Posudek na doktorskou disertaéni praci MUDr. Alzbé&ty Jechové nazvanou ,Studium
mezibunéénych interakci v nadorech”

Disertaéni prace MUDTr. Alzbéty Jechové se zabyva studiem mezibunécnych vztahd v nadorech. Toto
téma je vysoce aktualni, nejen diky faktu, Ze nddorova onemocnéni jsou druhou nej¢astéjsi pficinou
amrti, ale zejména diky tomu, Ze podparné buriky nddoru tvofi Easto velmi pocetné populace bunék
a mohou vyznamnou mirou pfispivat k regulaci proliferace vlastnich malignich bunék, rGstu a vyvoje
nidoru. Role stromélnich bun&k ve vyvoji malignich onemocnéni byla donedévna spise pfehlizena a
soucasnd protinadorova lé&ba je cilena pfevéiné na vlastni maligni buriky. Terapeutické zasaZeni
nékteré vedlejsi slozky nadorového mikroprostredi viak maze mit dalekosahlou odezvu i u vlastnich
buné&k nadoru a vést k mnohem lep$imu terapeutickému efektu u pacienta. Nadorové mikroprostredi
patii mezi zhava témata sou¢asného medicinského vyzkumu.

Diserta&ni prace byla zpracovana pod vedenim vysoce erudovaného 3kolitele prof. MUDr. Karla
Smetany ml., DrSc. Pracoviété $kolitele je jednim z celosvétové uznavanych prikopnikd vyzkumu
mezibuné&&nych vztahl v nddorovém mikroprostiedi, zejména pak studiu interakci mezi fibroblasty a
vlastnimi malignimi bufikami, ale i okolnimi burikami (napf. keratinocyty u nador( klze). Pracovisté
¢kolitele se zabyva zejména studiem melanomu a nadord hlavy a krku a publikovalo nékolik
stézejnich studii, napf. priikaz vlivu faktor( sekretovanych fibroblasty na r@ist a invazivitu nadorovych
bunék.

Predloena disertaéni prace se konkrétné zabyva sledovanim:

(i) genové exprese u dlazdicovych karcinomi hlavy a krku a porovnanim genové exprese ve vlastnim
nadoru, na jeho okraji a v kontralaterdlni zdrave tkani,

(ii) vlivu keratinocytd ozafenych UVB zafenim na nadorové fibroblasty a invazivitu melanomovych
bunék,

(iii)) vlivu nadorové asociovanych fibroblastd na buriky glioblastomu,

(iv) a v neposledni Fadé studiu vlivu syntetickych polyamin@ na nddorové asociované fibroblasty.

V ramci diserta&ni prace autorka vyuzivala celou fadu laboratornich technik, od in vitro kultivace
tirokého spektra bunék (zejména pak lidské koZni fibroblasty, nadorové asociované fibroblasty,
keratinocyty, maligni bufiky glioblastomu a melanomu, vietné ustanoveni primérnich kultur z tkani),
pres sledovani senescence a viability bunék po plsobeni syntetického polyaminu, pfipravy
kondiciovanych médii, shéru vzorkd a zpracovani primarnich tkani odebranych pacientim, zpracovani
vzorkd pro izolace RNA, aZ po pfipravu kryofezl, imunocytochemické a imunohistochemické barveni
protein a fluorescenéni a konfokdlni mikroskopii. Studium genové exprese v nadorech bylo
provedeno ve spolupraci s Ustavem molekularni genetiky AV CR & Institute of Applied
Biotechnologies v Praze.

Jako vynikajici hodnotim publikaéni aktivitu autorky disertacni préce. Vysledky jeji prace byly
zvefejnény v celkem 5 publikacich v ¢asopisech s impakt faktorem. U viech téchto praci se jedna o
primarni experimentélni védecké publikace a viechny zvefejnéné vysledky lze povaZovat za nové
védecké poznatky. Autorka se podstatnou mérou (v podstaté v celém rozsahu experimentd) podilela
na studiu vlivu polyamind na nadorové asociované fibroblasty a tato studie vyustila v prvoautorskou
publikaci v ¢asopise ChemBioChem, IF 3,088. Déle se podilela jako spoluautor na dalsi 4 publikacich
v mezinarodné uznavanych ¢asopisech (vyse impakt faktoru se pohybuje okolo 2-3).

Kromé recenzovanych impaktovanych praci je MUDr. Jechova i hlavni autorkou jedné plivodni prace
a jedné kazuistiky v &asopise Otorinolaryngologie a foniatrie.



Autorka ve své praci popsala mezibunécné interakce v rGiznych typech nadort (dlazdicové karcinomy
hlavy a krku, glioblastom, melanom) a to nejen na trovni jednotlivych bunék, ale studovala i
extraceluldrni matrix. Role fibroblastd v mikroprostiedi nadoru, at uZ jako sekreéné aktivnich bunék
produkujicich fadu cytokind, chemokind, ristovych a jinych faktord, jakoZ i bunék produkujicich
slozky extraceluldrni matrix, stejné tak jako mezibunécné vztahy v nadoru si jednoznaéné zaslouZi
dal¥i vyzkum. Ovlivnéni nddorového stromatu maze byt v budoucnu podkladem pro vyvoj novych
|é¢ebnych pfistupd.

7 formalniho hlediska je disertaéni prace MUDr. Alzbéty Jechové zpracovéna v rozsahu 33 stran
odborného textu, 16 stran pfehledu citované literatury a déle obsahuje reprinty 5 publikaci autorky,
které jsou pro disertacni praci stézejni. Dizertalni préce je velmi kvalitné zpracovana, s jasné, zietelné
a vystizné formulovanym dvodem, hypotézami a cili prace, dale jsou uvedeny materidl a metodika,
popis vysledkd, diskuze, zaver a seznam citované literatury. Prace je pfipravena velmi kvalitné

s minimem pieklep. Jedind vytka k formé predkladané prace je k pofadi reprintl publikaci, které
jsou zafazeny v jiném pofadi, ne? jak jsou komentovany v cilech, vysledcich, diskuzi a zavérech prace
a nékteré detailni informace jsou tak obtiiné dohledatelné.

Do stati Zavér by kromé uvedenych konkrétnich komentéft k jednotlivym cilim préce bylo vhodné
zatadit i obecnou shrnujici vétu ¢i odstavec sumarizujici zjisténé poznatky v obecnéjsich
souvislostech.

K vlastni diserta&ni praci a jejim vysledkim mam nékolik doplfujicich dotazd, které ale nijak nesnizuji
kvalitu predkladané prace:

(i) V nadorech hlavy a krku byly vasim kolektivem zjitény rozdily v genové expresi i charakteru
extracelularni matrix. Exprese gen( v okraji chirurgického resektatu byla spise podobna
expresi genll v nadorové tkani nez v nepostizené kontralateralni tkani.

Mdzeme z toho usuzovat, Ze vliv nddorového mikroprostfedi dosahuje i mimo makroskopicky
viditelnou oblast nddoru?

Zvysend exprese galektinu-7 je v literatufe Casto uvddéna ve stratifikovanych epitelech a u
dlaZdicovych karcinomi hlavy a krku. Zatimco exprese galektinu-1 a 3 je spise negativni
prognosticky faktor nddord, ndzory na galektin -7 jako pozitivni ¢i negativni prognosticky
faktor se rizni. Ve vasi studii byly pomérné jednoznacné prokdzdany nizsi hladiny mRNA pro
galektin-7 v nadorech v porovndni se zdravou tkdni stejného pacienta. Pozorovali jste na
histologickych Fezech expresi galektinu-7 vdzdnou spise na stratifikované oblasti tkané a
normdini epitel a naopak absenci stratifikovaného epitelu u nddorové tkdané, kterd by mohla
se sniZenou expresi galektinu-7 souviset?

(ii) 7 va¥{ studie mikroprostfedi melanomu vyplyn ulo, Ze v nadorovych fibroblastech (ustavené
linie od 3 pacientdl s melanomem) v porovnani s fibroblasty z normalni kiize dochazi ke
zvy$eni exprese gent pro IL-6, IL-8 a CXCL-1. V pfedchozich studiich pracovité skolitele bylo
prokdzéno, ze IL-6 a IL-8 stimuluji invazivitu melanomovych bunék in vitro (Jobe a kol. 2016).
Samotné ozareni keratinocytl UVB zafenim mélo ve vaii studii zanedbatelny vliv na invazivitu
melanomovych bunék. Pokud v3ak byly do spole&né kultury pfidany i fibroblasty, dochazelo
k vyznamnému nérdstu invazivity melanomovych bunék.

Sledovali jste, zda dochdzi ke zvyseni exprese Ci sekrece IL-6 a IL-8 u fibroblastu, které jsou
v kontaktu z keratinocyty ozafenymi UVB? IL-8 je chemokin podporujici chemotaxi bunék a
tento faktor sekretovany fibroblasty by mohl pfispivat ke stimulaci migrace a invazivity
melanomovych bunék.



(iii)

(iv)

KomentdF: | v normdlini nenddorové kiizi jsou fibroblasty sekrecné aktivni buriky produkujici
fadu faktord ovliviujicich melanocyty (viz napf. Y. Wang a kol., Journal of Dermatological
Science 88 (2017) 159-166), které podporuji nejen tvorbu pigmentu melaninu, ale i proliferaci
& preivani melanocytd. Zdd se, Ze fibroblasty v nddoru jsou jednim z klicovych zdroja
sekretovanych faktor( ovliviujicich cely nddorovy ekosystém.

U gliom@ nebyla dosud jednoznacné prokdzéna pfitomnost nadorové asociovanych
fibroblast(. Proto byl ve vasi studii sledovan vliv fibroblastli izolovanych z melanomu na rdst
a invazivitu glioblastomovych bunék. Bylo zjisténo, ze medium kondiciované nadorovymi
fibroblasty i fibroblasty z normélni kiize podporuje déleni bunék gliomu, ale pouze médium

z nadorovych fibroblastl podporuje i invazivitu gliomovych bunék.

Zdd se tedy, Ze fibroblasty izolované z melanomu produkuji jiné chemokiny ¢i dalsi faktory

v porovndni s fibroblasty ze zdravé tkdné. Jakymi metodami by $lo obsah chemokin(

v kondiciovaném médiu sledovat?

V prvouautorské publikaci kandidatky bylo zjisténo, 7e synteticky polyamin muZe sniZit tvorbu
myofibroblast(i indukovanou TGF-B1 a galektinem-1, ale nema efekt na jiZ vytvofené
myofibloblasty. Zamezeni tvorby myofibroblastd, aktivni formy nadorové asociovanych
fibroblast(, by mohlo pfedstavovat jeden z cili novych terapeutickych zdsah(.

Prosim okomentujte, jakd je role myofibroblasti v nddorech a pro¢ pfedchdzet jejich vzniku?
Tato informace neni v disertacni prdci uvedena, prestoZe je pro problematiku podstatnad.

Z4vérem mohu konstatovat, Ze disertaéni prace MUDTr. AlZbéty Jechove jednoznaéné dokazuje vysoky
autoréin odborny ptehled a experimentélni zkusenost.

Predlozena disertaéni prace prokazuje pfedpoklady autorky k samostatné tvofivé védecké pracia
k udéleni titulu Ph.D. za jménem.

V Lib&chové dne 21.3.2019 Mgr. Helena Kupcova Skalnikovd, Ph.D.
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