proteiny (galectin-like protein). Tato dvojita defini¢ni podminka

se ukazuje jako velmi relevantni zejména s ohledem na fylogenetické stafi této



proteinové rodiny, sekvenéni analyzou jsou totiZ zaznamendny pochopitelné urcité
rozdily, avSak jejich funkéni specifikace zistava zachovana.

Zajem o zivocisné lektiny se odvijel od jejich predpokladané role pii vazbé bun€k k
jinym bunikkam ¢i komponentdm extraceluldrni matrix. Jednoduché biochemické
postupy jako separace na kolonach pomoci navézanych galaktosidii za rGznych
podminek vedly k izolaci velkého mnozstvi podobnych substanci. I piivodni nazev S-
lektiny pochéazi z tohoto obdobi, vdZze se k podminkdm izolace prvniho zndmého
galektinu (galektinu-1) v redukénim prostredi (tj. se zachovanou sulthydrylovou —
SH skupinou); toto, jak bylo az pozdéji objeveno, neni podminkou platnou u jinych
galektinl. Teprve sekvenéni analyza aminokyselinovych fetézci dokazala piesné
urcit identitu jednotlivych extraktl a urit miru jejich homologie.

Zakladni struktura galektinil je velmi konzervovana, obsahuje jednu, ¢i dvé sacharidy
rozpoznavajici domény (CRD) a kratky, ¢i dlouhy relativné flexibilni peptidovy
fetézec. Za biologickou aktivitu je zodpovédnéd pravé CRD doména, ktera je tvofena
5 az 6 slozenymi peptidovymi fetézci (,, sandwich®) s motivem B-skladaného listu.
Tato doména je schopna rozpoznavat strukturu N-acetyllaktosaminu, afinita této
vazby je ale relativné nizka (90-100 puM), afinita vazby na glykoproteiny
s polylaktosaminovou sekvenci je ale mnohem vyssi (Kg= 1 uM) (Cho a Cummings
1995, Hirabayashi et al., 2002)

Galektiny se mohou vyskytovat jako mono- ¢i oligomery, tyto stavy jsou zavislé i na
jejich koncentraci, ¢i ptfitomnosti ligandu. Galektiny jsou schopny vytvaret mezi
glykokonjugaty pticné vazby (,,crosslinking®), tyto déje mohou napiiklad na
membranach vést k mikrosegregaci receptort do funkénich domén a tak ucinné

regulovat bunéné pochody zavislé na transdukci signalu (Brewer 2002).

Klasicky se galektiny déli podle uspofadani (Hirabayashi a Kasai 1993) do tii
podskupin a sice:

I »sprototype® — s jednou CRD doménou (gal-1,-2,-5,-7,-10,-13,-14)

1)) »tandem repeat® - dvé rizné CRD domény na témze polypeptidovém
fetézci, kterou jsou vzajemné odlisné a jsou odliSné i od jinych galektini
(gal-4,-6,-8,-9,-12)

1) ,,chimera* kromé& CRD jest¢ jinou doménu (gal-3,-15) (Cooper 2002).

Zatazeni do té€chto podskupin je Cist¢ disledkem struktury, nevypovida o sekven¢ni

homologii, ani o detailech vazby na specifické motivy. Toto rozdéleni je platné pro
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galektiny savcli (Houzelstein et al., 2004). U ortologt piivodem z jinych zivoc¢isnych
druhli, zejména bezobratlych, bylo stanoveni pfesné sekvence a jejich vztahu
k humannim formdm v Case jejich objevu pfili§ komplikované, proto se objevila
nomenklatura pro né specificka (napt. LEC-1, LEC-2 atd. v piipadé¢ C. elegans),
ackoli v souc€asnosti je tato sekvencni shoda a ortologie jiz ¢asto zndma.

Galektiny jsou evolu¢né velmi starou a znacné konzervovanou rodinou proteind.
Nastrojem k posouzeni jejich pifibuznosti je porovnani sekvence sacharidy
rozpoznavajici domény CRD, mira shody mezi huméanni a mysi formou je u vétSiny
pies 80%, coz odpovida ptiblizné evolu¢ni konzervovanosti hemoglobinu. (Leffler et
al., 2004).

Pies tuto strukturni podobnost jsou funkce galektinii riznorodé¢ jak intracelularné
(Paterson et al., 2004), tak (ackoli postradaji signalni sekvenci a jejich sekrece je tak
nekanonickd) i1 extracelularné (Ochieng et al., 2004). Galektiny ovliviiuji naptiklad
adhezi bun¢k ( Brewer 2002), signalni transdukci (Shalom-Feuerstein et al., 2005),
regulaci apoptdzy (Nakahara et al., 2005) a bunééného cyklu. Galektiny se ucastni
krom¢ regulace pre- i postnatdlni homeostdzy normaélnich tkani i v mnoha rolich
procesii patologickych, jako je tfeba autoimunita (Buzas et al., 2006), ¢i maligni
bujeni (Lahm et al., 2004)

Ve vrstevnatych dlazdicovych epitelech byly intenzivné studovany zejména galektin-
1, galektin-3 a galektin-7 (Smetana et al., 2003). Pti téchto studiich byl potvrzen
pfedpoklad, Ze postupné diferenciace epitelovych bunék je doprovdzena i zménou
glykokonjugatovych motivi (Villalobo et al., 1998). V normalni epidermis bylo
zjiSténo, ze galektin-1, stejné¢ jako jeho reaktivni sacharidové epitopy jsou
exprimovany v builkdch bazalni a suprabazalni vrstvy, obdobné jako galektin-7;
galektin-3 a jeho reaktivni epitopy byly detekovany striktné suprabazalné (Plzék et
al., 2000). Diferencialni glykosylace detekovand lektinovou histochemii galektinu-3
je senzitivnim nastrojem ke studiu diferenciace, coz bylo potvrzeno i klinickou
studii, ve které bylo sledovano pfezivani pacientli v zavislosti na glykobiologickém
profilu nadoru. Detekce volnych vazebnych mist pro galektin-3 muze slouzit jako
prognosticky ukazatel u dlazdicovych nadort hlavy a krku (Plzak et al., 2004).
Pritomnost galektini v jadie byla studovana nejvice na piikladech galektinu-1 a
galektinu-3 (Wang et al., 2004). Predpoklada se, ze hraji roli zejména pfi sestfihu
pre-mRNA.
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5. Bazocelularni karcinom

Bazocelularni karcinom kiize (bazaliom) je nejcastéjSim humannim malignim
tumorem vibec (Bath-Hextall et al., 2007). Histogeneze tohoto nddoru neni dodnes
zcela objasnéna, n€kteti autofi kladou jeho vznik do interfolikularni epidermis, podle
jinych ndzori ma blize ke strukturam vlasového folikulu. Jeho incidence se
v poslednich desetiletich vyznamné zvySuje, i kdyz rozptyl udévané incidence
v jednotlivych studiich je relativné Siroky. Tato fakta jsou davana do souvislosti se
zménami environmentdlniho 1 behaviordlniho charakteru. Faktorem, ktery
komplikuje ptesnéjsi epidemiologické sledovani, je zplsob hldseni téchto nadorti do
narodnich, ¢i centralnich onkologickych registrii. V piipad¢, Ze jsou tyto neoplazie
vibec hlaSeny, byvaji udavany souhrnné pod statistickou znackou MKN-10/ICD-10
(Mezinarodni klasifikace nemoci/International Statistical Classification of Diseases
and Related Health Problems) C44.0-44.9, ktera ovSem zahrnuje obecné jakékoli
nadory kize a koznich adnex, mimo maligni melanom, a dal$i ur¢ené maligni
choroby (napt. kozni sarkomy a lymfomy). Tyto diagnézy negativné vymezuji
skupinu takzvanych nemelanomovych nadort kiGzZe (non-melanoma skin cancer),
ro¢né jich je zaznamendno v USA podle American Cancer Society asi 1 milion
ptipadi. Bazoceluldrni karcinom pfitom souhrnné ptedstavuje az asi 80% hlaSenych
ptipadi téchto nadort (http://www.cancer.org/downloads/STT/
CAFF2006PWSecured.pdf). Problémem ale ziistdva definice a hodnoceni nékterych
tézkych dysplazii a nddorh ve stadiu carcinoma spinocelulare in situ (Ackermann a
Mones 2006). V pfipadé, ze akceptujeme toto extenzivni pojeti definice
dlazdicového karcinomu klize, mohou byt tyto poméry vyznamné odlisné.

Ve vyspélych zemich v posledni dekadé¢ je incidence bazoceluldrniho karcinomu
udéavana od 72,6/100 000 obyvatel (Katalinic et al., 2003) do 309/100 000 (Karagas
et al., 1999). Z tohoto rozmezi se vyraznéji vymykaji hodnoty uvadéné zejména
autory z Austrdlie, ktefi udéavaji incidenci v nékterych kohortach az 2058
pfipad/100 000 obyvatel (Buettner et al, 2001), i kdyZ pravé v této oblasti
zaznamenaly nékteré studie urcité zmény dynamiky vyvoje incidence v mladSich
vékovych kategoriich, coz lze interpretovat jako prvni projevy UspéSnosti
preventivnich zdravotnickych akcei (Staples et al., 2006)

Odhaduje se, Ze meziro¢ni nariist incidence bazoceluldrniho karcinomu v nékterych

geografickych oblastech miize dosahovat az 10%, kumulativni riziko rozvoje tohoto
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onemocnéni je stanoveno az na 30% (Raasch et al.,, 2006). Ackoli je mortalita
asociovand s bazocelularnim karcinomem relativné nizkda, ptredstavuje morbidita a
naklady z ni plynouci vyznamnou zatéz pro zdravotnické systémy (Wilkinson et al.,
2006, Sterry 2007).

Rizikovym faktorem rozvoje nemelanomovych nadort kize je predevSim
dlouhodobd expozice zafeni, vyznamnd je zejména ultrafialova (UV) slozka
svételn¢ho zareni (Rigel 2008). Je tieba upozornit, Ze i nékteré terapeutické postupy
uzivané v dermatologii zvySuji toto riziko, kromé vlastni fototerapie UV zafenim se
jedné i o kombinaci s uzitim psoralent (PUVA), ¢i aplikaci dehtd (Gockermannova
metoda) (Tilli et al., 2005). Dal$i vyznamny faktor rozvoje nemelanomovych nadorii
kitze predstavuje naptiklad dlouhodoba imunosuprese (Euvrard et al., 2003), ¢i
chronicka expozice sloucenindm arzénu (Anetor et al., 2007, Kitchin et al., 2008) a
jinym polutantiim (Suarez et al., 2007, Mitropoulos a Norman, 2005), uvazovana je
stale i role humannich papilomavird (Bouwes Bavinck et al., 2008). Jsou znamy i
genetické predispozice ke vzniku téchto nadorG (genodermatdzy). V poslednim
desetileti byly ucinény zasadni pokroky pro pochopeni etiopatogeneze tohoto
onemocnéni az k molekularné biologické urovni. Neékteré tyto poznatky se jiz
podatilo implementovat do terapeutickych postupti (Saldanha et al., 2003).

Zakladem pro vybér spravného postupu pii 1é€bé pacienta stale zistava histologicky
spravné a presné¢ zhodnoceni. V soucasné dobé existuje nékolik klasifikacnich
schémat, za velmi vhodny lze oznalit protokol navrzeny The Royal Colledge of
Pathologists (Slater a McKee, 2002), ktery je kompatibilni s klinickymi
doporucenymi postupy (Clinical guideliness) vydanymi Britskou dermatologickou
spole¢nosti (Telfer et al., 2008).

Tradi¢né je zakladni dichotomicky postup pfi diagnostice bazocelularniho karcinomu
zahajovan rozhodnutim, zda jde o tumor spliujici pozadavky pro jeho blizsi
histologické zatazeni k nékteré z diferenciacnich linii zdkladni bunécné populace
epidermis a jejich adnex (napt. ekrinni, sebace6zni), nebo se jednd o tumor bez
moznosti dalSiho diferenciaéniho urceni, tedy odpovidajici kategorii basalioma
solidum.

Toto zhodnoceni ma vyznam zejména s ohledem na diferencidlni diagnostiku a
vymezeni bazocelularniho karcinomu vii¢i nadoriim vychézejicim z koznich adnex tj.
nadorit apokrinnich, ekrinnich, folikularnich, ¢i dokonce tumor vychdzejicich

z vedlejsich bunéénych populaci (napt. karcinom z Merkelovych bunck).
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V ramci spektra histologickych variant bazocelularniho karcinomu se ale jako
mnohem vyznamng;j$i prediktivni faktor jevi histoarchitektonické uspofadani nadoru.
Tento pohled umoziiuje vymezeni indolentnich wvariant s klinicky pfiznivym
pribéhem a variant s agresivnim biologickym chovanim. Diulezitym faktem ale
zistava, ze se asi 1/3 vSech tumorli vyznaCuje smiSenou histoarchitektonickou
strukturou (Sexton et al., 1990). Tento fakt je tfeba zvazovat zejména v piipadech,
kdy je indikovan jiny lécebny postup nez radikalni chirurgickd resekce. Podle
nékterych autorl je tfeba pamatovat na tzv. intrinsickou (vnitini) chybu, kterou se
miZze vyznacovat histologicky zavér stanoveny na zaklad€ probatorni biopsie
provedené pribojnikem (,punch®) nebo tangencidlnim fezem (,,shaving®). Podle
téchto udaji az 20% histologickych hodnoceni materidlu po definitivni resekci neni
v zévéru pln€ shodnych s jim ptredchazejici probatorni biopsii z identického loziska.

Otazné dlouho bylo, zda je tfeba na klinicky Casto zjiStény vétsi pocet lozisek
bazaliomu (zejména jeho varianty basalioma superficiale) pohlizet jako na projev
plosné piisobcich karcinogennich vlivl (teorie nddorového pole, field cancerization,
Garcia et al., 1999). V takovém ptipadé¢ by jednotlivé nddorové Cepy byly projevem
nadorové multiplicity. V rutinnim histologickém materialu se jevi cCasto jednotliva
hnizda nédorové tkdné€ zcela izolovana. Nekteré pokusy o prostorovou rekonstrukci
ale vtéchto pfipadech poukazovaly na drobné vybézky nadorové tkané, které
spojovaly jednotlivd vétsi nddorova hnizda (Lang, 1986). Teprve analyzou ztraty
heterozygocie (loss of heterozygocity, LOH) naptiklad v genu PTCH [ bylo
prokézano, ze ve vétSin¢ izolovanych nadorovych Cepii byla zastizena identicka
mutace (Saldanha et al., 2002). Tato fakta spiSe svéd¢i pro unicentricky vznik nadoru
a maji tak i svlj klinicky dopad, zejména pokud je nddorovy Cep zastizen blize nez 1
milimetr od resekéniho okraje, pak je nutné peclivé a pravidelné sledovéni jizvy

k vylouceni recidivy, pokud neni provedena reexcize.

5. 1 Imunohistochemické nalezy u bazocelularniho karcinomu.

Rutinni stanoveni diagnézy bazaliomu je provadéno pievazné ze standardné
barvenych histologickych fezli, nejbéZnéji je ke stanoveni této diagnodzy zcela
postacujici prosté barveni hematoxylin-eosin. Pouze v nékterych komplikovanéjsich
ptipadech, nebo v situacich, kdy je odebrany vzorek suboptimalni, tedy ptili§ maly,
chybné fixovany, zvelké c¢asti nekroticky, popfipadé mechanicky poSkozeny

chybnym nakladanim s tkani v pribéhu operace, a tudiz na zdkladé morfologického
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hodnoceni obtizn¢ identifikovatelny, je nutné doplnit vySetfeni imunohistochemickeé.
Z béznych, komeréné dostupnych, znakl jevi bazaliomy silnou difizni pozitivitu pro
keratiny o vysoké molekulové hmotnosti, AE1/AE3, keratin 5/6, keratin 14, keratin
15, keratin 17 (Alessi et al., 2008). Keratin K19 je pozitivni jen u ¢asti bazaliom,
udaje o percentudlnim zastoupeni pozitivnich tumorti zna¢né kolisaji (Heyl et al.,
2008, Kurzen et al., 2001). Keratin K20 mlZe pomoci pfi odliSeni bazaliomu
(negativni) oproti karcinomu z Merkelovych bunék (pozitivni) (Mahmoodi et al.,
2005, Ball et al., 2007). Velmi uZzitené se jevi 1 barveni protilatkou proti epitelovym
glykoproteinim (klon Ber-EP4), které je sto odlisit nejen kozni spinocelularni
karcinom (negativni), ale dokonce i mikrocysticky adnexdlni karcinom (rovnéz
negativni) od prakticky univerzdlné siln¢ pozitivniho bazaliomu (bez ohledu na
histologicky subtyp) (Krahl et al., 2007).

EMA (epithelial membrane antigen) byva u bazalioml pfevazn€ negativni, u
spinocelularnich karcinomli naopak pozitivni (Fan et al.,, 2007), tento tenotyp je
velmi uzite¢ny zejména v kombinaci s Ber-EP4 (slouzi k diferencialni diagnostice
bazaliomu oproti koznim spinocelularnim karcinomiim a adnexalnim sebace6znim
tumortm).

SMA (smooth muscle actin) byva u velké ¢asti bazaliomt pozitivni, u spinaliomi je
negativni. Podle nékterych studii miize pozitivita SMA byt zndmkou agresivnéjsiho
chovéni tumoru, miize svéd¢it pro myoepitelovou diferenciaci (Kim et al., 2001).
B-catenin mlze byt u bazocelularnich karcinomt sledovan vazany na
cytoplazmatickou membranu, mize byt piitomen v cytoplazmé i v jadre; zda se, Ze
teto kliCovy regulator kaskady Wnt a jeho rtizné distribu¢ni vzorce u jednotlivych
histologickych typii bazaliomu dobie odpovidaji vySe zminénému klasifika¢nimu
schématu. Zejména jadernd pozitivita B-cateninu byla pozorovana u invazivniho
bazocelularniho karcinomu a je davana do souvislosti se zménami aktivity regulacni
kaskady sonic hedgehog (El-Bahrawy et al., 2003). Zména distribuce -cateninu byla

pozorovana i v nasich publikovanych experimentech (IV. Lacina et al., 2007).

5.2 Genodermatéozy, molekularné biologicky model vzniku bazaliomu
Syndrom névoidnich bazaliomt, (OMIM 109400, synonyma: Gorliniiv syndrom,
syndrom Gorlin-Golz) je relativné vzacné autozomalné dominantné dédicné

onemocnéni. Vyznacuje se Uplnou penetranci a rozlicnou mirou expresivity. Jeho
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prevalence je odhadovéna na 1 ptfipad na 60 000 obyvatel. Prvni literdrni popisy
ptipadli névoidnich bazalioml patficich nejspiSe do spektra tohoto syndromu jsou
znamy jiz z konce 19. stoleti, presnéjsi syndromologické definice ale byla provedena
az v roce 1960 (Gorlin a Goltz, 1960).

Vzhledem k velmi zfejmé genetické vazbé byla tato genodermatdza intenzivné
studovana na molekuldrné biologické urovni jako modelové onemocnéni. Nékteré
z etiopatogenetickych mechanizmi Gcastnicich se pfi vzniku tohoto onemocnéni

ptispély k pochopeni obecnéjsiho ramce karcinogeneze ve stratifikovanych epitelech.

V priibéhu vyzkumného obdobi, které shrnuje tato préace, se podatilo sledovat celkem
4 pacienty s touto genodermatézou. Tuto genodermatdzu se podafilo studovat nejen
na histologické a imunohistochemické turovni, ale byly provedeny i in vitro
experimenty na tkanovych kulturach pfipravenych z biopsii jedné ze sledovanych
pacientek.

Klinicky se definice Gorlin-Goltzova syndromu opird zejména o pritomnost
mnohocetnych névoidnich bazocelularnich karcinomil (jsou pfitomny az u 50%
pacientll), dale je mozno zastihnout v oblasti dlani a plosek zfetelné doli¢kovani
(pfitomno je az u 60%pacientll), epidermalni cysty a milia a lokalizovanou
hypertrichozu. Mimo kiizi se charakteristicky u pacientl nalézaji odontogenni
keratocysty (u 65-70%), vrozené vyvojové vady skeletu (70%) a kalcifikace v oblasti
falx cerebri (70%). Pro urceni diagnozy je potiebné splnéni 2 z 5 téchto ,,velkych®
kritérii, pfipadné musi byt pfitomno jedno ,,velké* a 2 doplnkova ,mala™ kritéria
(Burgodorf 2006).

Velmi atypicky je zejména vék, kdy se u pacientli objevuji prvni bazocelularni
karcinomy. Pacient muze byt postizen jiz ve druhé dekad€ zivota, coz ostie
kontrastuje s primérnym vékem pacientli, u kterych je diagnostikovan sporadicky
bazocelularni karcinom (nejdiive ve 4. dekada zivota s maximem v 7. dekad¢).
Postizena mize byt i kiize na mistech, které nejsou exponovany slunecnimu zateni.
Histologicky nelze ur€it jednoznacné néktery ptevazujici typ asociovany s timto
syndromem ve srovndni s pfipady sporadického bazaliomu. Odontogenni cysty se
vyskytuji pfevazné v oblasti molart dolni Celisti a jako tumor se mohou objevit i u
déti v prvnich 5 letech zivota. Tyto cysty se vyznacuji az u 60% pacientll tendenci
k rekurenci, n€kdy je jejich chovéani zna¢né lokaln¢ expanzivni a ohrozuje spravny

vyvoj celistniho aparatu. Tento charakter vedl k jejich recentnimu pievedeni
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z kategorie cyst mezi pravé nadory (nov€ tedy keratocysticky odontogenni nddor,
klasifikace podle Svetové zdravotnické organizace WHO). Jejich malignizace
smérem k metastazujicimu spinocelularnimu karcinomu je zndma, ale je naStésti
vzacna (Press 2008).

Genovy lokus, jehoz mutace je zodpovédnd za vznik syndromu névoidnich
bazaliomt, je lokalizovan v oblasti 9q22-q31. Bylo prok4zéno, Ze v této pozici se
naléza gen PTCH, coz je huméanni homolog pro gen patched popsany u Drosophilla
melanogaster. PTCH patii do signalni drahy Somic hedgehog (Shh), kterda se
vyznamng podili na regulaci mnoha vyvojovych déji v pribéhu embryogeneze (Lupi
2007).

Gen hedgehog (Hh) byl nejprve popsan jako jeden z faktorh regulujicich spravny
pribéh vyvoje embrya a larvy Drosophilla melanogaster, zdirazinovan je jeho vliv
na udrZeni ventrodorzalni orientace struktur vyvijejiciho se embrya. Mezi dalsi ¢leny
této signalizacni kaskady patii kromé jiz zminéného patched (Ptch) i membranovy
protein smoothened (Smo), kinezinu podobny protein costal-2 (Cos-2), serin/threonin
kinaza fused (Fu), jeji supresor (SuFu) a traskripéni faktor typu zinc finger cubitus
interruptus (Ci).

Ptch predstavuje nejvyznamnéjsi negativni regulator celé kaskady Sonic hedgehog
(Shh). Je vazan na bunéénych membranach efektorovych bunék, kde funguje v
nepfitomnosti Shh jako konstitutivni represor proteinu Smo. Transdukce signdlu
prostfednictvim Smo je realizovana aktivaci proteini z rodiny Gli, které patii do
skupiny transkripcnich faktort typu zinc finger (jde tedy o analogii s Ci u
Drosophilla melanogaster) (Wicking et al., 1999).

Vyse zminéna signaliza¢ni kaskada a jeji alterace aktivujici Smo jsou zodpovédné za
vznik nejen odchylek tvoficich spektrum Gorlinova syndromu ale 1 ¢asti
sporadickych bazaliomt. U sporadickych bazaliom byly dale zaznamenany i
mutace Shh, Gli a dalSich ¢leni této kaskady (Althar et al., 2006).

U sporadickych bazocelularnich karcinomi byly déle zaznamenany nejriznéjsi
mutace p53, bcl-2, erbB, signalni kaskady Wnt, vzacné ras proteini — nejednotnost
téchto vysledkii poukazuje na heterogenni charakter sporadicky se vyskytujicich
bazaliomt. (Ling et al., 2001, Saldanha et al., 2003). Nékteré dalsi genodermatozy
jsou rovnéz davany do souvislosti s vétSim rizikem vzniku bazocelularniho
karcinomu, jde napfiklad o Bazex syndrom (syndrom Bazex - Dupre — Christol,

Gambichler et al., 2007, Vabres et al., 1995), Rombo syndrom (Michaélsson 1981),
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syndrom mnohocetnych hereditarnich infundibulocystickych bazaliomli (Tozawa
1987, Requena et al., 2006), xeroderma pigmentosum (Dworaczek a Xiao 2007),
syndrom Rotmund- Thompson (van Brabant et al., 2000).

6. Nadorové stroma, organizace a funkce

V nédoru je mozno histologicky rozlisit dvé zakladni komponenty. Jedné se nejprve
o vlastni malign¢ transformovanou bunécnou populaci, v ptipadé¢ nami studovanych
karcinomtl jde tedy o komponentu epitelovou. Tato soucdst byva v urcité analogii ke
stavbé normalnich organli oznaovana jako parenchym. Druhou komponentou jsou
pojivové tkané mezenchymového, ¢i ektomezenchymového piivodu, oznaované
souhrnné jako nadorové stroma. Tyto dvé komponenty tvoii vnitin€¢ vzajemné
zavisly celek.

V nékterych typech nadorti je velmi markantni rozdil mezi obéma slozkami, jak
kvantitativni tak kvalitativni, mluvime pak obecné o nadorech organoidnich.
Zejména u vysoce proliferujicich tumort dochazi ke stirdni téchto morfologickych
rozdild, obecné takovy tumor oznacujeme jako nador histoidni.

V porovndni s maligné transformovanym nadorovym epitelem byla nadorovému
stromatu dlouhodob¢ vénovana mensi pozornost, byly mu pfipisovany zejména role
podptirné. Na prvém misté¢ byla zdlraznovana tvorba mechanické opory, kterad
umoziiyje v trojrozmérném prostoru malignimu epitelu proliferaci. Vyznamna role
v takovémto modelu byla pfipisovana i nové vznikajicim cévam v této oporné kostie
tumoru. Cévy zajistuji nejenom piisun zivin a kysliku a odvod metabolickych
zplodin, zaroven ale mohou touto cestou ptichézet, ¢i odchézet vyznamné biologicky
aktivni pusobky, jako naptiklad hormony a ristové faktory (Kulbe et al., 2004,
Opdenakker a van Damme 2004), pro které mize stroma fungovat i jako rezervoar
(TIsty et al, 2006). Cévy v oblasti nadoru rovnéz piedstavuji zejména diky
morfologickym odchylkam ve své stavbé velmi vyznamnou cestu, kterou dochazi
k prostupu nejen bunc¢k imunitniho systému hostitele, mohou jimi ale prochézet i
nadorové bunky v prubehu Sifeni nadoru a zakladani vzdalenych lozisek, metastaz.
Proto byla v minulosti tradiéné¢ velmi intenzivné studovana zejména nadorova
neoangiogeneze (Dvorak 2003).

Kromé cév se na tvorb¢ stromatu podileji 1 fibroblasty, myofibroblasty, Zirné buiiky,
endotelové bunky, adipocyty, makrofagy a lymfocyty. Buiiky imunitniho systému

Casto tvofici nejen ndhodné infiltrujici populaci, ale maji i pfimo charakter reaktivni
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zangtlivé populace. Kromé vSech zminénych bunéénych populaci ma pii formovani a
urcovani vlastnosti stromatu vyznamné misto i mezibunééna hmota, extracelularni

matrix.

6.1 Vznik a rozvoj nadorového stromatu

Vznik nadorového stromatu a jeho rist je v tradicnim pojeti modelu vzniku nadoru
vazéan na potieby maligné transformovanych bunc¢k nadorového parenchymu. Vznik
adekvatné fungujiciho stromatu je vyznamnou podminkou nutnou pro to, aby
proliferujici maligni klon nadorovych bun€k byl schopen ptekrocit urcitou mezni
velikost populace (Kunz-Schughardt 2003). Limit vtomto pfipadé¢ ptedstavuje
schopnost nadoru proliferovat v avaskularnim stavu, tedy za situace, kdy jsou
nadorové buinky odkézany pouze na difuzi latek, zejména kysliku, z okoli. Pfi
prekroceni jisté velikosti podléhaji nddorové buriky regresivnim pochodim in vivo 1
v experimentadlnim modelu in vitro. Spravné fungujici naddorové stroma zajistuje
neoangiogenezi pro nadorovy parenchym adekvatni podminky pro jeho rozvoj i za
tuto limitni velikost. Charakter takovéhoto riistu stromatu je tedy urCovan ve vztahu
k pottebam nadorového parenchymu, jde tedy o rist korelativni.

V nékterych piipadech dochdzi ke zfetelné proliferaci mezenchymu, ktery obklopuje
rostouci nadorové masy. V téchto ptipadech se zda, Ze jde spiSe o reakci
hostitelského organismu na expanzivni, ¢i invazivni pisobeni nadoru, Ze tedy tato
vznikajici tkan mize byt vobecné rovin€ dana spiSe do vztahu naptiklad
k proliferativnimu typu zanétu. Takovyto typ ristu nadorového stromatu by tedy byl

spiSe reaktivniho charakteru.

6.1.1 Lokalni mezenchym a jeho role pri vzniku nadorového stromatu

Urcité nejasnosti panuji kolem vzniku nddorového stromatu (Li et al., 2007). Bé€zné
byva jeho plivod spatiovan v mezenchymovych tkadnich, které jsou v inicidlnim
stadiu v blizkosti proliferujiciho maligniho epitelového klonu. Zda se, Ze vyznam
interakce mezi epitelem a okolnim mezenchymem mé kli€¢ovy vyznam pro urceni
dal$iho osudu bunék, u nichz jiz doslo k iniciaci nddorového procesu. Tato situace
ma 1 vdetailech na molekularni urovni mnoho sledovatelnych paralel mezi
normalnim embryondlnim vyvojem organti a vznikem nadorového onemocnéni
(Silberstein 2001, Shekhar et al., 2003, Fuchs 2007). Obecné plati, Zze pro vyvojovou

biologii bylo vzdy ustfedni otdzkou, jakym zplUsobem vnikaji tak komplexni
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struktury, jako jsou tkané¢ slozené z mnoha typli bunék a rozliénych extraceluldrnich
komponent. Nemensi vyznam ale maji otazky tykajici se zpisobu, jakym tkané jsou
schopné uchovavat jednak svoji histoarchitektoniku v pribéhu Zzivota jedince a
jakym zplsobem jsou schopny své morfologické charakteristiky modulovat na
zdkladé ménicich se funkénich potteb (Hagios et al., 1998). Pravé poruchy této
homeostdzy mohou sehravat roli v pribéhu vyvoje nddoru. Maligni transformace
epitelu tuto homeostatickou regulaci porusi s naslednym dopadem na mnoho
dilezitych bunétnych pochodl, jako je naptiiklad adheze, proliferace, kontrola
apoptozy atd.

Jestlize v pribéhu embryogeneze dochazi na zékladé epitelo-mezenchymovych
interakci k zéniku nékterych struktur a naopak krozvoji jinych, pak se tedy i
biologickéd aktivita stromatu miize analogicky v kone¢ném dusledku jevit jako
tumorsupresorova, nebo naopak tumorpromotorova. (Schedin et al., 2004, Proia et
al., 2005). Tyto dvé krajni moZnosti byly experimentdlné sledovany zejména na
modelech karcinomu prsu. V prvém piipadé¢ (Barcellos-Hoff et al., 2000) byly
provadény na zvifecim modelu implantace transformované (avSak netumorigenni)
epitelova linie. Pouze v pfipadé, Ze byla pifedem provedena iradiace
mezenchymovych tkani ptijemce, doSlo ke vzniku karcinomu z implantovaného
epitelu, stroma zde tedy plnilo funkci nadorového promotoru. V dal§im experimentu
(Maffini et al., 2004) byly obdobné manipulace provadény za pomoci chemického
karcinogenu (methylnitrosourea) s obdobnym vysledkem. Jako cenné se zda v této
praci ale 1 zjisténi, Ze pokud jsou naopak karcinogenem oSetfené buiky epitelu
implantovany do fyziologického stromatu (neoSetfeného chemickym karcinogenem,
¢i radiaci), pak ke vzniku nddord nedochazi. Stroma zde tedy neposkytne vhodné
prostiedi a minimalné tedy neptisobi jako nddorovy promotor. Jiné experimentalni
modely (Medina et al., 2005) ale ukazuji, Ze existuji vyrazné mezidruhové rozdily
v odpovédi na razné typy kancerogenii (zde uzit pro srovnani DMBA tj. 7,12-
dimethylbenzanthracen).$

Obdobny vliv byl popsdn i u cloveéka (Dong Le Burghis 1997), v této praci byl
popsan inhibi¢ni vliv fibroblastli izolovanych ze stromatu normalni mlé¢né Zlazy na
rast linii karcinomu vychdzejicich z ni v porovnani s efektem fibroblastli izolovanych
z biopsii pacientek s karcinomem prsu. Jiné prace popisuji vliv fibroblastii
nadorového stromatu na zvySenou proliferaci karcinomovych linii (Shekhar et al.,

2001, Mueller et al., 2002). Alterace stromalnich fibroblastd byly popsany

20



opakovang s ohledem na jejich odlisSnou funkci, ristové vlastnosti, rozdilny migracni
potencidl a produkci rozlicnych rastovych faktorti jako naptiklad platelet-derived
growth factor, insulin-like growth factor I, insulin-like growth factor II, transforming
growth factor-P, hepatocyte growth factor, keratinocyte growth factor (Singer et al.,
1995, Shekhar et al., 2003). Obdobna zjisténi byla publikovana i u nadord jinych
organtl véetn¢ kiize (IV. Lacina et al., 2007, V. Lacina et al., 2007).

Vliv na modulaci chovani maligné transformovanych epitelii nelze ale pfipisovat jen
bunéénym elementlim stromatu, vyznamnou funkci také mohou sehravat slozky
extracelularni matrix jimi produkované. Recentni prace (Willhauck et al., 2007)
prokazuji na malignich HaCat Il-ras keratinocytech, ze ve vhodném
environmentalnim kontextu muize byt omezen potencidl téchto bunék k invazi a
dochazi dokonce k zménam jejich fenotypu (Mueller et al., 2002). Tato situace
koresponduje s poznatky ziskanymi diive na in vitro modelech karcinomu prsu
(Weaver et al., 1997), kdy bylo podobné zmény fenotypu dosazeno prostrednictvim
inhibi¢ni protilatky proti adhezivnim molekulam.

V kontextu téchto poznatki se zda byt opravnéné pii posuzovani fenotypu
nadorovych bunék uzivani terminu ,,stromalni dominance* (Shekhar et al., 2003), 1
kdyz genetické zmény tvotici vlastni podklad nddorového onemocnéni stroma piimo
neovlivituje, umoziuje jejich konzervaci a eventuelné klonalni rozsiteni napiiklad
omezenim apoptdzy (Chrenek et al., 2001).

Zpusob, jakym z lokdlniho mezenchymu vznikd nadorové stroma, nebyl doposud
pln€ objasnén. Tradi¢né byla hleddna paralela mezi regenerujici tkani a vznikajicim
nadorem (Dvorak 1986). V pribéhu hojeni rany totiz dochazi k ur€itym zménam ve
fenotypu 1 sekrecni aktivité¢ lokalnich fibroblastli (Desmouliére et al., 2004). Tyto
zmény jsou podminény i ptisobky uvolnénymi v pribéhu traumatu z kiize, ¢i sliznice,
jedna se naptiklad o fibroblast growth factor 2 (FGF2), platelet-derived growth
factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor- (TGF-
B) (Zeisberg et al., 2000, Shephard et al., 2004). Nésledn¢ mohou fibroblasty
ziskavat vyraznéj$i motilitu (exprimuji o—smooth muscle actin, o—SMA,), putuji
aktivné do ranné plochy a podileji se ve zvySené mife svou sekrecni aktivitou na
produkci slozek extracelularni matrix jako je kolagen I, III, V a fibronektin a
spolupodileji se na rekonstrukci bazalni membrany, kterou tvoii pfevazné kolagen IV

a laminin. Paralelné dochazi k remodelaci tohoto prostfedi plsobenim enzymi,
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zejména matrix metaloprotedz. Dokoncené hojeni za fyziologickych podminek
ukoncuje 1 pusobeni téchto aktivovanych fibroblastii, ackoli pfesny mechanismus
neni pln¢ objasnén (Li et al., 2007). Naopak bunky izolované ze stromatu nadori
nejsou schopny na rozdil od téchto fyziologicky aktivovanych normalnich fibroblasti
navodit spravnou polaritu regenerujicich epitelii, coz je ale vdobré shodé
s poruSenou histoarchitektonikou, kterou se vyznacuji pravé tumory, z nichz byly

izolovany (Petersen et al., 2001, Gudjonsson et al., 2003).

Fibroblasty izolované ze stromatu nadori sdileji n€které charakteristiky s témito
aktivovanymi fibroblasty (Desmouliére et al, 2004). Zpisob, kterym jsou ale
,rekrutovany (Granot et al.,, 2007) neni dodnes objasnén, i kdyz se zd4, ze i zde
miZe u mnoha nadord sehravat tuto ulohu transforming growth factor-3 (de Wever
et al., 2003). Dale se ale uvazuje i o jinych rastovych faktorech parakrinné
secernovanych nadorovymi buinikkami, jako naptiklad platelet derived growth factor,
basic fibroblast growth factor, vascular endothelial growth factor (Li et al., 2003).
Znaéné nejasnosti stale panuji ohledné otazky, zda mohou byt takto in vivo
pfeménény ve stromalni buiiky jakékoli fibroblasty, nebo zda je nutna i u fibroblasti
néjakd mira predispozice pro tuto preménu. V tomto ohledu se jako prekvapive
aktudlni znovu objevuje vice nez sto let stara teorie ,,vhodné piidy a semene* ( ,, the
soil and seed theory”, Paget 1889), kterd se zdd byt aplikovatelnd nejen na
metastazy, ale 1 na primarni nadory samé. Vzijemna zavislost nadorového
parenchymu a stromatu a schopnost jejich vzajemné komunikace a parakrinni
regulace byla recentné dokumentovana na ptikladu chemokinu stroma derived
factor 1 (SDF-1, nové oznacCovany jako CXCLI12) a jeho receptoru CXCR4 u

solidnich nadori 1 u malignich onemocnéni krvetvorby (Burger et al., 2006).

Né&které recentni prace poukazuji na fakt, Ze genetické zmény nevykazuji pouze
buiikky nadorového parenchymu, coz bylo doposud povazovano za ustfedni predmét
zajmu onkogenetiky, ale Ze genetické zmény vykazuji i bunky stromatu. Nekteré
z téchto zmén dokonce dobie asociuji s uréitym klinickopatologickym typem nadoru

(Fukino et al., 2007).
Jesté zajimavéjSim se ale jevi zjisténi (Patocs et al.,, 2007), ze u sporadickych
karcinomil prsu somatickd mutace p53 limitovand pouze na stroma, ne vSak na

nadorové bunky, je asociovana statisticky signifikantné (hodnota P = 0,003)

s metastazovanim do lymfatickych uzlin. Toto zjiSténi vSak nebylo prokazano u
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pfipadl s hereditarni malignitou. V této studii nebyly zaznamendny ani Castecné
identické mutace mezi naddorovym parenchymem a jeho stromatem. Nekteré prace
ale udavaji shodné mutace u nadorovych bunék i u bunck stromatu (Moinfar et al.,
2000). Tento fenomén muze Cc¢asteCné vysvétlit teorie o plosném pisobeni
kancerogenu (,field cancerisation® — Ogden 1998). Zcela legitimni, ale nikym
nezodpovézend, se pak jevi otdzka, jakym zplsobem lze vysvétlit vySe zminénou
shodu mutaci mezi buitkami epitelu a stromatu, ktera je v mnoha studiich natolik
vyraznd, ze témer vylucuje stochasticky ptivod. Vyse popsané vlastnosti stromalnich
bun¢k a zejména jejich genetické alterace, z nichZ je podle nékterych studii alespon
urcitd ¢ast sdilena s buitkami nadorového parenchymu, umoziiuji vysvétlit tento fakt
na zékladé teorie unitdrniho vzniku nadoru. Nadorové stroma by v tomto modelu
vznikalo mechanismem epitelo-mezenchymového pitechodu zplivodni maligné
transformované burniky. Spolecna vyvojova faze by tudiZ mohla vysvétlovat nékteré
shodné mutacni znaky sdilené obéma komponentami nadoru. Diverzita, kterd je
bézné¢ mezi témito bunénymi populacemi zaznamenavana, je v dobrém souhlasu
s pfedstavou o mnohastupniovém procesu vedoucim az k invazivnimu nadoru
(Schedin et al., 2004).

Proto se jako velmi realistickd jevi zejména predstava, Ze vysledné znaky, kterymi
muzeme charakterizovat nadorovou bunécnou populaci, jsou jen vysledkem evoluce
zahrnujici v sobé prvky inicidlni a navazujici genetické alterace a nasledny mutacné-
selekéni tlak, stejné jako prvky epigenetické adaptace vyplyvajici z kontextu

mikroprostfedi (Chrenek et al., 2001).

6.1.2 Epitelo-mezenchymovy piechod a jeho moZna role pri vzniku stromatu

Epitelo-mezenchymovy pfechod (transformace) je jednim z vyznamnych
morfogenetickych procest, ktery se uplatiiuje pii delaminaci zarode¢nych listd u
Casnych embryonalnich vyvojovych stddii mnohobunéénych organizmi. Pfi tomto
procesu dochazi ke ztraté polarity buiiky epitelu, reorganizaci jejiho cytoskeletu a
redistribuci organel a zvySeni motility, v€etné zmén exprese tiid adhezivnich
molekul, hlavn¢ cadherint (Thiery 2003). Opacnym pochodem miZze nabyvat bunka
opét epitelovy charakter. Piesto, ze bylo u¢inéno mnoho poznatkli o mechanismech
vedoucich k epitelo-mezenchymovému pfechodu zejména in vitro v trojrozmérnych
bune¢nych kulturach (Ullmann et al., 2007), je porozuméni fyziologickym funkcim

in vivo stale jeSté znacn€ omezené. Intenzivni zdjem se koncentruje i na sledovani
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téchto déjti za patologickych podminek zejména pfi fibrotizujicich a nadorovych
onemocnénich (Thiery 2003).

Koncept epitelo-mezenchymového piechodu byl obecné pfijimén v embryologii, ale
jeho aplikace v postnatdlnim obdobi byla povazovana do nedavné minulosti za
pon¢kud kontroverzni (Lee et al., 2006).

Molekularni podstata dé&ji vedoucich epitelovou bunku k jeji transformaci
v mezenchymovy element byla popséna nejprve na interakci ,epatocyte growth
factor* a jeho Met receptoru s tyrozinkindzovou funkci. Pozdé&jsi pozorovani
doplnila tento obraz do mnohem komplexnéj$i podoby (Huber et al., 2005).
S ohledem na sledované téma této dizertace se diileZitou soucésti tohoto schématu
jevi faktory, které autokrinné mohou navozovat epitelo-mezenchymovy piechod.
Mezi takové piisobky patii kromé jiz zminéného hepatocyte growth factor (HGF) 1
transforming cell growth factor (TGF-p), epidermal growth factor (EFG), insulin
like growth factor I /II* (IGF-I/Il) a platelet derived growth factor (PDGF).
Posledné jmenovany faktor mize byt prikladem selhavani kontroly signalnich kaskad
a vznika tak pozitivni zpétnovazebna smycka (Jechlinger et al., 2003). Mezi signalni
kaskady, které hraji roli v procesu epitelo-mezenchymové transformace, patii
napiiklad Wnt/B-catenin, Notch, Hedgehog, NF-xB (Huber et al., 2005). Mnoho
z uvedenych signdlnich kaskad sméfuje k regulaci transkripcnich faktorii ze skupiny
Snail/Slug. Tyto proteiny jsou charakteristické motivem ,.zinc fingers* v C koncové
oblasti. Prostfednictvim tohoto motivu interaguji s DNA a reguluji transkripci (De
Craene et al., 2005). Dobfe je dokumentovéana napiiklad vazba transkripénich faktort
této skupiny na promotor genu pro E-cadherin. Bylo potvrzeno i snizeni vyskytu E-
cadherinu u nadorid exprimujicich ve zvySené mife Snail zejména v takzvané invazni
fronté s vyslednou vysokou agresivitou nadoru (Yokoyama 2003). Na druhou stranu
existuje ale statisticky jen velmi slabd vazba mezi expresi E-cadherinu a schopnosti
zakladat vzdalené¢ metastazy; zda se tedy, ze pro tyto déje nemusi byt podminkou
,uplny*“ epitelo-mezenchymovy ptechod, tedy naplnéni vSech podminek, které jej
definuji (Christiansen et al., 2006, Lee et al., 2006)

Experimentalni model bun¢k exprimujicich jak cytokeratiny, tak i vimentin potvrdil
zvysenou invazivitu téchto bunék in vitro (Hendrix et al., 1997).

Nékteré velké studie poukazuji na fakt, Ze pravé snizujici se exprese keratini (K8,

K18 a K19) u karcinoml prsu a naopak vét$i exprese vimentinu je u nékterych
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skupin pacientdl asociovana s vyraznéjsi agresivitou nadoru (Willipinski Stapelfeld et
al., 2005).

Epitelo-mezenchymovy ptechod a vysledné biologické chovani tumoru by vSak mélo
byt vnimano v komplexnim pohledu. Existuji studie, které dokazuji, ze linie
fibroblasti  odvozenych  mechanismem epitelo-mezenchymového prechodu
znddorového parenchymu karcinomu prsu sama o sobé neni tumorigenni, pfi
transplantaci do vhodného nositele nezakladd sama tumory, ptesto, ze sdili mutace
s pivodnim karcinomem. Krucidlnim dikazem ptivodu téchto fibroblastti se zda byt
nendhodnd inaktivace X chromozomu zjisténa u téchto bunck. Soucasné ale bylo
zjisténo, ze jsou-li tyto stromdlni (mezenchymové) bunky aplikovany s epitelovou
karcinomovou linii, ve vysledném efektu umoziuji 3,5-7krat rychlejsi rust nadoru
(Petersen et al., 2003).

Zcela omezené je mnozstvi udaji o reverznim pochodu, tedy o mesenchymo-
epitelovém pirechodu, ktery by mél predstavovat logické ukonceni vySe zminénych
déji vedoucich k zalozeni vzdalené metastdzy (Tse a Kalluri 2007). Zda se, Ze
uréitou roli by vtomto d¢ji mohly sehravat i epigenetické zmény ve smyslu
methylace a demethylace DNA a (Christiansen et al., 2006) a zfejmé 1 vliv zevniho
prostiedi.

Popsané charakteristiky epitelo-mezenchymového pfechodu a jeho mozny vyznam
¢ini z tohoto déje jeden z pfedpokladanych atraktivnich cilti terapeutickych zasaht
(Guarino et al., 2007).

Zavérem je nutné ale konstatovat, Ze ptes rychle vzristajici mnozstvi poznatkl o
epitelo-mezenchymovém ptechodu in vivo 1 in vitro v prubéhu patologickych stavii
(Radisky et al., 2007, Hinz et al., 2007), je tfeba tato zjiSténi zatim posuzovat
kriticky (Tarin et al., 2005).

6.1.3 Prispévek prekurzori z kostni diené k formovani nadorového stromatu

V poslednich letech diskutovdna moznost, Ze k formovani nadorového stromatu
mohou pfispivat i prekurzorové builky vyplavované do periferni cirkulace z kostni
dfené¢ (Hart et al., 2004). Tato situace byla nejintenzivnéji studovana zejména ve
vztahu k neoangiogenezi ve stromatu jak u zvifecich nadori vznikajicich spontanné,
¢1 u nadort transplantovanych, v mensim rozsahu byly tato pozorovani provedena i
na neopldziich lidskych (Ganss 2006). Mnozstvi dikazi shroméazdénych v soudobé

literatufe je vSak jen velmi omezené.
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6.1.4 Bunécna fiize jako ptivodce vzniku nadorového stromatu

Okrajové je literarné diskutovéna i role fiize nddorovych bunék s buitkami okolniho
stromatu (Duelli a Lazebnik 2003). Takovyto mechanismus by mohl jednak vysvétlit
chromozomalni dysbalance udavané nékterymi autory ve stromatu tumort (Jacobsen
et al., 2006). Pfesto je nutné upozornit, ze rozsah a vyznam tohoto fenoménu je

obtizné in vivo zkoumat a jeho hodnoceni je tfeba provadét jen velmi opatrné.

6.2 Nadorové stroma bazocelularniho karcinomu

Komplexni role nédorového stromatu pii vzniku a rozvoji bazocelularniho
karcinomu muize byt demonstrovdna zejména selhavanim pokusi o etablovani
nadorové linie in vitro, tedy bez vlivu specifického mikroprostfedi. V téchto
podminkach nadorové epitelie pifezivaji jen kratkodobé a ztraceji mnohé své
vlastnosti. Historicky provadéné pokusy o autotransplantaci bazocelularniho
karcinomu (van Scott et al., 1961) vzdy selhavaly, pokud byly implantovany cisté
epitelové castky. Pokud byly pfi implantaci pouzity spole¢né snimi i Casti
mezenchymového nddorového stromatu, byl v urcité Casti pokust takovyto ptenos
uspésny. Zviteci modely s pfevazné chemicky, ¢i UV ozéafenim vyvolanymi nadory
pfedstavuji, bohuzel, jen velmi pfiblizny a nedokonaly model. Pokusy o pienos
huméanniho bazocelularniho karcinomu na myS (tedy xenotransplantace) byly
uspé$né jen v omezeném méfitku, 14 z 18 prenesenych vzorkd vyustilo v tvorbu
jizevnaté tkan¢ s epidermoidnimi cystami, a to i v pfipade, ze byla pouzita tézce
imunokompromitovand (SCID) laboratorni mys (Carlson et al., 2002). Reziduélni
struktury bazaliomu po xenotransplantaci byly dobfe v prvni pasdzi znazornitelné
imunohistochemicky pritkazem keratinl o vysoké molekulové hmotnosti a stejné tak
reagovaly s monoklonalni protilatkou Ber-EP4. Neepitelové soucasti transplantované
tkané byly pozitivni pii barveni na SMA, vimentin, S100 protein, a dale na fadu CD
antigenll. OdliSeni této tkan¢ od okolniho mysiho vaziva bylo mozné pomoci HLA
znakd. Preneseny nddor v nékterych piipadech (3/18) pieSel do anaplastického
agresivné metastazujictho nddorového procesu, ktery se svym biologickym chovanim
dramaticky  1i§il od  indolentniho  ristu  bazoceluldrnitho  karcinomu.
Imunohistochemicky tyto nadory vykazovaly pozitivitu vimentinu a SMA, byly jiz
negativni na panel keratini a CD znaky, Ber-EP4, S100P , lidsky ptvod tohoto

tumoru ale stdle konfirmovala pozitivita v HLA systému. Tento nador byl dobie
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transplantovatelny na jinou SCID mys, ale pokusy o etablovani buné¢né kultury in
vitro opakované selhaly. Imunohistochemicky profil téchto nadorti v nékterych
rysech odpovidd vzacn€ pozorovanym piipadim bifazického bazoceluldrniho
karcinomu se sarkomatoidnim stromatem, ktery je ale vhodné;jsi klasifikovat spiSe jiz

jako karcinosarkom (Bigby et al., 2005).

Nadorové stroma kromé vyse diskutovanych fibroblastii ale tvoii i dal$i komponenty.
Stroma je od parenchymu oddéleno bazilni laminou, kterd se skldda prevazné
zkolagenu IV a V a lamininu. V oblastech infiltrativniho nadorového ristu a u

primarn¢ ristove agresivnich variant je bazalni membrana defektni nebo chybi Gplné.

Extracelularni matrix je bohatd zejména na kyselinu hyaluronovou a dermatansulfat.
Pomérné Casto nalézdme v bazaliomech i1 depozita amyloidu. Imunohistochemicky
lze nékdy v amorfnich oblastech mezi pruhy nadorového parenchymu detekovat i
keratiny, vimentin, vzacnéji i krystalim podobné utvary slozené z nékterych typl
kolagenii — tyto utvary svéd¢i o remodelaci tkdné naddoru (Crowson 2006). Korium
v okoli bazalioml mize vykazovat rizné¢ intenzivni bazofilni degeneraci (solarni
elastozu), tato je spojena zejména s noduldrnimi nadory, u povrchovych bazaliomt

(basalioma superficiale) tato asociace nékdy chybi (Kaur et al., 2006).

Predpoklada se, Zze zirné bunky lokalizované ve vétSim poctu kolem nadorovych
¢epli mohou sehravat ulohu v uvoliovani cytokinti vyvolavajicich peritumordzni
fibrézu, stejné¢ jako v neoangiogenezi a pifi udrzovani UVB indukované

imunosuprese (Ch'ng et al., 2006).

Vyrazna neovaskularizace je jednim z kliC¢ovych diagnostickych znakd toho typu
tumoru (Velasco et al., 2002). Rist cév je akcelerovan nejriiznéjSimi rastovymi
faktory, z nichz nekteré produkuji naddorové bunky, ¢i buiiky stromatu. Zajimavé je
zjiSténi, Ze vyznamnou roli sehrava dysregulace stejné signdlni kaskady sonic
hedgehog jako u nddorové populace (Nagase et al., 2008).

Pievazna vétSina leukocytil piitomnych ve stromatu bazaliomu patii do skupiny Th,
zatimco Tc, NK buné¢k a neutrofilii je jen velmi malo, plazmatické buiiky se zvySené

vyskytuji jen u exulcerovanych tumorti. Tato nevelkd lymfocytarni infiltrace je

signifikantn€ dale sniZena u imunosuprimovanych pacientii (Crowson 2006).
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7. Psoriasis

Psoriasis (psoriaza, lupénka) je benigni, primarné¢ kozni zanétlivé onemocnéni,
s akutné¢ exantematickym, ¢i chronicky stacionarnim prib&hem. Onemocnéni
postihuje asi 2% evropské populace bez ohledu na pohlavi , tito pacienti predstavuji
zhruba desetinu vSech dermatologickych pacientl. Psoridza postihuje mladsi jedince
(prvni vrchol vyskytu mezi 16-22 rokem), stejné jako pacienty starSi (druhy vrchol
vyskytu 57-60 let). V prvém piipad¢ lze vysledovat pozitivni rodinnou anamnézu asi
u jedné poloviny nemocnych, forma s pozdnim nastupem zpravidla takovou vazbu
nevykazuje. Nej€astéji se manifestuje jako psoriasis vulgaris, tedy erytematéznimi
papulami, které jsou kryty Supinami, zndmy jsou i formy pustulézni. Psoriasis muze
postihnout kteroukoli oblast kiize véetné kstice, postizeny mohou byt i sliznice, dale
miize postihnout i nehty a jeji arthropaticka forma postihuje i klouby (Stork et al.,
2008). Rozsah postizeni mize byt dlouhodobé limitovan na nékolik lozisek,
v nekterych ptipadech vSak dochéazi az ke generalizaci a vzniku zdvazné psoriatické

erythrodermie.

Diagndéza onemocnéni je dana zejména klinickym obrazem, histologické vySetfeni
miZze tuto klinickou diagnézu potvrdit. Charakteristickymi rysy je elongace papil
koéria (papilomatoza), nad témito papilami je patrnad ztencend epidermis. Epidermis
sama ale vykazuje hyperplazii z hyperproliferace (akantozu). Epidermis je kryta
hyperkeratozou s paraketatozou a subkornedlné jsou piitomny Munroovy
mikroabscesy vyplnéné polymorfonuklearnimi leukocyty. V dermis je patrna

proliferace a aktivace endotelu a infiltrace zanétlivymi bunikami.

Psoridza je oznacovana za multifaktoridlni onemocnéni (Giardina et al., 2004). Jiz
zvyse uvedené charakteristiky je zifejmé, Ze minimaln¢ u nékterych typl
onemocnéni jisté existuje urcitd genetickd vazba (Valdimarsson 2007), coz je
evidentni zejména na dvojcecich studiich (Grjibovski et al., 2007). Pokusy o
presnéjsi urceni genti zodpovédnych za vznik psoridzy poukazuji na Casty vyskyt
urc¢itych haplotypi HLA (Human Leukocyte Antigen) systému (Nair et al., 2005).
Nicméné ani zde nejsou popsané vztahy platné ve 100% ptipadii, coz poukazuje na
nezanedbatelny vliv zevniho prostiedi. Nadéle tedy plati, ze psoridzu je mozno

povazovat za onemocnéni polygenni (Giardina et al., 2004).

Pro studium patofyziologickych mechanismu psoridzy bylo navrzeno velké mnozstvi

zvifecich modelis (Boehncke a Schon 2007). Zadny jednotlivy z nich, ale neni pIng
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dostacujici pfi modelovani tohoto onemocnéni, coZ poukazuje na slozitost vzniku
psoridzy a nejspiSe i na moznost, Ze pod jednou klinicko-morfologickou diagnézou
paraleln¢ existuje n€kolik stavli vznikajicich v disledku riiznych patofyziologickych
vlivl. Vyznamna role je stale Castéji pfipisovdna bunkdm imunitniho systému
(Boyman et al., 2007), psoriaza je dnes Casto chapana jako autoimunitni onemocnéni
(Rott a Mrowietz 2005). Za vyznamné Cinitele v tomto schématu jsou pokladany
zejména T lymfocyty (Ghoreschi et al., 2007). Dale je ale zndm i vliv makrofagti
(Clark a Kupper 2006, Stratis et al., 2006), dendritickych bun¢k (Jariwala 2007),
neutrofild (Keller et al., 2005), mastocyti (Petersen et al, 1998), endotelii
(Goedkoop et al., 2004) a fibroblasti. (Miura et al., 2000, Oyama et al., 2000).
Vlastni keratinocyty nejsou vtomto schématu pouze pasivni populaci, ale samy
naopak tvofi dilezity ¢lanek v etiopatogenetickém fetézci (Albanesi et al., 2007,
Tschachler 2007). Jsou popsany velmi komplexni sité cytokind, které reguluji
jednotlivé bunécné populace a za jejichz spoluti¢asti dochdzi ke vzniku psoriatického
loziska (Chamian a Krueger 2004, Nickoloff et al., 2007). Tyto cytokiny mohou
ovliviiovat nejriiznéjsi signalni kaskady, naptiklad Jun (Zenz a Wagner 2006), Notch
(Okuyama et al., 2008), Wnt (Reischl et al., 2007), NF-kB (Lizzul et al., 2005) a
dalsi. Nékteré molekularné biologické poznatky jsou jiz vyuzitelné v soucasné dobé¢ i
v terapii, napiiklad monoklonalni protilatky proti TNF—a , ¢i biologika zaméfend na

T-lymfocyty jsou dnes jiZ terapeuticky vyuzivana (Weinberg 2003).

Modely bunécné kinetiky psoriatické epidermis prokazaly, Ze vySe popsané
patologické odchylky od histoarchitektoniky normélni tkdné¢ je mozné pfipsat
dramatickému zvétSeni mnozstvi pfechodné se délicich bun¢k v epidermis (narist o
vice nez 400%), paraleln¢ s tim klesd i tranzitni doba keratinocytu v epidermis.
Zajimavé ale je, Ze pocet predpokladanych kmenovych bunék v psoriatické
epidermis je ve srovndni se zdravou epidermis identicky (Grabe a Neuber 2007),
ackoli v jejich bezprostifednim okoli vznika mnozstvi rastovych faktori, které jsou
pro jejich propagaci esencialni (Huttunen et al., 2002). Tato pozorovani odchylné
diferenciace jsou ve shod¢ i se starSimi pracemi hodnoticimi tkan na zakladé
lektinové histochemie (Dabelsteen et al., 1990), ale i nasimi udaji o vazb¢é a expresi

galektint (II. Lacina et al., 2006).
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8. Kmenové buiiky

Kmenové bunky jsou tradi¢né definovany jako nizce diferencované bunky, které jsou
jednak nadany schopnosti dlouhodobého udrzeni si tohoto stupné diferenciace v
prib&hu Zivota organismu, dale jsou ale schopny mnoha opakovanych dé¢leni,
kterymi vznikaji dcefiné buiiky schopné podstoupit terminélni diferenciaci (Lajtha
1979). Tato predstava postupné piekrocila hranice hematologie, na jejimz poli
puvodné vznikla, a byla rychle akceptovana i obory studujicimi jiné tkané€. Dnes je
tento biologicky koncept jiz vSeobecné povazovan za platny a je v centru zajmu
nejen experimentalnich, ale 1 aplikovanych véd.

V priubéehu poslednich tficeti let se postupné vyvijel pohled na tuto problematiku, coz
se odrazilo 1 ve schematickém d¢leni a hierarchizaci kmenovych bunék.
Paradigmatem je nejc¢asnéjsi vyvoj jedince. V okamziku oplozeni oocytu spermii je
uréen souctem parentdlnich sad chromozomli genomovy rdmec, ktery vymezuje
moznosti diferenciace vznikajici zygoty. VSechny bunécné typy, které se ve
vyvijejicim se organismu nasledné vyskytnou, pfedstavuji jen specifickou realizaci
praveé této genomové informace v daném kontextu a vSechny buiiky organismu mayji
vystopovatelnou genealogickou vazbu az k této jednobunécné vyvojové fazi. Jak
empiricky dokazuji ptipady piirozenych jednovajeCnych dvojcat a jak bylo i
experimentalné prokdzano na zvifecich modelech vcetné primatd, je moZno
rozdélenim velmi ¢asného embrya docilit vniku geneticky zcela identickych jedinci,
klonti (Schramm et al., 2004). Takovou buiiku, ktera je schopna dat vzniku vSem
takzvanym zarodecnym listim a vSem z nich vychazejicim tkdnim, je tedy mozZné za
totipotentni. Spojeni embryologickych poznatki s teorii kmenovych bunék vedlo ke
vzniku kategorie tzv. embryondlnich kmenovych bunék. Jiz velmi zdhy v pribéhu
embryogeneze ale dochazi k postupnému omezovani diferenciaéni schopnosti
embryondlnich bunék, takze po jejich odde€leni od embrya by nevznikl identicky klon
organismu, nicmén¢ bunky izolované z vnitini bunécné masy blastocysty si
zachovavaji mimotadné Siroky diferenciacni potencidl, jsou tedy oznacovany jako
kmenové bunky pluripotentni. Diferenciacni repertoar se ovSem dale postupné
sniZzuje, situace se tak pfiblizuje ke stavu znamému postnatilné. Kmenové bunky
ptitomné u jedince v pribéhu postnatalniho Zivota oznacujeme jako adultni kmenové
buriky. Nomenklatura sledujici tyto zmény do jisté miry pfipomind nomenklaturu

uzivanou pro popis hematopoézy, kde se predstava o kmenovych buiikach rozsitila
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nejdiive. Builkky se zachovanou Sirokou moZznosti diferenciace se v postnatdlnim
obdobi oznacuji jako multipotentni, pti¢emz jasnd pravidla pro odliSeni termint
pluripotence a multipotence explicitné stanovena nejsou. V mnoha tkdnich mize byt
diferencia¢ni schopnost adultni kmenové builky omezena pouze na jednu bunécnou
linii, jde tedy o kmenové buiiky monopotentni.

Zatimco problematika embryondlnich kmenovych bunék, jejich vyzkumu a aplikaci
je trvale zdrojem vleklych etickych kontroverzi, je kladen stile vétsi diraz na
studium kmenovych bunék adultnich, zejména sohledem na moZnost jejich
budouciho biotechnologického vyuziti.

Dalsi oblasti, ve které se vyraznym zptusobem uplatnila koncepce kmenovych bunék,
je onkologie. Vzrlsta totiz pocet praci, které spatiuji v takzvanych nddorovych

kmenovych bunkach kli€ovy element vzniku a rozvoje nddorovych onemocnéni.

8.1 Kmenové buriky v epidermis

Presngj$i pfedstava o struktuie a existenci kmenovych bun€k v epidermis byla
nejprve vytvoiena na zdkladé pozorovani provedenych na zvifecich modelech,
zejména na hrbetni kizi mysi (Mackenzie 1970). V sedmdesatych letech dvacatého
stoleti vznikl nejprve model tzv. epiderméalnich prolifera¢nich jednotek — epidermal
proliferation unit - EPU (Potten a Hendry1973, Potten 1974). Vzhledem k tomu, Ze
tuto organizaci epidermis je u mySi mozno pozorovat celozivotné, byl jiz od této
doby zvazovan podil kmenovych bun¢k na udrzeni struktury EPU. Podle takového
modelu by se kmenovéa buiika nachédzela zhruba uprostied zédkladny EPU obklopena
dcefinymi piechodné se délicimi buiikami (transit amplifying cells), které postupné
budou sméfovat k diferenciaci. Dalsi studie potvrdily, ze po radiacnim poskozeni
mys$i epidermis (Al-Barwari 1976) dochéazi k obnové této tkané z klonogennich
bunék, jejichz distribuce odpovida jak vyse popsanému modelu EPU, tak i pozici
kmenovych bunck uprostied clusterli ve stratum basale (Poten a Hendry, 1973).
Nov¢ji byly provedeny in vivo experimenty s implantaci geneticky modifikovanych
keratinocytli (transdukce genu LacZ retrovirovym vektorem) athymické mysi. f-
galaktosidaza, produkt transdukovaného genu, byla nasledné prokazatelna v mysi
epidermis ve skupinach bunck, které tvofily ttvary odpovidajici koncepci EPU
(MacKenzie 1997, Kolodka et al., 1998).

Znacn¢ usili bylo vénovano nalezeni diikazu obdobné organizace epidermis u
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Clovéka. Podobné, ne vSak zcela identické struktury, je mozno podle nékterych
autorti zastihnout pouze v okrscich, kde je relativné tenkd epidermis a bazalni
membrana neni zvlnéna (bficho, ptedlokti, hyzd¢). Ani v téchto ptipadech ale neni
mozno vymezit bazalni cluster bun€k tak presné jako u mysi. V oblastech se silnym
stratum corneum, zvlnénou bazalni membranou, ¢i v oblastech tzv. tlustého typu
kize neni takova kontinudlni struktura sledovatelna prakticky vibec. Jak dokazuji
pokusy provedené s transplantaci xenostépu (lidska prepucialni epidermis pfenesena
na mys) zna¢ené¢ho pomoci zeleného a cerveného fluorescencniho proteinu (GFP a
RFP pteneseny lentivirovym vektorem) (Ghazizadeh 2005), je fluorescenéni znacka
retinovana v epidermis minimalné 28 tydnd a to v nejriznéjSich oblastech, bez
zjevné pozicni preference, tedy odliSné¢ od mysich modelt.

Jiz vySe citované prace C.S. Pottena vedly k predstavé o lokalizaci kmenovych
bunék ve stratum basale v oblastech interfolikularni epidermis.Velka pozornost byla
rovnéz vénovana studiu populaci kmenovych bunck v oblasti koznich adnex,
zejména v oblasti ztlusténi zevni kotenové pochvy (bulge) vliasového folikulu (Ma et
al., 2004, Cotsarelis 2006). Studie hojeni epidermis po provedené experimentalni
1ézi, nejcasteji metodou dermabraze (Morris et al., 1983), poukdzaly pravé na roli
rezidudlnich adnexalnich struktur, dermabrazi neodstranénich vlasovych folikuld, pti
regeneraci interfolikuldrni epidermis. Ve specifickém mikroprostfedi (niche) se zde
nachazeji také i pluripotentni buiiky, které tam vycestovaly za vyvoje z neurdlni liSty
(Sieber-Blum et al., 2004).

Dalsi vyznamnym problémem navazujicim na samotny priikkaz existence a aktivity
kmenovych bunck v epidermis je jejich identifikace v tkani. V nasledujicim obdobi
bylo provedeno mnoho studii snazicich se ptispét k presné charakterizaci kmenovych
bunék v epidermis. Bohuzel, do soucasnosti neni moZné stanovit jednoznacné
fenotyp téchto kmenovych bunck, kandidatni populaci je moZno charakterizovat
pouze souborem nékolika znakl. Pfesna a pokud moZzno jednoducha a jednoznacna
definice takového fenotypu je nutnd nejen k dal$im teoretickym studiim, ale 1ze od ni

oc¢ekavat 1 velky prakticky dopad na poli regenerativni mediciny.
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8.2 Znaky kmenovych bunék v epidermis

Morfologické znaky byly v poc¢atcich jedinym klicem k odliSeni kmenovych bunck v
epidermis. Pionyrské prace (Lavker a Sun 1982, Lavker a Sun 1983) se zamétovaly
pravé na zakladni mikroskopickou morfologii jednotlivych bun€k ve stratum basale.

Timto pfistupem se podafilo rozli§it bunky stratum basale v suprapapildrnich
oblastech (tj. nad vrcholem papily coria, anglicky "shallows rete ridges"), které se
vyznaCovaly nepravidelnou, pilovitou ("serrated"), hranici cytoplasmy v oblasti
dermoepidermalni junkce.

Druhou skupinu tvofily bunky lokalizované interpapildrné, tedy v nejhlubsi ¢asti
cepl epidermis, (anglicky "tips of deep rete ridges"); pro né byla charakterististicka
tzv. primitivni cytoplasma a relativné hladké ohranieni cytoplazmatickou
membranou nad oblasti dermoepidermalni junkce, velky karyoplazmovy pomér a
mald velikost (Barrandon a Green 1985).

Pravé tyto bunky pfi autoradiografickém znaceni H3-thymidinem nebo Br-2-
deoxyuridinem vykazovaly velmi pomaly bunéény cyklus, ackoli v jejich
bezprostiednim okoli, zejména nad nimi, byly pfitomny buniky s vysokou mitotickou
aktivitou. Zaroven se vyrazng liSila schopnost takovych bun¢k tvoftit in vitro klony
(Barrandon a Green 1987). Tento model je ve shod¢ s ptfedstavou o kmenovych
buitkach a jejich dcefiné prechodné se de€lici populaci. Presto, Ze velikost bunék
predstavuje jen velmi hruby morfologicky znak, navic Casto in sifu ve tkani obtizné
exaktné¢ hodnotitelny, existuji v posledni dobé technické moZnosti zlepSujici
vyuzitelnost in vitro pravé tohoto znaku pii segregaci urCité subpopulace
keratinocytl s biologicky atraktivnimi vlastnostmi (Dunnwald et al., 2003, Klima et
al., 2007).

Dalsim znakem slouzicim k ureni kmenové bunky v epidermis mize byt exprese
specifickych cytokeratinl. Naptiklad exprese keratinu 5 a 14 je specificka pro bunky
bazélni vrstvy epidermis a keratinu 1 a 10 pro suprabazalni keratinocyty. Zejména
keratin K10 je povazovan za marker diferencovanych keratinocyti a je tedy velmi
uzitenym negativnim markerem kmenovych bunék v epidermis (Fuchs 1990).
Keratinl9 se nachazi ve fetalni kiizi v celé bazalni vrstvé (Morris a Potten 1994),
postnatalné¢ u ¢loveka je lokalizovan pouze v zevni kofenové pochvé vlasového
folikulu. Keratin 19 exprimujici buniky jsou zaroven vysoce pozitivni na

o3 integrin.
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Buiiky vysoce pozitivni na B[] integrin jsou mnoha autory povazovany za populaci
s velkym vyskytem kmenovych buné€k, ikdyz existuje shoda, ze je tento marker
neoddéluje od bunék prechodné se delicich (Jones a Watt 1993). V komplexu
s pozitivitou B[ integrinu a K15 je mozno v zevni kofenové pochvé vlasového
folikulu vymezit skupinu bungk, které jsou schopny velmi dlouho retinovat DNA
znacku (Lyle 1998).

06 integrin je povazovan mnohymi autory za vyznamny znak fenotypového profilu
kmenovych bunék v epidermis. Keratinocyty vyznacujici se vysokou expresi a6
integrinu zaroveil vysoce exprimuji i keratin K14, marker stratum basale, pticemz
postradaji znaky diferencujicich se bunék napiiklad keratin K 10 a involukrin.
Naopak paralelné s poklesem exprese tohoto integrinu se zvySuje koexprese
diferencia¢nich markert. Lze tedy konstatovat, ze populace o integrin vysoce
pozitivni je smési bazdlnich a suprabazdlnich keratinocytli, o jejich vysokém
proliferacnim potencialu svédci zaroven i souCasna vysokda exprese Ki-67, ktera
klesa paralelné s diferenciaci. Je zajimavé, Ze kmenové buriky jsou pokladany mnoha
autory za elementy velmi rychle adherujici, tento fakt je davan do souvislosti s jejich
mimotadné vysokou expresi 1 a asf4 integrinli (Kaur a Li 2000).

Dal§im moZnym znakem je protein ANp63a — varianta homologu p53. ANp63
sehrava dulezitou roli pfi inhibici termindlni diferenciace epidermis (Koster et al.,
2004). In vitro je znama jeho kolokalizace v jadrech s galektinem-1 (a epitopy
rozpoznavanymi timto galektinem), ke kolokalizaci s galektinem-3 vSak nedochazi
(Chovanec et al., 2004).

Exprese vazebnych mist pro rostlinny lektin Dolichos biflorus je znakem velmi
raného stadia diferenciace bun€k epidermis, a to jak za in vivo, tak i za in vitro
podminek (Dvotankova et al., 2002).

CD71 (transferinovy receptor) je povazovan za negativni marker kmenovych bunék
epidermis stejné jako involukrin (Kaur a Li 2000), ¢i desmosomalni proteiny napf.
desmoglein-3 (Wan et al., 2003).

Zavérem lze konstatovat, Ze idedlni marker, tedy takovy, ktery by jednoznaéné urcil
kmenovou buiiku a byl by zaroveil snadno pouzitelny i pfi separaci téchto bunék ze
suspenze neni doposud objeven a Ze nezbyva neZ pouzivat definici opirajici se o

kombinace nékolika markera (Watt 1998).
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8.3 Nadorové kmenové bunky
Vyse uvedena fakta vytvareji urCitou rdmcovou piedstavu o funkci kmenovych
bunék pii udrzovani homeostazy normalnich tkani. Je ale nutné uvazit i jejich roli,
kterou mohou sehravat v patologickych dé¢jich, zejména u nadorovych stavt (Gil et
al., 2008) vcetné karcinomli vychdzejicich ze stratifikovaného epitelu (Kamstrup et
al., 2007).
Pomala bunééna kinetika kmenovych bunék predstavuje dilezity prvek pro uchovani
neporusené¢ genomové informace po celou dobu zivota nositele. Jestlize je proces
replikace DNA relativné nejrizikovéjSim okamzikem v priabéhu bunééného cyklu,
pak se mald cetnost bunéénych mitéz, které v porovnani s dcefinou populaci
kmenové buiiky pfi asymetrickém zptsobu déleni podstupuji, jevi jako jednoznacna
vyhoda. Chyba a moznost jeji propagace v populaénim pohledu je tedy
pravdépodobnéjsi u bunck dcefinych, které jsou ovSem jiz omezeny Vv poctu
budoucich déleni. VSe tedy smétuje k eliminaci chybného klonu a k uchovani
zékladniho fenotypu tkané.
Jak bylo ale jiz vySe uvedeno, ani kmenové buiniky nejsou zcela dormantni a
v piipadé, ze genetickd odchylka nebude odstranéna standardnimi bunécnymi
mechanismy, je vysoce pravdépodobné, ze bude tato kmenova buika zdrojem
dlouhodobé ptfitomného mutovaného klonu. Obdobné mize vést 1 nékolik
genetickych mutaci vjiz vysSe diferencované buiice k opétovnému ziskani
kmenovych vlastnosti, véetn¢ sebeobnovy (Ailles a Weissman 2007).
V obou ptipadech je ale (stejné¢ jako u normalnich kmenovych bunck) zndma
provazanost s jejich okolnim prosttedim (niche), které je tvofeno jinymi bunéénymi
populacemi a extracelularni matrix a ve kterém jsou pfitomny nejriiznéjsi regulacni
faktory.
Pouze v tomto kontextu jsou schopny patrné tyto buniky udrZet n¢které ze zakladnich
vlastnosti, které jsou pfipisovany normalnim kmenovym buikdm. Mezi tyto
vyznamné schopnosti patii zvySena odolnost vii¢i plisobeni exogennich vlivi, véetné
toxickych latek a radiace, 1 odolnost viici apoptoze. Jestlize pfijmeme tento model za
relevantni, pak je evidentni, Ze konven¢ni onkologické postupy, tedy chemoterapie a
radioterapie, mohou podle klasické pfedstavy o svém t¢inku ovlivnit pouze nevelky
zlomek (na mySim modelu cca. 1%) téchto nddorovych kmenovych buné¢k, tedy
pouze ty, které jsou ve vhodné fazi bunééného cyklu (Dunnwald et al., 2003).

Né&kolikanasobné Castéji postihuji tyto terapeutické modality ptfechodné se délici
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dcefiné bunky, které jsou sice zodpovédné za tvorbu znacné €ésti objemu tumoru
(,,bulky disease*), ale pro pacienta tato buné¢na populace nepiedstavuje s ohledem
na riziko generalizace maligniho onemocnéni nejvétsi riziko. Je zndmo, Ze naptiklad
k uspésnému prenosu huménniho karcinomu prsu na imunokompromitovanou mys
postaci 200 bun¢k izolovanych na zakladé vhodného ,kmenového* imunofenotypu
povrchovych znakii, zatimco pfeneseni vice nez 500 000 bun€k z masy tumoru
vykazujicich ale jiz diferencovany fenotyp ke vzniku tumoru u zviteciho piijemce za

stejnych podminek nevede (Al-Hajj et al., 2003).

9. Material a metody

9.1 Pouzity biologicky material

VSechny vzorky byly odebirdny s pfisluSnym informovanym souhlasem a za
striktniho dodrzeni pravidel bioetiky (Helsinska deklarace) a za védomi piisluSné
etické komise.

Vzorky normalni epidermis at' jiz pro rutinni histologické, histochemické, C¢i
kultivaéni ucely byly prevazné odebirany z Kliniky plastické chirurgie FNKV.
Jednalo se o zbytkovy materidl po redukénich plastickych operacich, caste¢né se
jednalo 1 o materidl odebrany pii rozsahlejSich resekcich na operaénim sale
Dermatovenerologické kliniky 1.LF UK a VFN.

Vzorky bazocelularniho karcinomu byly odebirdany na Dermatovenerologické klinice
I.LF UK a VFN v Praze 2, ptevazné¢ se jednalo o jiz dfive verifikované bazaliomy,
vzorek byl odebiran pfi radikélni resekci tumoru.

Vzorky spinocelularniho karcinomu byly odebirany po ptedchozi histologické
verifikaci na Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku 1.LF UK a FN Motol.

Dale byly v naSich experimentech vyuZzivany standardni komer¢né dostupné linie
mysich embryondlnich fibroblastl 3T3, linie humannich embryonélnich fibroblasti
LEP)9, linie nadorovych epitelii FaDu pivodné izolovanych ze spinocelularniho
karcinomu hltanu a linie TC-1 cilené transformované epitelové mysi linie C57BL/6
pomoci proonkogentit HPV 16 E6/E7 a aktivovaného H-ras. Jedna se epitelové mysi
bunky, které jsou onkogenni a maji vlastnosti fibroblasti.

Xenotransplantace bun¢k na zvifecim modelu byly provadény na mysi NOD/LtSz-
Raglnull (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA), respektive nu/nu CD-1 ve

véku 10 tydnil, ktera byla ziskdna z Ustavu molekularni genetiky Ceské akademie
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véd (Praha) se souhlasem odborné komise. Podle standardniho protokolu byla
intraperitonealné respektive subkutanng, s nebo bez Matrigelu, aplikovana denzni

suspenze kultivovanych bungk.

9.2 Kultivace bunék

Vzorky normdalni kiize i vzorky znadorti byly ihned po odebrani ulozeny do
transportniho média (kultivatni médium se zvySenou koncentraci antibiotik
/penicilin, streptomycin/ a antimykotik /amfotericin B/ - v§e Sigma Aldrich, Praha,
Ceska republika) a urychlené transportovany do kultivaéni laboratofe. Metodika
kultivace keratinocytll vychézela z modifikované metody podle Rheinwalda a Greena
(Matouskova et al., 1989). Vzorky byly tedy dale enzymaticky rozvolnény smeési
trypsinu a chelatacniho ¢inidla (ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA), (obé
Sigma Aldrich, Praha, Ceskd republika). V piipadé normélni kiize byla po
enzymatické digesci jiz snadno mechanicky, tahem, odlouc¢ena epidermis od dermis.
Ziskana epidermis byla dale mechanicky upravena trituraci a byla z ni pfipravena
bunécna suspenze vhodna pro zahdjeni kultivace interfolikularnich keratinocyta.
Dermis (po odvolnéni epidermis) byla dale vyuZita jako zdroj normalnich dermalnich
fibroblastii a folikularnich keratinocyti, obé populace spontanné migrujici z této
tkan¢ byly pozdéji separovany na zékladé odlisné citlivosti viici enzymatické digesci.
Vzorky néadorovych tkani byly rovnéz po enzymové digesci a mechanickém
rozvolnéni nasazeny do misek a kultivovany; migrujici buiiky byly enzymaticky
odvolnény a déle subkultivovany.

Linie 3T3 slouzici jako nejcastéj$i podptirna populace pfi kultivaci keratinocytti byla
déale kultivovana v komer¢né dostupném médiu HMEM (Hank's salts Modified
Eagle’ s medium, Sevapharma, Praha, Ceska republika) s ptidavkem 10% bovinniho
séra (ZVOS, Hustopece, Ceska republika) pii zvy$ené tenzi oxidu uhligitého (3,3%).
Zastava proliferacni aktivity byla provadéna aplikaci roztoku Mitomycinu C (Sigma
Aldrich, Praha, Ceska republika), buitky po tomto zisahu byly enzymaticky
odvolnény a nasazeny ve vhodné denzité jako podpiirna populace pro keratinocyty.
Keratinocyty byly déle kultivovany v médiu obohaceném epidermdlnim riistovym
faktorem, choleratoxinem, hydrokortizonem a inzulinem (vSe Sigma Aldrich, Praha,
Ceska republika). Analogicky mohlo byt pouzito i jinych fibroblastovych populaci,
napiiklad dermalnich fibroblastii, stromalnich bunék z nadort, linie LEP,9, TC-1

kultivovanych v komeréné dostupném médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium) s 10% fetdlniho bovinniho séra (obé Biochrom, Berlin, Némecko) pfi
zvySené tenzi oxidu uhli¢itého (5%). Dlouhodobé pasédze linie LEP ;9 byly provadény
v komeréné dostupném médiu EPL (Sevapharma, Praha, Ceska republika) pii 5%
oxidu uhlicitého.

Linie Fadu byla kultivovana v komer¢né dostupném médiu EMEM (Eagle’s Minimal
Essential Medium, Biochrom, Berlin, Némecko) s 10% fetalniho bovinniho séra za
podminek zvysené tenze oxidu uhli¢itého bez pfitomnosti podplirné populace.
Kultivace ve dvojrozmérnych kulturdch a piimé kokultivace riznych typi bunck
byly provadény nasazenim bunék na sterilni standardni kryci skla. Kultivace
v trojrozmérnych podminkach byly provadény v Matrigelu - komeréné dostupném
gelu s vysokym obsahem komponent extracelularni matrix (BD Biosciences,
Erembodegen, Belgie).

Synchronni kultivace keratinocytl s riiznymi fibroblasty byly provadény v komercéné
dostupnych systémech transwell insert, které umoziuji kultivaci dvou rliznych typt
buné¢k a jejich vzajemné parakrinni ovliviiovani rozpustnymi faktory, které mohou
volné difundovat pfes mikroporézni membranu insertu (kolagen, polykarbonat,
kolagenem potaZzeny polytetrafluorethtylen). Tato membréna o vyrobcem definované
porozit¢ zcela vyucuje migraci bunék pres ni a tak zamezi pfimému kontaktu
bunécnych populaci (BD Falcon, Franklin Falls, USA).

Kryoprezervace jednotlivych bunéénych kultur byla provadéna v médiu s 10%
dimethylsulfoxidu (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika) v postupné klesajicim
teplotnim gradientu, buniky byly dlouhodobé deponovany v parach tekutého dusiku.
Detekce virové DNA ve zkoumanych stromalnich butikach byla provedena pomoci
polymerdzové fetézcové reakce (PCR) na pfistroji PCR thermocycler PTC 200 (MJ
Research, Inc,Waltham, MA, USA).

Cytogeneticka analyza byla provedena po kultivaci bunék v médiu s obsahem
demekolcinu (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika) po dobu 4 hodin, buiiky byly
nasledné enzymaticky odvolnény, a lyzovany v hypotonickém roztoku KCI a
fixovany v kyselém methanolu. Chromozémy v metafdzi byly obarveny G-/R-
postupem a analyzovany systémem lkaros version 5 (MetaSystems, Altlussheim,
Némecko). Takto bylo monitorovano vzdy 50 bunék.

Ozafovani bunck UV svétlem bylo provedeno pfistrojem light UV 1000 KL
(Waldmann Lichttechnik GmbH & Co.,Villingen-Schwenningen, Némecko) ktery

emituje zafeni o vlnové délce 311 nm (narrow band UV) do davky 1.5 J/m’.
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9.3 Histochemie

Vzorky tkani normalnich i nddorovych byly po odbéru ihned jesté na operacnim sale
upraveny na vhodnou velikost cca. 5 x 5 x Smm a ponofeny do kryoprotektivniho
média Tissue-Tek (Sakkura, Zoeterwoude, Nizozemi). Po 60 minutich, kdy byl
vzorek uloZen pfi teploté +4°C, bylo provedeno rychlé zmraZzeni v tekutém dusiku a
déle byl vznikly blo¢ek uchovan pii teplot¢ -80°C do definitivniho zpracovani.
Zmrazena tkan byla nasledné nakrdjena na kryostatu Cryocut-E (Reichert-Jung,
Viden, Rakousko) na fezy o sile 7 um. Tyto byly pfeneseny na skla s povrchem
modifikovanym poly-L-lysinem (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika).

Ziskané kultury rostouci na krycich sklech byly po opakovaném oplachnuti
v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) rychle usuSeny v laminarné¢ proudicim
vzduchu a uchovavany do definitivniho zpracovani v mrazicim boxu pfi teploté -
20°C. Kultury v Matrigelu byly po odsati kultivatniho média bleskové zmrazeny
v tekutém dusiku a rovnéz uchovavany do definitivniho zpracovani pfi teploté -80°C,
kdy byly nakrdjeny na kryostatu. Pfed vlastnim imunohisto- a cytochemickym
zpracovanim byly vzorky kratce fixovany v paraformaldehydu (2%wl/v
paraformaldehydu v PBS /pH 7.3/) a permeabilizovany za pouziti Triton X-100
(Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 republika). Bylo pouZito metody vicendsobného
znadeni na urovni jedné buiiky (Frotikova et al., 1999). Redéni protilatek pouZitych
ve studiich respektovalo pokyny uvedené vyrobci jednotlivych protilatek.
Nespecifickd vazba protilatek druhého kroku byla blokovana pomoci praseciho séra
(DAKO, Brno, Ceska republika). Po obarveni byl vzorek zamontovan do média
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a hodnoceni vzorkl a
méteni bylo provadéno na fluorescenénim mikroskopu Optiphot-2 (studie I. a II.) a
pozdgji (studie III. az VIIL) Nikon Eclipse 90i (Nikon, Praha, Ceska republika)
vybaveném specifickymi filtry (pro vlnové délky barviv fluorescein isothiocyanat
/FITC/, tetramethylrhodamin isothiocyanat /TRITC/, 4',6'-diamidino-2-phenylindol
dilaktat DAPI) a chlazenou CCD kamerou o vysokém rozliSeni Cool-1300Q
(Vosskiihler, Osnabrick, Némecko). Analyza obrazu a méteni fluorescencnich profili
bylo provadéno pomoci softwarového systému Lucia 3.2 respektive 5.1 (Laboratory
Imaging, Praha, Ceska republika). Vysledky byly hodnoceny Studentovym t- testem.
Specificita imunohistochemické reakce byla ovéfena nahrazenim protilatky prvniho

kroku jinou vdané tkani irelevantni protilatkou. Barveni jaderné DNA bylo
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univerzalné¢ provadénou pomoci DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindol dilaktat,

Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika.).

Piehled pouzitych protilatek:

B, integrin (CD29), mouse antihuman monoclonal ab (Immunotech, Praha, CR).
B-catenin, rabbit antihuman polyclonal ab, (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA)
Cytokeratin, mouse antihuman monoclonal ab, clone LP34 (Dako, Brno, CR)
Epithelial antigen, mouse antihuman monoclonal ab, clone Ber-EP4 (Dako, Brno, CR)
Fibronectin, mouse monoclonal ab, (Sigma Aldrich, Praha, CR)
Galectin-1 non-crossreactive rabbit polyclonal ab, (Abcam, Cambridge, UK)
Galectin-1, non-crossreactive rabbit polyclonal ab, ptipravil H.-J. Gabius a S. André
Galectin-1, mouse monoclonal ab, clone 25C1, (Vector Lab, Burlingame, CA, USA),
Galectin-2 non-crossreactive rabbit polyclonal ab, ptipravil H.-J. Gabius a S. André
Galectin-3 non-crossreactive rabbit antihuman polyclonal ab, ptipravil H.-J. Gabius a S.
André
Galectin-3 non-crossreactive rabbit polyclonal ab, (Abcam, Cambridge, UK)
Galectin-3, mouse monoclonal ab, clone 9C4 (VectorLab., Burlingame, CA, USA),
Galectin-7 non-crossreactive rabbit polyclonal ab, pfipravil H.-J. Gabius a S. André
Galectin-9 non-crossreactive rabbit polyclonal ab, ptipravil H.-J. Gabius a S. André
HMW cytokeratin, mouse antihuman,monoclonal ab, (Dako, Brno, CR)
Keratin 10, mouse antihuman monoclonal ab, clone DE-K10 (Dako, Brno, CR)
Keratin 14 mouse antihuman monoclonal ab, clone CKBI1 (Sigma Aldrich, Praha, CR)
Keratin 19 mouse antihuman monoclonal ab, (clone RCK108 -Dako, Brno, CR,
respektive Sigma-Aldrich, Praha, CR)
Keratin 20, mouse monoclonal ab, (Dako, Brno, CR)
Keratin 5/6, mouse antihuman,monoclonal ab, clone D5/6B4(Dako, Brno, CR)
Keratin 8, , mouse antihuman,monoclonal ab, clone 35H11(Dako, Brno, CR)
Keratin peptide Kp37 (Sigma-Aldrich, Praha, CR.).
Ki67 - mouse antihuman monoclonal ab, clone MIB-1 (Dako, Brno, CR).
Kolagen IV, mouse antihuman monoclonal ab, clone COL94 (SigmaAldrich, Praha, CR)
Nucleostemin, goat antirat polyclonal ab (Neuromics,Bloomington, MN, USA).
PML — mouse antihuman monoclonal ab, (Dako, Brno, CR)
Smogth muscle actin (SMA), mouse antihuman monoclonal ab, clone 1A4(Dako, Brno,
CR)
SNAIL, rabbit antihuman polyclonal ab,clone ab 17732 (Abcam, Cambridge,UK)
Splicing factor SC35 —mouse antihuman monoclonal ab, clone SC-35 (Sigma Aldrich,
Praha, CR)
. Vimentin, mouse antthuman monoclonal ab, clone V9 (Dako, Brno, CR)
Vimentin, rabbit antihuman polyclonal ab, clone ab7783(Abcam, Cambridge, UK)
. Wide spectrum cytokeratin, rabbit antihuman polyclonal ab, clone ab9377 (Abcam,
Cambridge, UK)

Protilatky druhého kroku

. FITC-labeled swine anti-mouse immunoglobulins (AlSeVa, Praha, CR)

. FITC-labeled swine anti-rabbit immunoglobulins (AlSeVa, Praha, CR)

° TRITC-labeled goat anti-mouse immunoglobulins (Sigma Aldrich, Praha, CR)

° TRITC-labeled donkey anti-goat immunoglobulins (Jackson Laboratories, West Grove,
PA, USA)
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9.4 Lektinova histochemie

K detekci vazebnych mist pro jednotlivé galektiny byly pouzity biotinylované
galektiny, které pfipravil H.-J. Gabius a S. André, jako znaceni druhého kroku byl
pouzit ExtrAvidin-TRITC (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika.) Jako test
specifické reakce pii lektinové histochemii byl bud’® vypustén z protokolu

biotinylovany galektin, poptipadé byla provedena inhibice laktdzou.

9.5 Priitokova cytometrie (FACS)

Meéteni byla provadéna na piistroji FACSCalibur (BD Biosciences Immuno-
cytometry Systems, San Jose, CA,USA) na suspenzi enzymaticky odvolnénych
bunék po neutralizaci trypsinu sérovymi proteiny; Analyza vysledkil byla provedena
softwarem Summit V3.3. Build 1024 (DakoCytomation, Fort Collins, CO, USA).

Stanovovany byly nasledujici povrchové znaky:

CD105 (clone NS6), (Dako-Cytomation, Glostrup, Dansko)
CD105, (Dako, Brno,CR)

CD106, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD11b, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CDlIc, (Dako, Bmo,CR)

CD14, (Dako, Brno,CR)

CD166 (Becton Dickinson,Praha, CR),

CD166(clone 3A6(Pharmingen,Erembodegem, Belgie)
CD18, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD19¢ (Chemicon, Temecula,CA, USA)

CD235a, (Dako, Bmo,CR)

CD29 (clone MAR4) (Pharmingen,Erembodegem, Belgie)
CD29, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD34, (Dako, Bmo,CR)

CD44 (clone G44-26) (Pharmingen,Erembodegem, Belgie),
CD44, (Becton Dickinson,Praha, Ceska republika)

CD45 (clone T29/33, (Dako-Cytomation, Glostrup, Dansko)
CD45, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD45, (Dako, Brno,CR)

CD49a, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD49c¢ (Chemicon, Temecula,CA, USA)

CD49d, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD63, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CD71, (Dako, Brno,CR)

CD90 (clone 5E10) (Pharmingen,Erembodegem, Belgie)
CD90, (Becton Dickinson,Praha, CR)

CXCR4 (R&D Systems,Minneapolis, MN, USA)
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HLA-A, B, C (clone W6/32), (Dako-Cytomation, Glostrup, Dansko)
HLA-A, -B,-C (Dako, Brno,CR),

HLA-DR, DP, DQ (clone CR3/43), (Dako-Cytomation, Glostrup, Dansko)
Negativni kontrola: IgG1 (Dako, Brno, CR)

9.6 Statistické hodnoceni klinicko-patologickych parametri

Statistickd analyza klinicko-patologickych parametri ve studii VIII byla provadéna
* testem s vyjimkou hodnoceni Ki-67, tento parametr byl oetfen pomoci Mann-
Whitneyho U testu. Celkové preziti a obdobi bez znamky choroby (disease-free
survival) byly stanoveny standardizovanou metodikou, databdze byla analyzovéana
pomoci Gehan-Wilcoxonova testu. Analyzy byly provadény pomoci softwaru

Statistica 6.0 (StatSoft, Praha, CR).

Detailni popis pouzitych metod je v jednotlivych publikacich tvoficich nedilnou

soucdst této dizertacni prace.
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10. Vysledky jednotlivych praci, diskuze a cita¢ni ohlas (WoS)

I. Dvorankova B, Smetana K Jr., Chovanec M, Lacina L, Stork J, Plzakova
Z, Galovicova M, Gabius HJ: Transient expression of keratin K19 is
induced in originally negative interfollicular epidermal cells by adhesion of
suspended cells. Int. Molec. Med. 2005,16, p. 525-531. (IF 2,090)

Doposud nebyl stanoven vSeobecné akceptovany fenotyp kmenové populace bunék
v epidermis, ktery by byl zaloZen na pfitomnosti jediného znaku. K presnéjsi
charakterizaci ,kmenovosti“ (stemness) téchto bun€k je potifeba v soucasnosti
pouzivat kombinaci n€kolika znakt, coz komplikuje jejich separaci a tim i nasledny
vyzkum a biotechnologické vyuziti.

Nase prace potvrzuje znamé morfologické vlastnosti kandidatni populace (tj. maly
priamér kolem 10 pm) a expresi keratinu K19 v lidské epidermis. 25% keratinocytd,
kter¢ byly pozorovany v oblasti ztlusténi zevni kofenové pochvy (,.bulge*)
vlasovych folikuld, vykazovalo pozitivitu tohoto znaku, zatimco keratinocyty
inferfolikularnich isekt epidermis byly prakticky zcela (99,8%) negativni. Primér
K19 pozitivnich bun¢k ale byl bez ohledu na piivod téchto keratinocyt prakticky
identicky.

K19 pozitivni bunky z oblasti ,,hulge* zarovenn exprimovaly vazebné epitopy pro
galektin-1 v jadrech a byla pozorovana jen nepatrna pozitivita signalu v cytoplazmé.
Naproti tomu v interfolikularnich oblastech buiikky uniformné vykazovaly vazebna
mista pro galektin-1 v cytoplazmé a nebyla detekovana jeho vazebnd pozitivita
v oblasti jadra.

V podminkéach in vitro byly porovnany tyto vysledky zjisténé in situ pro obé
populace keratinocytli. Bylo zjisténo, ze folikuldrni keratinocyty jsou ve velkém
procentu pozitivni na K19 a Ze bunky K19 pozitivni i negativni exprimuji jaderna
vazebna mista pro galektin-1. Pozitivita K19 alesponi ¢asti téchto bunck byla
zachovana v pribehu celé kultivace (168 hodin maximaln¢) stejné jako u vazebnych
mist pro galektin-1. Piekvapivé i1 bunky izolované z interfolikuldrni epidermis,
kterou povazujeme podle popsaného stav in situ za K19 negativni, vykazovaly
v kratkém cCasovém intervalu vysokou pozitivitu K19, tato ale rychle spolecné
s vazebnymi misty pro galektin-1 v jadrech mizela. U bun¢k K19 pozitivnich byly

prokazovany urcité morfologické odlisnosti (burniky byly kulatéjsi a jejich cytoplazma
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byla méné rozprostiend), jejich stanoveny prumér byl vzdy statisticky signifikantné
mensi nez u K19 negativnich bun¢k. Jejich priimér byl srovnatelny s primérem
bun€k vysoce pozitivnich na pfitomnost B; integrinu, které se vyznacovaly vysokou
odolnosti vi¢i anoikis a prezivaly dlouhodobé v neadhezivnim prosttedi (24 hodin
pii37°C).

K posouzeni vlivu senescence v tkanové kultufe byly porovndny fenotypy bunék
Cerstvé izolovanych z tkané¢ a bun€k dlouhodobé kultivovanych in vitro (tj. 1272
hodin). Pozitivita K19 i vazebnych mist pro galektin-1 v jadfe byla zaznamenana ve
zvySené mife i u folikuldrnich keratinocytti (5. pasaz), které byly po 1272 hodinach
enzymaticky odvolnény a bylo jim nasledné¢ dovoleno readherovat. Buiky
interfolikularniho plivodu (7. pasaz) jevily pozitivitu K19 po readhezi, ale vazebna
mista pro galektin-1 byla v jadrech negativni. Rozdil v poctu pasazi je zpisoben
metodou izolace ztkan€. Soucasné bylo u takovych dlouhodobé kultivovanych
bun¢k morfologicky evidentni, Ze jsou narozdil od adherujicich bunék cerstvé
pfipravenych ztkané¢ mnohem vice rozprostiené, jejich primér je vétsi, mnoho
z téchto zejména interfolikularnich bunék jevi vakuolizaci a cytochemicky lze u nich
prokazat i znamky terminalni diferenciace (keratohyalinova granula).

Tato studie demonstruje za pouZziti konvenéni imunohisto- a cytochemie rozsifené o
postupy lektinové histochemie diverzitu ptedpokladané kmenové populace
v epidermis. Byly ovéfeny rozdily mezi fenotypovym profilem folikularnich a
interfolikularnich keratinocytl. Zd4 se, ze tyto poznatky harmonizuji s pfedstavou o
hierarchii kmenovych bun¢k v epidermis. Soucasné je tak ale i demaskovana vyrazna
fenotypova plasticita keratinocytll v zavislosti na zevnich podminkach. Potvrzuje se
tim definitivné, Ze nelze relevantné spoléhat na jednotlivy znak jako na prikaz
kmenovosti. Jednotlivé ukazatele je tfeba vzdy striktné zatim hodnotit v kontextu
dalSich znak a situace, ve které se sledovana bunika nachéazi. Prlikaz vazebnych mist
pro galektin-1 v jadrech kandidatnich bun¢k mize v budoucnosti byt dal$im ze
znakd, ktery zptesiiuje nase poznatky o diferencianich pochodech v epidermis, i
kdyz tento jev sam o sobé vyzaduje do budoucna bliz§i objasnéni. Sam fakt, Ze
vnavaznosti na zevni stimul (odvolnéni a readheze) dokdzi keratinocyty ve
vyznamném procentu projit nejspiSe urCitymi zménami svého diferenciacniho
programu, které jsou ve svém vysledku fenotypicky zjistitelné, je dilezitym
poznatkem s potencidlnim terapeutickym dopadem zejména na problematiku hojeni

ran a technologii ptipravy koZnich néhrad.
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Tato prace byla citovana podle Web of Science (mimo autocitace):

a) Klima, J. etal., Folia Biol. 53, 33-36, 2007
b) Motlik, J. et al., Theriogenol. 67, 105-111, 2007
c) Schlabe, J. et al., Burns 34, 376-384, 2008

II. Lacina L, Plzakova Z, Smetana K Jr., Stork J, Kaltner H, André S:
Glycophenotype of Psoriatic Skin. Folia Biologica, (Praha) 2006 ,52, p. 10-
15. (IF 0.387)

Psoriasis vulgaris je jednou z nejvyznamnéjSich koznich chorob. Pies jeji znacné
roz$ifeni ziistava jeji etiologie a mnoho z patogenetickych mechanizmti neznamo, ¢i
objasnéno jen kuse. Nasim cilem bylo srovnat strukturu normalni tkané¢ a tkané
z psoriatického loZiska a pfipadné odchylky blize popsat 1 za uZziti lektinové
histochemie.

V nasi studii nebyl nalezen rozdil mezi distribuci keratini K-10 a Kp37 v normalni
epidermis a ve vzorcich z psoriatickych 1ézi. K-10 byl detekovan suprabazaln¢,
zatimco Kp37 ve stratum basale. V obou typech vzorki byla také shodné
zaznamenana v cytoplazm¢ pozitivita galektinu-7 s maximem v oblasti stratum
corneum. Vazebna mista pro galektin-7 nebyla zastiZzena.

Galektin-1 nebyl prokazan ani v normalni ani psoriatické epidermis, ale ve vzorcich
z psoriatickych lozZisek byla zjiSténa velmi vyraznd pozitivita tohoto galektinu
extracelularné v dermis. Vyrazny byl i rozdil v expresi galektinu-3, v normalni
epidermis je exprimovan suprabazalng, u psoriazy nebyl detekovan viibec.

Dale byly zkoumany i reaktivni epitopy pro endogenni lektiny. Vazebna mista pro
galektin-1 byla pozorovana v normdlni epidermis, v psoriatické epidermis zcela
chybéla. Vazebna mista pro galektin-3 byla pfitomna u obou typl vzorkd, nejvice
jich bylo v hyperkeratézach prekryvajicich psoriaticka loziska. Mnoho vazebnych
mist pro galektin-3, stejn¢ jako samotny tento galektin, rovnéZz exprimuji endotelové
bunky v dermis psoriatickych loZisek, toto zjiSténi povaZujeme za dikaz aktivace
endotelu v prib¢hu vzniku a rozvoje psoriatické diatézy. Proliferujici keratinocyty

byly vnormalni epidermis pifitomny ve stratum basale, v psoriatické epidermis i
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suprabazalné. Tyto buiiky vSak nebyly podle ocekavani rozpoznavany galektinem-3,
coz je ve shod¢ se starSimi pracemi (Plzék et al., 2001, Holikova et al., 2002).

Byly tedy prokazany vyznamné rozdily mezi expresi endogennich lektinti a jejich
reaktivnich glykoligandl v patologické tkani psoriatického loziska ve srovnani s
normalni epidermis. Tyto poznatky déle zpfesiiuji pfedstavu o strukturni podstaté
patologickych zmén zejména s ohledem na aberantni glykosylaci u této b&zné
choroby a dale upozoriiuji na moZznosti jejiho sledovani pomoci lektinové

histochemie.

Tato prace byla citovana podle Web of Science (mimo autocitace):
a) Cada Z. et al.,: Anticancer Res. 27: 3279-3284, 2007
b) Klima J. et al.,: Folia Biol. 53: 33-36, 2007

II. Lacina L, Smetana K Jr., Dvoiankova B, Stork J, Plzakova Z, Gabius HJ:
Immunocyto- and histochemical profiling of nucleostemin expression:
Marker of epidermal stem cells? J Dermatol Sci, 2006, 44(2), p. 73-80. (IF
2.636)

NaSe predchozi prace mapujici znaky kmenovosti vepidermis a jejich
ovlivnitelnost environmentalnimi faktory znovu dokladovala, Ze je stile nutné
definovat fenotyp ptfedpokladané kmenové populace pomoci souboru znakd.
V soudobé literatuie byl diskutovan vyznam nukleosteminu, proteinu vaziciho se
na GTP a interagujiciho s p53 a jeho piesuni mezi jadérkem a nukleoplazmou.
Tento protein byl popsan u kmenovych bun¢k kostni dfené a nervové tkané a u
n¢kterych nadort (Tsai a McKay 2002 a 2005). Jeho exprese v epidermis a jeji
vztah ke kmenové populaci byla doposud nezndma.

V nasi studii byla detekovana ptitomnost nukleosteminu nejen podle piredpoklada
ve stratum basale, ale i v suprabazalnich vrstvach, kde signdl kolokalizoval i
sexpresi keratinu 10, markeru termindlné¢ diferencovanych keratinocyti.
Nukleostemin byl prokazan bez ohledu na proliferani stav bunky, coz bylo
hodnoceno koexpresi proliferaéniho znaku Ki-67.

In vitro jsme testovali pfitomnost nukleosteminu ve folikularnich 1
interfolikularnich keratinocytech. V ptipad¢ interfolikularnich keratinocyti byl
nukleostemin zji$tén jen velmi malo ¢i byl zcela negativni bez ohledu na to, zda

tyto keratinocyty byly kultivovany samostatné, ¢i spolu s buitkami podptrnymi
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(mysi fibroblasty linie 3T3). U keratinocytl folikularnich byla dobfie
znéazornitelna ptitomnost nukleosteminu v nukleolech, tento stav byl ale zavisly
na pfitomnosti podptrnych bunck. Bez nich nukleostemin exprimovan nebyl. Ve
vSech ptipadech bez ohledu na expresi nukleosteminu byly populace keratinocytt
dobfte vitalni a dochézelo k proliferaci, coz bylo opét hodnoceno ptitomnosti Ki-
67. Dale byla hodnocena koexprese nukleosteminu s K19, kdy az 2/3
folikuldrnich keratinocyt vykazovaly fenotyp K19 /nukleostemin’, zatimco
interfolikularni K19 pozitivni keratinocyty in vitro byly nukleostemin negativni.
Rozdily mezi obéma populacemi keratinocyti byly shledany 1 v expresi
endogennich lektind, u nukleostemin pozitivnich folikularnich keratinocytii byl
soucasn¢ v jadfe pfitomen 1 galektin-1, zatimco u interfolikularnich nukleostemin
pozitivnich bunék nebyl tento galektin v jadfe pfitomen. Galektiny -3 a -9 nebyly
v jadrech detekovany vibec, oba byly ale pfitomny v cytoplazmé, kde intenzita
signalu pro galektin-9 byla silngjsi.

Dale jsme pozorovali nukleostemin i za vybranych patologickych situaci. Hojné
byl pfitomen v nddorovych bunkach bazocelularniho karcinomu, kde byla
intenzita signalu v porovnani s normalni epidermis siln¢j$i. Dale jsme testovali
ptitomnost nukleosteminu u nadorové linie FaDu, kde byl nalezen v 93%
spolecné s galektinem-1 v jadie. Postupem doby kultivace jadernd exprese
galektinu-1 klesala, zatimco exprese nukleosteminu byla beze zmény.

Zavérem lze konstatovat, Ze nukleostemin nepifedstavuje v epidermis in situ
jednozna¢ny marker kmenovosti, protoze je pfitomen i v subrabazalnich vrstvach
v bunikdach K10 pozitivnich. Zda se ale, Ze zejména in vitro je ale pfitomnost
nukleosteminu indikatorem urcitého proliferacniho/diferenciacniho stavu. Jeho

funkéni vyznam musi byt jesté specifikovan.

Tato prace byla citovana podle Web of Science (mimo autocitace):
a) Cada Z et al.,: Anticancer Res. 27: 3279-3284, 2007

b) Klima J et al.,: Folia Biol. 53: 33-36, 2007

c) Jafarnejad SM et al.,: Cell Prolif. 41: 28-35, 2008

d) Siddiqui S et al.,: Circulation Res 103: 89-97, 2008
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IV. Lacina L, Smetana K Jr, Dvoiankova B, Pytlik R, Kideryova L, Kucerova
L, Plzikova Z, Stork J, Gabius HJ, André S: Stromal fibroblasts from
basal cell carcinoma affect phenotype of normal keratinocytes. Brit J
Dermatol 2007, 156: p. 819-829. (IF 3.503)

Dlouhodobé studium keratinocytli umoznilo porovnéni jejich in situ stanoveného
fenotypu s fenotypem stanovenym in vitro. Toto srovnani primarné vychazelo ze
sledovani procesti hojeni a potieby kultivace a expanze keratinocytl riznymi
zpisoby in vitro zejména pro terapeutické ucely (Dvofankova 1996). Pozdé&jsi snahy
o modelovani patologickych situaci v epidermis byly umoZnény na zakladé
modifikaci této zakladni propracované metodiky.

Inicidlné byly sledovany a porovnavany kokultutry nékolika linii fibroblastl a
normalnich interfolikuldrnich keratinocyti. Kromé standardné pouzivané podptrné
mysi fibroblastové linie 3T3 byly jako podpiirné bunky pouzity i fibroblasty linie
LEP;9, normalni dermdlni fibroblasty a fibroblasty ziskané ze stromatu lidského
bazocelularniho karcinomu. Jiz pii kultivaci byla patrna vyrazné¢ vyssi tvorba
extracelularni matrix v piipadé, ze byly jako podplirné buiniky pouzity posledné
jmenované fibroblasty. Imunohistochemicky byl v této mezibunééné hmot€ masivné
prokézan galektin-1, coz je v dobrém souladu s pozorovanim na fezech nadory.
V ostatnich kokulturach (LEP;9, 3T3, dermalni fibroblasty) byla produkce
extracelularni matrix bohaté na galektin-1 jen mala, ¢i Zadna.

Keratinocyty bez ohledu na typ podplrnych fibroblasti exprimovaly inicidlné (tedy
kratce po adhezi, tj. do 48 hodin) uniformné jako marker stratum basale keratin K14
a keratin K19. Vyrazné odlisnosti byly ale detekovatelné jiz po 5 dnech spolecné
kultivace. Keratinocyty na standardnich podpiirnych buitkdch 3T3 a stejné tak na
LEP;9 a normalnich lidskych dermalnich fibroblastech tvoftily velké kompaktni
kolonie, zatim co bunky kokultivované se stromdlnimi fibroblasty tvofily jen malé
kolonie disperzniho charakteru. Ve shod¢ s nasi ptedchozi praci byla po 5 dnech od
adheze populace keratinocytli negativni pifi barveni na keratin K19, pouze
v kokultute se stroméalnimi fibroblasty byla udrzena pozitivita K19. Déle byl pouze
v tomto typu kokultury v keratinocytech detekovan vyrazné nucleostemin a Ber-EP4
1 jadernd vazebnd mista pro galektin-1, coz opét odpovida situaci v Cepech
bazocelularniho karcinomu. VSechny keratinocyty rostouci na stromalnich buinikach

vykazovaly 1 po 5 dnech pozitivitu K14, zatim co u jinych typt fibroblasti byla

48



omezena jen na periferii kolonie, kterd simuluje situaci ptfi dermoepidermalni junkci
in situ. Samotnda populace stromalnich fibroblastl vykazovala inicidlné pozitivitu pii
barveni na vimentin a ¢astecné i na SMA (smooth muscle actin), dlouhodobé udrzeni
téchto bun€k v kultute bylo doprovazeno udrZzenim biologické aktivity vic¢i
keratinocytliim, avSak zaznamenali jsme 1 ztratu nékterych tinkEnich vlastnosti a
zaroven byly detekovany v téchto pozdéjsich pasazich cytogenetické odchylky.

K urceni, zda jsou kokultivaci navozené odchylky od normélniho fenotypu zavislé na
pfimém kontaktu dvou bunéénych populaci, tedy na pfimé epitelo-mezenchymové
interakci, jsme provedli kultivaci v systému, ve kterém jsou ob€ populace
separovany mikropor6zni membranou, kterd umoziiuje vyménu biologicky aktivnich
molekul (napt. ristovych faktord), neumoziiuje vSak prichod bunék. Touto
synchronni kultivaci bylo zjisténo, Ze i v tomto systému je v keratinocytech po 5
dnech detekovatelny K19 a nukleostemin. DalS§im krokem bylo ovéfeni vysledkl
kultivaci keratinocytii ve filtratu média, ve kterém nejdiive rostly buiiky stromalni.
Touto metachronni kultivaci ale nebylo dosazeno analogické zmény fenotypu
keratinocytu.

Zda se, ze podstatou zjisténych odchylek je rozdilna produkce solubilnich biologicky
aktivnich latek o predpoklddané nizké koncentraci. Na zdkladé takového
parakrinniho piisobeni stromdlnich bun¢k tedy bylo dosazeno zmény fenotypu
normalnich interfolikularnich keratinocytii, jejichz vysledny fenotyp pifipominal
v nékterych rysech epitelovou komponentu nadoru, ze kterého byly stromalni bunky
ziskany. V nékterych rysech pfipominal i kmenové buinky epidermis. Vyrazna
produkce extracelularni matrix bohaté na galektin-1 a jeji funkéni konsekvence
nejsou pies svou zajimavost doposud objasnény. Je zjevné, ze interakce mezi
epitelem a mezenchymem sehravé dilezitou roli v morfogenezi nejen za normalnich

stavil, ale 1 v patologickych situacich jako jsou nadory.
Tato prace byla citovana podle Web of Science (mimo autocitace):

a) Cada Z et al.,Anticancer Res. 27: 3279-3284, 2007
b) Siddiqui S et al.,: Circulation Res 103: 89-97, 2008

49



V. Lacina L, Dvoiankova B, Smetana K Jr, Chovanec M, Plzak J, Tachezy R,
Kideryova L, Kuéerova L, Cada Z, Boudek J, Kodet R, André S, Gabius
HJ: Marker profiling of normal keratinocytes identifies the stroma from
squamous cell carcinoma of the oral cavity as a modulatory
microenvironment in co-culture. Int Radiation Biol, 2007,83: p. 837-848,
(IF 1.468)

Diive vysloveny pfedpoklad o vyznamu interakce mezi epitelem a okolnim
mezenchymem v pribéhu maligniho onemocnéni byl vtéto praci testovan na
ptikladu spinocelularniho karcinomu z oblasti hlavy a krku.

Izolované stromalni fibroblasty byly vimentin pozitivni, vyznacovaly se normalnim
karyotypem, vyraznou proliferacni potenci (Ki-67 cca v 1/3 buné€k), soucasné ¢ast
téchto fibroblastli exprimovala v nukleolech nukleostemin (bez ohledu na Ki-67
pozitivitu). Tyto bunky byly uniformné (podle ocekavani) negativni pfi barveni na
cytokeratiny. Vzhledem k tomu, Ze je velka ¢ast karcinomi hlavy a krku asociovdna
s HPV infekci, byla provedena piisluSnd screeningova detekce s negativnim
vysledkem. Byla zaznamenédna exprese galektinu-1 v cytoplazmé téchto stromalnich
bunék, stejné tak byl tento galektin masivné pfitomen v jimi tvofené extracelularni
matrix. Soucasn¢ byla detekovdna vazebnd mista pro galektin-1 nejen v jadrech
téchto fibroblastl, ale i v nadorovém epitelu, ktery byly paralelné¢ izolovan ze
vzorklli nadoru. Zminéné keratinocyty dale exprimovaly keratin K8, tedy
intermedidrni filamenta, kterd se normalné¢ vyskytuji vtomto epitelu pouze
prenatalné a postnatalné jsou pfitomné pouze v n€kterych agresivnich nadorech. Tyto
poznatky byly v souhlasu s fenotypem stanovenym in situ pii histochemickém
vySetieni resekovaného tumoru.

Takto charakterizované stromdlni fibroblasty jsme pouzili v pfimé kokultute at’ jiz ve
dvourozmérné na podloznich sklech, ¢i ve prostorové v Matrigelu s analogickymi
vysledky. Ve dvourozmérnych kulturach byl markantni rozdil jiz v morfologii
kolonii kokultivovanych normalnich interfolikularnich humaénnich keratinocyta.
Zatimco na konvencné uzivanych podplrnych bunikach nabyvaly tyto kolonie bézné
kompaktni, dobfe ohrani¢ené, morfologie, v pokusu se stromalnimi fibroblasty
vykazovaly keratinocyty atypickou morfologii s mnoha vyb&zky a vznikajici kolonie

byly difuzni a neostie ohrani¢ené. Stanoveny fenotyp téchto keratinocyti byl
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atypicky, dtlezitou odchylkou byly zejména pozitivita K8, tento znak byl
exprimovan markantné na hranicich kolonii, tento distribuéni vzorec asocioval
nadorovou ,jnvazni frontu* in situ. Tumor, znéhoz jsme stromalni fibroblasty
ptipravili, patfil rovnéz ke K8 pozitivnim nadorim. K8 pozitivni keratinocyty
v experimentu obsahovaly rovnéZ velka nukleostemin pozitivni jadérka. Tento znak
byl ale zavisly na proliferacnim stavu stromalnich bunék. Pokud byly keratinocyty
kultivovany spolecné s plné vitdlnimi stromdlnimi fibroblasty, pak v nich bylo
mozno detekovat pozitivitu nukleosteminu. V pfipadé, Ze byly stromalni bunky
oSetteny Mitomycinem C, tedy latkou, ktera zastavi jejich proliferaci, pak nebylo
mozno nukleostemin v nukleolech keratinocytl znazornit. Normalni keratinocyty
soucasné¢ vtomto typu kokultury dlouhodobé exprimovaly i K19. Déle byl
pozorovan presun [-cateninu zasociace s cytoplazmatickou membranou do
cytoplazmy a do jadra.

Ptitomnost keratini byla vtomto typu kokultury soucasné¢ zndzornéna i v
keratinocytech paraleln¢ s expresi vimentinu. Tento ponékud kuridzni fenotyp
povazujeme za projev epitelo-mezenchymového prechodu in vitro. Dalsim dikazem,
ktery podporuje tuto hypotézu, je piitomnost transkripéniho faktoru Snail v jadrech
téchto bunék.

Zavislost vySe popsanych fenotypovych zmén normalnich interfolikuldrnich
keratinocytli na pfimém kontaktu se stromalnimi fibroblasty byla testovana separaci
obou populaci mikropordzni membranou v inzertovych systémech. V této synchronni
kokultute bylo dosazeno opét pozitivity keratinti 8 a 19 a nukleosteminu. Opét byla
zaznamenana v keratinocytech i koexprese keratinl s vimentinem. Keratinocyty pod
vlivem filtrovaného média obohacen¢ho o predpokladané solubilni faktory
(metachronni kultivace) exprimovaly K8 a vimentin. K19 a nukleostemin byly
v tomto experimentu negativni.

Vzhledem ke stale nejasnému ptivodu stromalnich bun¢k a ndmi in vitro sledovaného
epitelo-mezenchymového pfechodu jsme vystavili stromdlni buniky pisobeni
prodiferencia¢niho cinidla butyratu sodného. Pfedpoklddana fenotypova zmeéna
smérem k vyraznému zastoupeni bun¢k s epitelovym fenotypem ale nebyla dosazena.
Paraleln¢ provadény pokus s implantaci etablované nadorové linie FaDu
imunodeficientni mysSi rovnéz neprokazal novotvorbu stromdlnich fibroblast
z transplantované Cist€ epitelové populace. Stroma vznikajici v markantné rostoucich

tumorech bylo u recipienta tvofeno jeho vlastnimi fibroblasty, coz se podatilo
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prokazat specifickou monoklonélni protildtkou proti vimentinu (Dako clone V9),
ktera je schopna jemné& diskriminovat lidsky a my$i antigen.

V zavéru lze konstatovat, Ze byl in vitro demonstrovan nepochybny biologicky
ucinek stromalnich bunék, ktery je zprostfedkovan pomoci solubilnich biologicky
aktivnich faktor@. Jejich presna (genova a proteomickd) analyza je naSim dalSim
ukolem. Lze vSak jiz v tomto stddiu opravnéné uvazovat o vyznamu téchto vztahi
v prabéhu vzniku a rozvoje malignich onemocnéni. Predpokladame, ze 1ze uvazovat
o stromdlnich fibroblastech jako o vysoce aktivnim ucastnikovi malignich
nadorovych procest, ktery byl vsoucasnych terapeutickych schématech znaéné
opomijen. Nezanedbatelny je zejména jejich piispévek k tvorbé specifického
mikroprostfedi (niche), které muize byt rozhodujicim faktorem komplikujicim u
pacient eradikaci nadorové bunécné populace. Udrzeni nckterych charakteristik
kmenovych buné€k, zejména urcité schopnosti sebeobnovy, mize byt faktorem, ktery
umoziuje nadorovym buiikdm unikat konvenénim onkologickym terapeutickym

postuptim a ptispivat tak k dalsi progresi nadorového onemocnéni.

VI. Smetana K Jr, Dvoirankova B, Lacina L, Cada Z, Vonka V. Human hair
follicle and interfollicular keratinocyte reactivity to mouse HPV16-
transformed cells: An in vitro study. Oncol Rep, 2008, 20(1), p.75-80. (IF
1.597)

Otazka plivodu stromalnich fibroblastli, kterd byla diskutovéana jiz v ivodni ¢asti,
zistava stale definitivné nevyfeSena. Vzhledem k nami jiz dfive pozorovanym
zménam fenotypu normadlnich keratinocytli rostoucich pod vlivem nadorovych
stromalnich bun¢k (viz Vysledky a diskuse u pfedchozich dvou publikaci) se jako
neopomenutelnd hypotéza jevi moznost vzniku nadorového stromatu piimo
z geneticky alterovanych bunék epitelu mechanismem epitelo-mezenchymového
ptechodu.

Tento jev jen téZko pozorovatelny in vivo a jen velmi obtizné cilené¢ modelovatelny
in vitro musi nutné vyustit ve vznik dvou sice morfologicky odliSnych populaci
(nddorovy parenchym versus nadorové stroma). Zakladni sada genetickych alteraci
musi ale vtomto piipadé byt sdilena obéma populacemi a piipadnad geneticka

diverzita je tak jen druhotna.
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Jestlize jsou néktera naddorova onemocnéni pevné asociovana s infekci onkogennimi
viry véetné HPV, pak toto pravidlo musi platit i pro vysledné genetické zmény
stromatu, pokud vzniklo epitelo-mesenchymovym ptechodem.

Bunéénd linie TC-1 byla zvolena jako model tohoto procesu. Byla totiz cilené
piipravena transformaci epitelovych bunck (mysi kmen C57BL/6) pomoci onkogent
HPV 16 E6/E7 a aktivovaného H-ras. Tyto buiiky byly pouzity jako podpiirna
populace pro rast normalnich humannich folikularnich a interfolikularnich
keratinocytl in vitro. Pro srovnani byly pouzity kultury, kde podpiirné bunky
pfedstavovaly burky linie 3T3 rovnéZ mysiho piivodu.

JiZ pozorovani tvaru kolonii ukdzalo prvni rozdily, oba typy normalnich keratinocyti
pod vlivem TC-1 netvofily klasické ploché, dobfe demarkované kolonie jako na
kontrolnich podplrnych buiikdch 3T3, ale vznikaly polokulovité, misty az
papilomatozné vybézkaté kolonie. Keratinocyty obou typll byly v téchto kulturach
velmi malé, jejich hranice byly ale jen obtizn€ odliSitelné, Caste¢né¢ i1 dilem
prostorového uspotadani kolonii. Méfitelnym parametrem byla tedy jen plocha jejich
jadra po obarveni barvivem 4',6'-diamidino-2-phenylindol dilaktat (DAPI). Zmétené
parametry byly srovnatelné s plochou jader rychle adherujicich keratinocytt (tj. na
integriny bohatych, tedy nesoucich nékteré znaky kmenovych bun¢k). Po separaci
TC-1 bunék v kokultute mikropor6zni membranou byly markantni prvni rozdily
mezi témito typy keratinocytil, interfolikuldrni keratinocyty tvofily velké kolonie,
zatimco folikularni keratinocyty tvofily kolonie mnohem mensi.
Imunohistochemicky byly opét pozorovany zésadni rozdily proti kontrolnim
kokulturam s 3T3 feederem. Keratinocyty kokultivované s TC-1 vykazovaly témét
uniformné pozitivitu K8 a K19, ale navic masivné, tj. ve vice nez 50% bunek, i
koexpresi keratinu spolu s vimentinem. Tento fenotyp byl ovéfen i po separaci
mikroporézni membranou a i po oSetfeni TC-1 Mitomycinem C se stejnymi
vysledky. V malém procentu (tj. pod 5%) byly v kokulturach keratinocyti a TC-1
pfitomny i obrovské bunky s monstréznimi jadry rovnéz koexprimujici keratiny s
vimentinem. Nukleostemin byl detekovan prakticky ve vSech keratinocytech
kokultivovanych s TC-1, na 3T3 podpirnych builkkdch byl u interfolikularnich
keratinocytli nukleostemin negativni a u folikularnich pozitivni jen v men$im
zlomku.

ey e

stromalnich bunék a jejich zasadni vliv na morfogenetické pochody za patologickych
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situaci. Presto, Ze byly pouZzity modifikované builky mySiho plivodu a normalni
lidské keratinocyty, povazujeme tento model za relevantni pro porozuméni
malignimu procesu v mnoha ohledech, protoze biologicky aktivni faktory
zodpovédné za popsané zmény nejsou nejspiSe druhové specifické a lze na né

pohliZet do jisté miry jako na univerzalni.

VII. Dvorankova B, Lacina L, Smetana K Jr, Lensch M, Manning JC, André S,
Gabius HJ. Human galectin-2: nuclear presence in vitro and its
modulation by quiescence/stress factors. Histol Histopathol, 2008, 23(2), p.
167-78. (IF 2.007)

Galektin-2 z podskupiny ,,prototype®, ktery se vyznacuje tvorbou homodimerti a
vyraznou sekvenéni piibuznosti ke galektinu-1, byl ddvan do souvislosti s celou
fadou biologickych dé&i. Chybély vSak piesngj$i poznatky o jeho distribuci
v jednotlivych bunéénych kompartmentech. Nasim cilem tedy bylo porovnani jeho
jaderné/cytoplazmatické distribuce v riznych bunéénych kulturdch fibroblasti in
vitro a porovnani zjiSténého profilu s jiz dfive stanovenymi profily pro galektin-1 a
galektin-3.

V zakladnim screeningu byly testovany normalni lidské dermalni fibroblasty a
keratinocyty, déle i etablované humanni fibroblastové linie LEP,9, mysi fibroblastova
linie 3T3. Paralelné¢ byly testovany fibroblasty izolované ze stromatu huménnich
nadorii (bazocelularni karcinom) a epitelovd nadorovéa linie FaDu izolovand ze
spinocelularniho karcinomu hypofaryngu. Dale jsme testovali 1 prikaz galektinu-1 a
galektinu-2 v pivodné negativnich buikdch HCT-15 (linie karcinomu tlustého
stfeva) po jejich transfekci piisluSnymi vektory.

V transfekovanych bunikach HCT-15 byl zaznamenan signal pro galektin-2 v jadrech
1 cytoplazmé. Dale jsme zaznamenali pozitivitu jen v jadrech nékterych fibroblast
linie 3T3. Tento pozitivni signal byl v nukleoplazmé nehomogenné distribuovan a
vytvarel striktné extranukleolarné granuldrni maxima. V kulturdch ve stadiu pied
dosazenim konfluence byla zastizena podobna distribuce signalu galektinu-1 a
galektinu-2 v jadrech, galektin-3 nebyl zastizen vibec. Pocate¢ni prekryv signdlu
mohl svéd¢it pro imunocytochemickou nespecifitu signalu téchto sekvencné

homolognich galektini, v dobé dosazeni konfluence (5 dni od nasazeni kultury) vSak
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ve shod¢ s diive zjiSt€énymi poznatky signal galektinu-1 vymizel a ptetrvaval jen
signal pro galektin-2.

Vzhledem ke znamé zavislosti mezi zevnimi podminkami (sérovd deplece
v kultivaénim médiu) a vymizenim galektinu-3 v jadfe (Moutsatsos et al., 1987) byla
testovana obdobnym zpiisobem i senzitivita galektinu-2 k zevnim stimulim. Sérova
deplece vedla ke kvalitativnim 1 kvantitativnim zméndm, byla zjiSt€na pfitomnost
galektinu-2 i v jadrech fibroblasti LEP;9 a dermalnich fibroblasti. Obdobnych
vysledkll bylo dosazeno po ozateni UV paprsky, stejné jako po vystaveni bunck
ucinkim Mitomycinu C. Interfolikularni keratinocyty nevykazovaly v jadrech
pfitomnost galektinu-2 ani pfed ani po vystaveni témto fyzikdlnim, ¢i chemickym
vlivim. Zajimavy byl ale jejich vliv na fibroblasty riznych linii, které byly pouzity
jako podplrna populace (feeder) v kokultuie s keratinocyty. Pouhé zavedeni této
kokultury vedlo u linie LEP;9 k objeveni galektinu-2 v jadte, zatimco u podptirnych
bunék standardné oSettenych mitomycinem C byl v kokultufe zaznamenan pokles
intenzity signalu pro galektin-2. Tento poznatek je dalSim pfikladem interakce mezi
epitelem a mezenchymem v pribéhu morfogenetickych pochodt. Stromélni bunky
z Casnych pasdzi byly vici vyse uvedenym moznostem stimulace rezistentni.

Pii patrani po roli galektinu-2 v jednotlivych bunécnych kompartmentech jsme
vyuzili metody dvojitého znaceni a ptipadné kolokalizace s jinymi znaky znamé
funkce. Na zdklad¢ stanoveného profilu fluorescen¢niho signalu bylo prokazano, Ze
galektin-2 je lokalizovan v interchromatinovych prostorech. Pfipadna vazba na DNA,
¢i RNA byla testovana digesci pfisluSnymi enzymy, pfi¢emz pouze oSetfeni RNazou
vedlo 1 k vymizeni signalu. Imunofluorescenéni vzorec distribuce galektinu
poukazoval na moznost, Ze galektin-2 bude pfitomen v nékterém z typl jadernych
télisek. Tyto struktury déale uc¢inné kompartmentalizuji prostor uvnitf jadra a
umoziuji tak vyznamné zvySit ucinnost interakci napiiklad nékterych regulacnich
proteini. Mezi nejcastéji studované struktury tohoto typu byvaji fazena Cajalova
téliska, splicing specles a PML téliska (PML bodies — Promyelocytic Leukemia
Nuclear Bodies). Signal pro galektin-2 nekolokalizoval se signalem SC35, coz svéd¢i
pro fakt, Ze na rozdil od jinych galektinii se pravdépodobné galektin-2 neucastni
sestfihu RNA. Naopak kolokalizace s proteinem PML pfipousti uvahu o jeho mozné
roli v tomto typu jaderného téliska.

Regula¢ni mechanismy probihajici uvnitt bunééného jadra casto zahrnuji formaci a

eventudlng strukturni modifikaci trojrozmérnych komplext tvofenych riznymi
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proteiny interagujicimi s nukleovymi kyselinami. Dynamicka modifikace téchto
komplexti ptredstavuje rychly zplsob, jakym mohou byt regulovany pochody jako
reakce na exogenni, ¢i endogenni stresovy stimul prostfednictvim regulace genové
exprese, diferenciace, apoptdzy (Zimber et al., 2004).

PML téliska jsou proteinové struktury uvnitf bunééného jadra, které dosahuji
velikosti v rozmezi 0,3 — 1,0 um. Primérné se v jadie vyskytuje 10 takovych télisek,
odtud také bylo odvozeno jejich alternativni znaceni ND10 (nuclear domain 10),
kdyz jejich pocet ve skutecnosti mize kolisat mezi 5 a 30 télisky na jedno jadro.
Poprvé tato téliska byla vizualizovana pomoci autoprotilatek ze séra pacientl trpicich
primarni bilidrni cirh6zou. Nésledné byla tato téliska popsdna i1 u jinych
patologickych stavill, jejich nejcastéjsi oznaCeni (PML NB) je odvozeno z jejich
vyskytu u pacientd trpicich akutni promyelocytarni leukémii. U tohoto onemocnéni
krvetvorby dochézi ke genové translokaci za vzniku fizniho proteinu (PML-RAR),
ktery vznikd na zéklad¢ fuze genu pro PML protein a genu proteinu receptoru
kyseliny retinové (RAR-a). Tato téliska byla nésledné nalézana pravé u pacientii
trpicich akutni promyelocytarni leukémii a byla oznaCovana jako Promyelocytic
Leukemia Oncogenic Domains (PODs). Dal§im synonymem uzivanym pro PML NB
jsou Kremerova téliska.

PML téliska jsou zastihovana v interchromatinovém prostoru, nejsou asociovana
s DNA a v jejich centru neni pfitomna ani RNA. Nové syntezitovand RNA mtiZe byt
zastizena v jejich periferii (Boisvert et al., 2000).

Je znamo, ze dominantnim proteinem podilejicim se na stavbé téchto télisek je jiz
vyse zminény PML protein. Celkové bylo doposud popsano vice nez 40 proteind,
které byly zastizeny v PML téliscich. Cést z nich patii do vétsi skupiny takzvanych

13

RING proteinti, které se vyznacuji doménou typu ,,zinc finger “ a jsou schopny
regulovat transkripci a uplatiiovat se pifi zachovani genomové stability (Dellaire a
Bazett-Jones, 2004).

Ptesto, Ze biologicky vyznam PML neni plné objasnén, lze povazovat za prokazané,
ze tyto dynamické struktury slouzi jako kompartmenty, ve kterych dochéazi ke
shromazd'ovani a Upraveé dilezitych regulacnich faktorti. Tyto faktory mohou ve
vhodnych situacich opoustét rezervoar (PML téliska) pii odpovedi na zevni stresové
stimuly jako je UV zéfeni, alkylacni Cinidla, ionty téZkych kovi, virova infekce ¢i

jiné posSkozeni. Nami dokumentovany stav po ozafeni UV paprsky, kdy byl v okoli
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PML téliska detekovan signal pro galektin-2 z né&j vystupujici, ¢i do néj vstupuyjici,
je v dobrém souladu s timto pfedpokladem.

Lze tedy shrnout, Ze stimulace exogennim stresem je provdzena piitomnosti
galektinu-2 v jadie sledovanych bunék. Byla tedy poprvé popsana in vitro jeho
ptitomnost v jadie. Déle bylo prioritné prokazéano, Ze signal galektinu-2 kolokalizuje
v oblasti PML jadernych télisek. Jeho pfesnd role v bunééném jadie ale neni dosud

znama.

VIII. Cada Z, Chovanec M, Smetana K Jr., Betka J, Lacina L, Plzak J, Kodet R,
Stork J, Lensch M, Kaltner H, André S, Gabius HJ. Galectin-7: Will the
lectin’s activity establish clinical correlations in head and neck squamous

and basal cell carcinomas? Histol Histopathol, 2008.(in press). (IF 2.007)

Funkéni diverzita jednotlivych ¢lent rodiny galektinii a jejich ucast v pro- ¢i proti-
nadorovych procesech zakladd opravnénou otazku, zda mohou byt i1 dalsi galektiny
se svoji schopnosti odliSeni aberantni glykosylace , ktera je velmi u nddorovych
stavll béznd, vyuZity stejné jako galektin-3 v diagnostické patologii jako prediktivni
znak (Plzak et al.,2004).
Homodimericky prototype galektin-7 detekovany polyklonalni (zkiizené nereagujici)
protilatkou byl zastizen ve vSech vrstvach normalni huméanni epidermis a sliznic
dutiny Ustni, hltanu i hrtanu (celkem n=57). Galektin-7 byl zastiZen jak v jadrech
(nejvice v nukleolech), tak 1 v cytoplazmé. Toto pozorovani opét rozsitilo a potvrdilo
poznatky o pfitomnosti galektinti v jadrech.
Galektin-7 naopak nebyl detekovan v ¢epech bazocelularniho karcinomu (n=10), coz
bylo v ostrém kontrastu s pozitivitou okolni epidermis.
Ve spinocelularnich karcinomech (at’ jiz primarnich n=47, ¢i v metastdzach n=25)
nebyl vyskyt galektinu-7 jednotny, bylo mozno odlisit 4 rizné vzorce exprese.

1) intenzivni homogenni (32% primdrnich nadoru a 12% metastdz)

2) intenzivni heterogenni (25,5% primarnich tumoru a 32% metastaz)

3) slaby homogenni (25,5% primarnich nadorii, 20% metastdz)

4) negativni (17% primarnich ndadorii a 36% metastdz)
Oblasti s nejintenzivnéj$im signalem vétSinou byly zastizeny v centrdlnich partiich
tumori a Casto odpovidaly oblastem s tvorbou keratinovych perel (korelace ke

keratinizaci P=0,0105). Pfitomnost galektinu-7 v jadrech byla potvrzena pouze u
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vzorkl s intenzivni expresi bez ohledu na jeji subtyp. Intenzivni homogenni exprese
galektinu-7 byla rovnéZ asociovdna s dobfe formovanou bazilni membranou
(hodnoceno barvenim na kolagen-IV). U ostatnich typti exprese galektinu-7 byly
zaznamenany ruzné¢ vyznamné defekty bazalni membrany, ¢i dokonce jeji absence u
nadorli galektin-7 negativnich. Intenzivni homogenni typ exprese galektinu-7
koreloval s histologickym gradingem (P= 0,0009). Nebyla zastizena korelace
ptitomnosti galektinu-7 k proliferaci hodnocené pomoci Ki-67 (P=0,1376). Korelace
také nebyla nalezena k v€ku, pohlavi, mistu primarniho nadoru, angio- a lymfangio-
invazi a perineurdlnimu a extrakapsuldrnimu $ifeni, ¢i vysledku lécby. BohuZzel
nebyly zaznamendny ani statisticky vyznamné rozdily mezi expresi galektinu-7 a
pfezitim pacientd.

Pies nckteré zjiSténé zajimavé udaje o vztahu pfitomnosti galektinu-7
k diferenciacnim pochodiim zejména v nadorovych tkénich nelze, bohuzel, ucinit
z téchto pozorovani v soucasné dobé zcela jednoznacny diagnosticko-terapeuticky

Zaver.
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11. Souhrn

Lidska epidermis exprimuje galektin-1, -2, -3 a -7. Galektin-1 a jeho
vazebni partnefi jsou exprimovani v jaidrech bunék velmi blizkych ¢i
totoZnych s epidermalnimi kmenovymi buiikami. Exprese galektinu-3 je
zavisla na stupni diferenciace bunék jak in situ tak in vitro. Podobna
zavislost plati i pro vazebna mista pro tento galektin. Galektin-2 je
exprimovan v jadrech fibroblastii zejména ve stresovych podminkach.
Exprese galektinu-7 neni podminéna stupném diferenciace keratinocytii.

Vyskyt vazebnych mist pro tento galektin nebyl v lidské kazi pozorovan.

Exprese galektinii a jejich glykoligandii v bazaliomu a psoritickém
loZisku odrazi stupen jejich diferenciace. Za dileZitou povaZujeme
absenci galektinu-7 a vazebnych mist pro galektin-3 v epitelovych
bunikach bazaliomu. Vysoce typickym znakem je zmnoZeni galektinu-1
ve stromatu bazaliomu a v psoriatické dermis. Byl rovnéz zjiStén vztah
mezi stupném diferenciace bunék spinaliomu a expresi galektinu-7. Tato

zavislost v§ak nema vztah k preziti pacienti.

Prioritnimi nalezy je zjiSténi, Ze fibroblasty ze stromatu lidskych
bazalionii a spinaliomii jsou histologicky aktivni a jsou schopny
vyznamné ovlivnit fenotyp normalnich Keratinocyti smérem k bunkam

nadorovym.
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12. Summary

Galectins-1,-3 and -7 are expressed in human epidermis. Galectin-1 and
his binding sites are expressed there in the nuclei of cells which are
closely related to or are identical with the stem cell population.
Expression pattern of galectin-3 is differentiation-dependent in tissue as
well as in vitro. Binding sites for this galectin are present in the similar
manner. Expression of galectin-7 is not observed in differentiation-
dependent manner. Binding sites for this member of galectins family
were never observed in the epidermis. Galectin-2 is expressed in the

nuclei of fibroblast under stress conditions.

Expression of observed galectins and their binding sites in basal cell
carcinoma and in psoriatic plaque refers to the differentiation level. We
emphasize the lack of galectin-7 and binding sites for galectin-3 in basal
cell carcinoma epithelium. Highly typical is abundant presence of
galectin-1 in the stroma of basal cell carcinoma and in dermis of
psoriatic plaque. We have also observed the dependence of galectin-7
expression on differentiation of squamous cell carcinoma. This

relationship has no correlation to the survival of patients.

The biological activity of stromal fibroblast toward to normal
keratinocytes resulting in induction of ,,cancer-like* phenotype is the

highlight of this study.
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