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Souhrn

Povrch bungk je bohaté pokryt oligosacharidy, které jsou v plazmalemé ukotvené pomoci
proteint a lipid. Oligosacharidy zprostiedkuji vzajemnou vazbu mezi buikami nebo vazbu
bunék k slozkdm extracelularni matrix. Galektiny jsou zivoc¢isné lektinii které maji afinitu
k oligosacharidiim obsahujicim B-galaktozu. Jsou to multifaktorialni proteiny, které se
ucCastiuji fady reakci v organizmu jako jsou mezibunééné interakce, interakce bunék
s mezibunénou hmotou, proliferace i apoptdza a sestiih pre-mRNA. Proteiny po translaci
prochazeji raznymi strukturalnimy apravami, které maji vliv na jejich funkci. Galektin-3 je
mozny prognosticky ukazatel u nadord vychazejicich z vrstevnatych dlazdicovych epitela je
fosforylovan na N-konci. Prokazali jsme, Ze tato posttranslatni modifikace nema vliv na jeho
vazebnou reaktivitu. Jiny endogenni lektin, galektin-1 je charakteristickou molekulou
nadoroveého stromatu a granulacni tkdné hojiciho se poranéni. Zjistili jsme, Ze galektin-1
indukuje na TGF-B nezavisly in vitro pfechod normalnich fibroblasti na myofibroblasty
véetné produkce sité¢ extracelularni matrix bohaté fibronektinem a galektinem-1. Tento
poznatek je vyuzitelny v terapii hojeni ran a v tkanovém inzenyrstvi. Dnes je jasné, Ze
nadorové stroma ovlivituje i1 biologické vlastnosti nadoru (lokalni agresivita, metastazovani).
V piedlozené¢ disertaci demonstrujeme biologické vlastnosti fibroblasti isolovanych
Z lidského basaliomu, které jsou schopné indukovat vlastnosti mesenchymovych kmenovych
bunék u mySich 3T3 fibroblastl véetné jejich diferenciacni plasticity. Dale jsme prokazali, ze
u lidskych spinaliomt hlavy a krku se na vzdjemné komunikaci mezi nddorovymi bunkami a
nadorov¢ asociovanymi fibroblasty podileji CXCL-1, IL-6 a IL-8. Jejich blokace by mohla
mit terapeuticky efekt. Na zavér Ize konstatovat, ze galektiny maji vliv na nadory vychazejici
z dlazdicovych epitelll. Zejména galektin-1 ma vliv na vznik bioaktivniho nadorového
stromatu. Byly charakterizovany cytokiny podilejici se na vzajemné interakci mezi

nadorovymi buiikami a bunikami stromatu.

Summary

The cell surface is covered by different oligosaccharides, which are anchored in the plasmatic

membrane by proteins and lipids. Oligosaccharides mediate mutual interactions either



between cells or between cells and components of extracellular matrix. Galectins are animal
lectins with affinity to oligosaccharides containing p-galactosides. Furthermore, galectins are
multifactorial lectins that participate in the regulation and modulation of various biological
processes including cell-cell and cell-matrix interactions, cell proliferation and differentiation
as well as apoptosis and pre-mRNA splicing. After translation, proteins undergo different
structural modifications with direct impact on their function. For example, galectin-3 as
possible prognostic marker, well recognize cells of squamos cell carcinomas, is phoshorylated
on N-terminus. However, we showed that posttranslational phosphorylation of galectin-3 does
not have a direct impact on its binding activity. Another endogenous lectin, galectin-1 is a
typical protein of cancer stroma and wound granulation tissue. In this context we also
detected, that galectin-1 induces a TGF-B1 independent fibroblast-myofibroblast transition
including production of a bioactive fibronectin and galectin-1 rich extracelluar matrix in vitro.
This knowledge can thus be used to improve both therapy of wound healing and methods used
in tissue engineering. It is known that the tumor stroma is able to modulate biological
properties of tumors (local aggressivness and metastatic potential). In this thesis we
demonstrated biological properties of cancer-associated fibroblast isolated from basal cell
carcinoma. We showed that these cancer-associated fibroblasts are able to induce
mesenchymal stem-like cell properties in 3T3 mouse fibroblasts. Consecutively, we detected
that chemokines, such as CXCL-1, IL-6, and IL-8, produced by tumor stroma participate in
the formation of cancer microenvironment essential for carcinoma progression of head and
neck squamous cell carcinoma. From this point of view their neutralization might present a
new therapeutic approach in cancer treatment. Finally, we may conclude that galectins have
modulatory impact on squamos cell carcinoma behavior. In particular, galectin-1 is
responsible for the formation of the bioactive tumor stroma environment. We also described

several chemokines that participated in cancer cell and tumor-stroma interactions.



1. Uvod

Studium interakce sacharidi a proteinii je stale vice se rozsifujici oblasti bunéné biologie.
V piedlozené disertaci jsou sledovany lidské endogenni lektiny-galektiny a jejich vazebné
epitopy Vv normalnich dlazdicovych epitelech a nadorech z nich vychazejicich s ohledem na
vzajemné interakce nadorové bunky a nadorového epitelu.

Nadory hlavy a krku tvofi kolem 5 % vSech nadort. Ro¢né je zaznamenano 500 000
celosvétové novych piipadi. V Ceské republice je to 1000 novych pacientll za rok. Osmdesat
az devadesat procent téchto nadorii je predstavovano dlazdicovymi karcinomy, nejcastéji
oblasti orofaryngu a laryngu. Jednim z nejvice rizikovych faktorti pro vznik téchto nadori je
kouteni. I pfes rozvoj chirurgickych metod vetné onkologickych 1écebnych rezimtl, je terapie
téchto tumort svizelna a pétileté preziti u pokrocilych nadort je stale velmi nizké. Pro nadory
jsou kromé lokalni agresivity a metastatického potencialu typické 1 Casné recidivy spojené
s vysokou frekvenci vyskytu duplicitniho loziska. 60% pacienti umird na lokoregionalni
recidivu. ReSenim situace je hledani novych znaki (markért), které by 1épe charakterizovaly
tyto nadory a napomohly tak pii upfesnéni 1éCebné strategie. Jednim z téchto znak by mohly
byt endogenni lektiny zvané galektiny a jejich ligandy (Plzak et al., 2004). Galektiny
piedstavuji malou a strukturné pomérné konservovanou skupinu proteini, ktera ma afinitu k
B-galaktosidim. Jejich schopnost ,¢ist“ velice variabilni non-genomovou informaci
uchovanou v strukturni podob¢ sacharidi byla dlouhé 1éta opomijena. Sacharidy ziskaly na
tomto poli pozornost az v relativné nedavné dobé&, v souvislosti s rozvojem jejich zkoumani
bylo definovano celé nové védni odvétvi — glykobiologie (Sharon et al., 2004).

Galektiny se uplatiiuji v Siroké Skale biologickych déji, kde se podileji na regulaci
proliferace, diferenciace, apoptézy a modulaci mezibunééné interakce a interakce
extracelularni matrix, a to jak v normalnich, tak i za patologickych stavii. ZvySena exprese
nékterych galektinii byla prokazana ve stromatu naddorti vychdzejicich z dlazdico-bunééného
epitelu a granula¢ni tkdné€ hojici se rany (Klima et al., 2007; Lacina et al., 2007b). Jsou zndmé
jisté podobnosti mezi organizaci nadorového stromatu a granulac¢ni tkani hojici se rany
(Dvorak, 1986). Galektiny mizou slouzit jako vhodné prognostické markéry pro prozivani
pacientt ale 1 jako diileZité komponenty pfi utvafeni reaktivniho nddorového stromatu. Dnesni
poznatky ukazuji, Ze chovdni nadoru nebude zaviset jenom na vlastnim nadorovém

parenchymu ale hlavn€ i1 na jeho ,,podplirném® stromatu. Tvofi niche pro progresi a migraci



nadorovych bunék, ale 1 substrdt pro nidaci metastazujicich bun€k. Je zdrojem
adhezivnich/signalnich molekul, ristovych a regulac¢nich faktorti a bioaktivnich molekul.
Aktivné se podili na ovliviiovani stavu diferenciace nadorovych bunék a jejich nasledném
biologickém chovani. Nadorové asociovana fibroblasty ptedstavuji hlavni producenty
komponentl extracelularni matrix a stejné jsou i nejpocetnéjsi bunéénou slozkou nadorového
stromatu. Z toho divodu se jevi jako nejidealnéjsi cile pro vyzkum a ovliviiovani chovani
nadoru.

Doposud byla lécba nadori zaméfend hlavné na zkoumdni samotného nadorového
parenchymu. Kazdy pacient ale pfedstavuje individudlni a jedine¢ni cil, kde kvili absenci
komplexnosti a univerzalnosti vlastnosti nadorti je Casto terapie drahd a bohuzel neucinna.
Pravé chovani nadorového stromatu se zdd byt vice obecné a tym 1 lépe terapeuticky

zasazitelné.

2. Cile prace

Ve své praci jsem se zamétil na nasledujici okruhy otazek:

» Specifikovat vliv posttranslaénich modifikaci (fosforylace) galektinu-3 na jeho vazbu

na reaktivni glykoepitopy zejména u nadora hlavy a krku.

* Sledovat ucinek galektinu-1 jako faktoru indukujiciho tvorbu myofibroblasti a

komponentt extracelularni matrix.

* Sledovat biologickou aktivitu nddorové asociovanych fibroblastl izolovanych z
dlazdicového karcinomu, bazaliomu a dermatofibromu v podminkach in vitro a jejich

potencial ménit fenotyp zdravych epiteld.

* Sledovat specificitu ti¢inku nadorové asociovanych fibroblastii izolovanych z riiznych

typl nddort na epitelové bunky.



3. Material a metodika

V této casti jsou shrnuty pouze hlavni metodické principy vyuzité pii feSeni vytéenych tkola,
detailni popis metodik je uveden v jednotlivych ¢lancich, které tvofi soucast této dizertacni
prace. V piedlozené disertacni praci byly analyzovany normalni tkané (sliznice hlavy a krku,
ktze) a z nich vychdzejici nadory, tedy bazaliom, spinaliom, benigni a maligni histiocytom a
dale 1 karcinomu prsu - jak bunécna linie izolovana z primarniho nadoru, tak bunky ziskané
Z metastazy do kize. Veskery materidl byl ziskan na zdkladé informovaného souhlasu
pacienta, jehoz text byl revidovan pfislusnou etickou komisi zdravotnického zatizeni
v souladu s principy bioetiky ve smyslu Helsinské konvence. Tyto tkané byly bud’ zmraZzeny a
histologicky zpracovany, nebo byly pouZity jako zdroj bunék pro kultivaéni experimenty.
Kromé toho byly pouZity i1 standardni komeréné dostupné bunécéné linie (NIH 3T3, HaCaT,
FaDu, EM-G3). Zjistované proteiny byly znazorlovdiny metodou nepiimé
imunofluorescence. Pouzité protilatky byly bud’ komeréné dostupné, nebo byly ptfipraveny
Vv laboratofi spolupracujiciho pracovisté (Hans-Joachim Gabius, Universita Ludwiga
Maximiliana, Mnichov). Kontrolni reakce pro ovéteni specifity pouzitych protilatek prvniho
kroku byly provedeny nahrazenim isotypovou protilitkou proti antigenu, ktery se
v ptislusnych buinkéch/tkdnich nevyskytuje, ¢imz bylo vylouceno riziko falesné pozitivni
reakce podminéné interakci Fc fragmentu protilatky s Fc receptorem. Kromé toho bylo jako
kontroly uzito i ipIné vynechani protilatky prvniho kroku. Vazebna mista pro galektiny byla
znazornéna pomoci biotinylovanych rekombinantnich galektini rovnéz pfipravenych
Vv laboratofi H.-J. Gabiuse. V nezna¢ené podobé byly tyto galektiny pouzity i pfi studiu jejich
vlivu na normdlni lidské fibroblasty. Kontrolni reakce spocivala ve vyuziti kompetitivniho
inhibitoru lakt6zy. Transkriptom byl analyzovdn pomoci mikrocipové analyzy (Illumina) a
vysledky byly ovéfovany pomoci RT-PCR a imunocytochemicky. Produkce proteini do
kultivaéniho média byla analyzovdna jak pomoci ELISA, tak kulickovym systémem

Luminex. Statistické metody jsou detailn¢ popsany v piilozenych studiich.



4. Vysledky

4.1. Vliv posttranslacénich modifikaci (fosforylace) galektinu-3 na jeho vazbu na reaktivni

glykoepitopy zejména u nadorit hlavy a krku.

Znaceny endogenni lektin galektin-3 uzity jako sonda rozeznava mezibunécéné kontakty
zejména v diferencovanych suprabazilnich vrstvach zdravé epidermis stejné jako
diferencované nadorové bunky. Muze tak slouzit jako nezavisly prognosticky znak (Plzak et
al., 2004). Intracelularni lokalizace galektinu-3 v jadie/cytoplazmé je zavisla na posttransla¢ni
modifikaci (fosforylaci) na N-konci lektinu (Hufleijt et al., 1993; Mazurek et al., 2000). Ve
studii jsme se zaméfili na stanoveni rozdilu vazebné reaktivity nefosforylovaného a
fosforylované¢ho galektinu-3 ve vicevrstevnatém epitelu za normalnich a patologickych
podminek. Potvrdili jsme pfitomnost galektinu-3 a jeho reaktivnich epitopt v suprabasalni
vrstvé epidermis a jeho absenci v bazalni vrstvé epitelu. Stratum corneum a stratum spinosum
epidermis byly positivni 1 na fosforylovany galektin-3. Ptitomnost laktézy vedla
k drastickému snizeni intenzity signalu u obou sledovanych typt sond. Vazba galektinu-3 a
jeho fosforylované formy nebyla prokazana u bazaliomu, tedy nadort, jejichz buiky si
zachovavaji nizky stupen diferenciace. Pozitivni kolokalizace pfitomnosti galektinu-3 a vazby
jeho fosforylované formy byla prokazana na kryostatovych fezech z dlazdicového karcinomu
jazyka. Tyto nalezy svéd¢i o kvalitativnim 1 kvantitativnim rozdilu v expresi glykoligandt u
lidského bazaliomu a dlazdicového karcinomu u Clovéka. Zaroven muZeme konstatovat, ze
fosfoforylace galektinu-3 pouzitého jako sonda, nema vliv na jeho reaktivitu a vazbu na lidské

tkané.



4.2. Sledovani biologické aktivity nddorové asociovanych fibroblastii izolovanych ze
spinocelularniho karcinomu, bazaliomu, dermatofibromu, maligniho melanomu a kozni
metastazy karcinomu prsu V podminkdch in vitro a jejich potencidal ménit fenotyp zdravého

epitelu i fibroblasti.

V predchozich studiich vychazejicich z nasi laboratofe jsme ukazali, ze CAF izolované
Z lidského bazaliomu a dlazdicového karcinomu jsou biologicky aktivni a jsou schopny
vyznamné ovlivnit fenotyp kokultivovanych normalnich keratinocytd (Lacina et al., 2007a,b;
Strnad et al., 2010). CAF zejména stimulovaly expresi keratinu-19, jednoho ze znaki
kmenové bunky epidermis pfirozené se nachazejicich se ve ztluSténi ,bulge” vlasového
folikulu a keratinu-8, ktery se v epidermis vyskytuje pouze prenatalné a postnatalné je
ptitomen v buiikach dlazdicovych karcinomu se Spatnou prognézou (Fillies, 2006).

Vyse popsané vysledky jsme ovétili u kozniho néddoru benigniho fibrézni histiocytomu (seu
dermatomfibroma). Tento nador dle historickych ptedstav o histogenezi vychazi z atypickych
tkadnovych makrofagii- histiocytl - nepodobnych fibroblastim. Tento mesenchymovy nador je
lokalizovan do oblasti dermis, ale zajimava je hyperplastickd epidermis nad nadorovym
nodulem. Ta vykazuje urcitou podobnost s bazaliomem. Pod timto epitelem je navic bohaté
pritomen deponovany galektin-1, podobné jako tomu je u bazaliomu. Buiiky nami izolované
Z dermatofibromu jsou fenotypové velmi podobné fibroblastim piipravenym z bazaliomu a
jako ony indukuji u zdravych lidskych keratinocyti vysokou expresi keratinu-19. Maligni
fibrozni histiocytom, dalsi kozni mesenchymovy nador, jehoz histogeneze je nejspise odlisna,
neni spojen S hyperplazii povrchové epidermis. Kokultivace zdravych keratinocytd
s fibroblasty izolovanymi z maligniho fibrézniho histiocytomu nevyvoldva zménu jejich
fenotypu, coZ koreluje s ptedchozimi histopatologickymi poznatky (Han, 2001). Za velmi
dilezitou povazujeme skutecnost, ze fibroblasty pfipravené z benigniho fibrézniho

hystiocytomu produkuji i in vitro extracelularni matrix bohatou na galektin-1.

Jiz dfive bylo prokdzano, ze CAF izolované z lidského dlazdicového karcinomu ovliviiuji
normalni lidské keratinocyty. Jejich aktivita neni podminéna pifimym kontaktem obou
populaci bun¢k (Lacina et al., 2007b, Strnad et al., 2010). V dalSich experimentech jsme
pomoci studie transkriptomu na celogenomové urovni (ILLUMINA), imunocytochemicky a

metodou Luminex a ELISA sledovali druhy pdl téze interakce, tedy vliv rlznych typl
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keratinocytli (normalni, nadorové-FaDu) na zdravé lidské fibroblasty. Ziskané vysledky byly
porovnavany s analyzou transkriptomu ziskanou u 72 pacientd trpicich dlazdicovym
karcinomem hlavy a krku a imunohistochemickym vySetfenim téchto vzorkd. Pfi této
komparativni analyze byla zjisténa jak v nadorech, tak u kokultivovanych fibroblasti pod
vlivem bun¢k FaDu vysokd exprese prozéanétlivého cytokinu IL-6 a chemokinid IL-8 a
CXCL1/GROa. Oba typy receptort pro IL-8 byly navic vyznamné pfitomny v naddorech a to
jak v bunikach nadorového epitelu (receptory typu R1, R2), tak i v endotelu stromalnich
kapilar (pouze typ R2). Kondicionovana média z kultur, v nichz byly péstovany zdravé
fibroblasty spolu s nadorovymi buikami FaDu, vyznamné stimulovala u zdravych lidskych
keratinocytli expresi keratinu-8, tedy Casto uzivan¢ho znaku Spatné biologické progndzy
pacientli. Médium z kultury samotnych bunék FaDu mélo na keratinocyty efekt mnohem
niz§i. Blokace jednotlivych faktord protiladtkami (IL-6, IL-8, CXCL-1/GROa) céstecné
inhibovala expresi keratinu-8 u kultury normalnich keratinocyt. Spole¢na blokace vsech tii
proteinti expresi keratinu Upln€ inhibovala. Tyto vysledky ukazuji, Ze vzdjemna komunikace
nadorovych bunck a bunék stromdlnich by mohla byt potencionalnim cilem pro nové typy
protinadorové biologické terapie, pii niz by byla protilatkou, ¢i kombinaci protilatek,
inhibovéna aktivita faktorti podilejicich se na této mutualni interakci. V uvahu by ptipadalo i
pouziti malych blokacnich molekul inhibujicich aktivitu receptorti ¢i cytokinii. Pro jisty

terapeuticky potencial byla na zakladé vyse uvedenych vysledki podéna patentova piihlaska.

CAF vykazuji znacny ucinek na biologické chovani rtiznych typii nadorti véetné karcinomu
prsu. V ptedchozich pracich jsme sledovali u¢ineck CAF izolovanych z dlazdicového
karcinomu hlavy a krku a koZniho bazaliomu na zdravé keratinocyty, které pod jejich vlivem
ménily sviij fenotyp a exprimovaly nasledné keratin-8 a -19 (Lacina et al., 2007a,b). V dalsi
nami publikované studii jsme zjistili, ze CAF pochazejici z bazaliomu navozuji i zménu
fenotypu kokultivovanych NIH 3T3 mysich fibroblastl, které ziskaly a nasledné si i po
urcitou dobu udrZovaly vlastnosti multipotentnich kmenovych buné€k podobnych MSC. Tato
pozorovani dokladaji, Ze nejen epitelové-mesenchymové interakce mize sehravat dualezitou
roli v biologii nadori, ale Ze interakce mezi bunécnymi populacemi v nadoru jsou jesté
komplexnéjsi. V dal§im zkoumani jsme proto vénovali pozornost specificité téchto interaket,
tedy otazce, zda interakce je specifickd pro urCity typ nadoru, nebo zda ma obecnéjsi
charakter. Kokultivovali jsme proto nadorovou linii EM-G3 pochazejici z K-19 pozitivniho

karcinomu prsu s riznymi CAF pochazejicimi z nadort s odlisnou i podobnou histogenezi
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(jmenovité z dlazdicového karcinomu hlavy a krku, kozniho bazaliomu a melanomu a z kozni
metastazy karcinomu prsu; jako kontroly bylo uzito normalnich dermalnich fibroblastit). CAF
uniformné, bez ohledu na typ nadoru, z n¢hoz byly izolovany, indukovaly v buiikaich EM-G3
na rozdil od kontroly expresi keratinu-8. Positivita keratinu-14, tedy znaku
myoepitelové/bazalni diferenciace, byla prokdzana u bun¢k pod vlivem jak kontrolnich
fibroblastd, tak i CAF. Pfitomnost obou intermedialnich filament (K-8+, K14+), tedy znaki
prekurzorovych bunék, byla navozena pouze kokultivaci EM-G3 s CAF. CAF neménily ani
prolifera¢ni aktivitu nadorovych epitelovych bunék (Ki67 negativni), ani nedoslo k reexpresi
in vivo pfitomného kmenového znaku K-19. Z téchto pozorovani usuzujeme, Ze zvoleny
model in vitro testovani vlivu riznych CAF nezahrnuje jisté vSechny bioaktivni komponenty,
které jsou obsazeny ve specifickém nadorovém mikroprostiedi in vivo. Presto s ohledem na
naSe predchozi prace ale opét poukazujeme na pozoruhodnou plasticitu fenotypu, kterou
zdravé keratinocyty odpovidaji na environmentalni vlivy vyvolané CAF. Zavérem miiZeme
tici, ze efekt CAF izolovanych i z riznych typt karcinomt neni striktné specificky podle
jejich ptivodu, ale ze vykazuje urcité vlastnosti platné 1 u ostatnich typti nadorti. Urceni
nadorové specifickych faktorii jako cilii pro potencialni onkologickou 1écbu by jisté mohlo

piispivat k individualizované onkologické 1€¢bé.

V piredchozi praci vychazejici z nasi laboratoie (Lacina et al.,, 2007a) byl zjistén vyrazny
biologicky potencidl CAF izolovanych z bazaliomu na kokultivované zdravé keratinocyty,
které nasledné ménily sviij fenotyp a exprimovaly intermedialni filamentum keratin-19, znak
kmenovych bunék epidermis. Otazkou vSak zistava, zda mohou tyto CAF také ovliviiovat
fibroblasty, tedy zatim normalni tkanové fibroblasty, které jsou v zoné prospektivniho Sifeni
nadoru. Na rozdil od kokultiva¢nich pokust se zdravymi keratinocyty, které 1ze snadno odlisit
na zaklad¢ fenotypu od CAF, neumoziiuje kokultivace CAF se zdravymi fibroblasty zjistit,
ktera populace piedstavuje CAF a kterd sledované normalni fibroblasty. Mezi obéma
populacemi jsou totiz pouze funkéni, nikoli morfologické rozdily. Protoze jsme se chtéli
vyhnout moZznym negativnim vliviim navozenym zna¢enim bunék pomoci GFP, zvolili jsme
systém, vnémZ jsme kokultivovali s lidskymi CAF dobfe etablovanou linii pochdzejici
Z jiného zivocisného druhu, tedy mysi NIH 3T3 fibroblasty. OdliSny druhovy ptvod bylo
moZzno jednoduse sledovat pomoci imunocytochemie. B€hem piimé kokultivace jsme zjistili,
ze NIH 3T3 diky rychlejsi kinetice bunééného cyklu béhem 3 tydnd Upln€ numericky

dominovaly ve smésné populaci a lidské CAF tvofily pouze margindlni zlomek populace.
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Vysoké Cistota populace fibroblastli byla ovéfena imunocytochemicky a sekvenaéné, coz
umoznilo pohliZzet na sledované bunky na konci experimentalniho obdobi jako na populaci
Cisté murinniho pivodu. Béhem spole¢né kultivace ziskaly fibroblasty NIH 3T3 nékteré
znaky kmenovych bungk, napt. Oct-4, Nanog a Sox-2. Vzhledem Kk tomu, Ze tyto znaky byly
pivodné u NIH 3T3 negativni, je mozno navozenou zménu ptipisovat vlivu kokultivovanych
CAF, jakkoli byla jejich numericka denzita na konci sledovaného experimentu zanedbatelna,
¢i nulova. Zaroven NIH 3T3 ziskaly schopnost diferencovat se do adipocytli a chondroblastt.
Schopnost diferenciace do osteoblastti vykazovaly NIH 3T3 i bez kokultury s CAF. Pomoci
ILLUMINA analyzy transkriptomu jsme detekovali skupinu rustovych faktort (TGFB3, NGF,
FGF7, IGF2, BMP6, LEP), které by mohly hrat roli pti ziskavani vysledného multipotentniho
charakteru NIH 3T3 fibroblastt. Transkriptom CAF potvrdil zmény v nékolika regulac¢nich
drahach oproti zdravym fibroblastim. Tyto regulacni drahy se uplatiiuji pti bunééném cyklu,
zrani bunék, ve drahach genu p53 nebo gent zapojenych do produkce slozek ECM. Vysledky
koreluji s poznatky o diileZitosti stromatu pii proinvazivnim chovani malignich naddora a pro
jejich invazivitu do vzdalenéjsich oblasti (Condon, 2005; Lacina et al., 2007a,b). NaSe zavery
potvrzuji diilezitou roli mesenchymové kmenové buinikky pii formovani bioaktivniho stromatu
(Mishra et al., 2009), jako 1 jeji nezastupitelny podil na biologické aktivité¢ nadora vcetné jeho
metastazovani (Karnoub et al., 2007). Za velmi dilezit¢ povazujeme zjisténi, ze CAF se
mohou minimdln¢ podilet na podpotfe mikroprostredi, které umoznuje existenci kmenovych

bun€k v nadorovém stromatu.

4.3. Sledovani ucinku galektinu-1 jako faktoru indukujiciho tvorbu myofibroblastii a

komponentit extraceluldrni matrix.

Bylo prokazano, ze galektin-1 je bohaté zastoupen v nadorovém stromatu (Lacina et al.,
2007a; Suassuez et al., 2009). Kromé& toho byla popsana jeho vysoka exprese 1 v granulaéni
tkani hojici se rany prasete domaciho (Klima et al., 2009) a potkana (Gal et al., 2011).
Galektin-1 podporuje vzajemnou vazbu mezi bunikami nebo interakci bunky s
glykoproteiny matrix (André et al., 1999; Chang et al., 2004; Kadri et al., 2005). Interaguje
totiZ s a5B1 integrinem, ktery je spojen nejen s bunéénou adhesi, ale i naptiklad ristem (André

et al., 2007; Wang et al., 2009). Potencial galektinu-1 reprogramovat diferenciaci bun¢k
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modulaci jejich genové exprese byl zjistén u mesenchymovych kmenovych bunék a ktze
plodu, kde exprese kolagenu (COL1A2) pies TGF-B/Smad3 signalni drahu vede ke konverzi
bun¢k smérem ke svalovym bunkam (Goldring et al., 2002; Fischer et al., 2005; Chan et al.,
2006; Okano et al, 2008). Jak bylo demonstrovano v kapitole o nadorovém stromatu,
pritomnost CAF expresi a-SMA blizkych myofibroblasti je typicka pro stroma nadoru i pro
hojici se ranu. Tato skute¢nost vyvolala otazku, zda se galektin-1 nemuze podilet na vzniku
myofibroblastu, jako bunééného elementu typického pro oba uvedené patologické stavy.
Rekombinantni galektiny jak normadlni, tak s alterovanou strukturou tedy byly ptidavany ke
kultufe normalnich lidskych dermalnich fibroblasti. Bylo zjiSténo, Ze galektin-1 a v mensi
mite i galektin-3, -4 a -7 indukuji konverzi fibroblasti na myofibroblasty. U¢inek galektint je
synergicky s ucinkem TGF-B1/3, ktery je znamym induktorem tohoto procesu (De Wever et
al., 2003), ale neni na ném zavisly. Po stimulaci galektinem-1, -4 a -7 tvoii fibroblasty a
myofibroblasty trojrozmérné sité extracelularni matrix s tloustkou vladkna 140 + 60 nm. Tyto
sit€ jsou vzdy tvofené zejména fibronektinem a galektinem-1, bez ohledu na typ stimulujiciho
galektinu. Interfolikularni keratinocyty péstované na takto pfipravenych sitich méni svoji
morfologii i fenotyp. Jsou velmi malé a exprimuji keratin-19, ktery je znakem nizce
diferenciovanych keratinocytti (Dvofankova et al., 2005). Aplikace galektinu-1 na poranénou
ktzi laboratorniho potkana vyznamné zlepSuji hojeni, zejména indukci kontrakce rany.

Vyse uvedené nalezy ukazuji, ze galektin-1 by mohl byt pouzitelny pfi podpoie hojeni,
biotechnologické ptipravé extracelularni matrix i1 ptipravé myofibroblasti. Tyto néalezy byly

pro mozny komer¢ni presah patentovany.
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5. Zavéry

Prikaz glykoepitopii reaktivnich pro galektin-3 a to i fosforylovany se jevi jako
vhodny prognosticky marker pro dal$i osud pacientii s dlazdicovym karcinomem
hlavy a krku. Posttranslacni modifikace - fosforylace galektinu-3 nema ucinek na
vazbu lektinu na buiiky normalni a nadorové tkéané.

Nédorové asociované fibroblasty izolované zrGznych karcinomid odvozenych
z dlazdicovych epiteld vykazuji u€inek na fenotyp zdravych keratinocytii. Urcity
analogicky biologicky efekt mohou vykazovat ale 1 fibroblasty z jinych epitelovych
nadori (napf. karcinom prsu), ¢i dokonce z mesenchymovych nadori (benigni fibrozni
histiocytom). Biologickd aktivita CAF v riznych typech nddori se zda byt jevem
nadorové nespecifickym, ackoli molekularni mediatory, ¢i jejich sit€ mohou byt u
riznych typt nadort odlisné. Pomoci analyzy transkriptomu jsme detekovali skupinu
gen, které jsou odliSné exprimované u stromalnich fibroblasti a zdravych fibroblastd.
Biologicky t¢inek produkti danych geni jsme testovali na zdravych keratinocytech a
vysledek ovértili pouzitim piislusnych blokac¢nich protilatek. IL-6, 1L-8 a CXCLL1 jsou
kandidaty odpovédnymi za biologickou aktivitu CAF u dlazdicového karcinomu
v oblasti hlavy a krku. CAF z bazaliomu maji potencial utvaret vhodné nadorové
mikroprostiedi stimulujici vyskyt bun¢k se znaky mezenchymovych kmenovych
bunék. Celogenomova analyza pomohla urcit kandidatni rastové faktory, které se
mohou podilet na této aktivité. Tento bod povazujeme za hlavni vysledek disertace.

Cast vysledkt je shrnuta ve vyzadaném piehledném &lanku (Plzék et al., 2010).

Zjistili jsme, ze galektin-1 a v mensi mife i dals$i zastupci této rodiny jsou schopny
transformovat fibroblasty na myofibroblasty nezavisle (avSak synergisticky) na
pfitomnosti TGF-B1/3. Galektin-1 stimuluje fibroblasty/myofibroblasty masivné
produkovat extracelularni matrix bohatou na fibronektin a galektin-1. Vznikla 3D sit’
je vhodna ke kultivaci bun€k, zejména keratinocytd. Galektin-1 aplikovany do rany

podporuje hojeni.

Domnivame se, Ze nékteré vysledky by mohly byt prakticky pouZitelné, proto byly
podany celkem 3 patentové ptihlasky, ve 2 ptipadech byl patent udélen.
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