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Abstrakt:

Povrch bungk je bohaté pokryt oligosacharidy, které jsou v plazmalemé ukotvené pomoci
proteind a lipida. Oligosacharidy zprosttedkuji vzajemnou vazbu mezi bunkami nebo vazbu
bunék k sloZzkdm extracelularni matrix. Galektiny jsou zivoCiSné lektinii které maji afinitu
k oligosacharidim obsahujicim B-galaktozu. Jsou to multifaktorialni proteiny, které se
ucCastiuji fady reakci v organizmu, jako jsou mezibunécné interakce, interakce bunck
s mezibunénou hmotou, proliferace i apoptdza a sestiih pre-mRNA. Proteiny po translaci
prochazeji riznymi strukturalnimy Gpravami, 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 posttranslacni modifikace nema vliv na jeho
vazebnou reaktivitu. Jiny endogenni lektin, galektin-1 je charakteristickou molekulou
nadorového stromatu a granula¢ni tkané hojicitho se poranéni. Zjistili jsme, ze galektin-1
indukuje na TGF-B nezavisly in vitro pifechod normalnich fibroblastd 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 predlozené¢ disertaci demonstrujeme biologické vlastnosti fibroblasti isolovanych
Z lidského basaliomu, které jsou schopné indukovat vlastnosti mesenchymovych kmenovych
bunék u mysich 3T3 fibroblastli véetné jejich diferenciacni plasticity. Déle jsme prokazali, ze
u lidskych spinaliomt hlavy a krku se na vzajemné komunikaci mezi nddorovymi bunkami a
nadoroveé asociovanymi fibroblasty podileji CXCL-1, IL-6 a IL-8. Jejich blokace by mohla
mit terapeuticky efekt. Na zavér I1ze konstatovat, Ze galektiny maji vliv na nddory vychazejici
z dlazdicovych epitelli. Zejména galektin-1 ma vliv na vznik bioaktivniho nadorového
stromatu. Byly charakterizovany cytokiny podilejici se na vzijemné interakci mezi

nadorovymi buitkami a bufikami stromatu.

Klic¢ova slova: galektin, nddorovée asociované fibroblasty, cytokiny



Abstract:

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.
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Seznam zkratek:

BM — basal membrane

BMP-4, -6 - bone morphogenetic protein
CAF - cancer-associated fibroblast
CRD - carbohydrate recognition domain
CXCLI1/GRO a - cytokine

ECM - extracelular matrix

EMT - epithelial-mesenchymal transition
FGF7 - fibroblast growth factor

GFP — green flourescent protein

IGF-2 - insulin-like growth factor

IL-1, -6, -8 - interleukin

K-8, -18, -19, -14 - keratin

LEP - leptin

MSC - mesenchymal stem cell

NGF - nerve growth factor

TGF-p - transforming growth factor g
TNFa - tumor necrosis factor a

o-SMA - a smooth muscle acti

Vi


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
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1. Uvod

Studium interakce sacharidi a proteinti je stale vice se rozsifujici oblasti bunééné biologie.
V predlozené disertaci jsou sledovany lidské endogenni lektiny galektiny a jejich vazebné
epitopy Vv normalnich dlazdicovych epitelech a nadorech z nich vychazejicich s dirazem na

vzajemné interakce nadorové bunky a nadorového epitelu.

2. Glykokéd

Dlouhé¢ obdobi se buné¢néd a molekularni biologie soustfed’ovaly zejména na studium proteinti
a nukleovych kyselin. Sacharidy byly dlouho opomijeny a povazovany spiSe za molekuly
hrajici roli pouze v metabolickych dé&jich, eventualné jim byla ptfizndvana role stavebnich
elementt urcitych bunécnych soucasti, naptiklad rostlinnych bunécnych stén.

Sacharidy jsou pifi tom v piirodé nejpocetnéjsi skupinou organickych molekul a témét
vSechny organismy je potiebuji k svému zivotu (Wade, 1999). Nov¢ji byla ptijata predstava,
7e sacharidy mohou strukturné modifikovat jiné molekuly
(Hironobu, 2007; Allahverdian et al., 2006). Tato strukturni modifikace ale mize néasledné
vyznamn¢é ovliviiovat, ¢i dokonce 1 ménit funkci zakladni molekuly a podilet se tak na
regulaci bunéénych déju (Varki et al., 2008). Pro vysokou komplexnost své molekuly a
moznost dalSich stereochemickych tprav predstavuji pro tento ucel praveé sacharidy nesmirné
vhodny, jemny a vysoce variabilni néstroj. Heterogenita sacharidli v zivych systémech je dana
nékolika jejich charakteristickymi vlastnostmi: schopnosti cukernych rezidui rizného typu se
vazat glykosidickou vazbou s dal§imi; strukturdlni charakteristikou molekul; anomerickym
efektem a pozici vazby (Mody et al., 1995; Gorelik et al., 2001).

Tim, Ze sacharidové oligomery a polymery nejsou piimo kédovany pomoci genomu, unikala
dlouhou dobu ze zorného pole molekularni biologie moZznost, Ze by se sacharidy mohly
podilet na predavani informace pti bunécnych déjich a tato schopnost ziistavala rezervovana
v zdkladnim dogmatu DNA, RNA a proteinim. Nicméné jiz vySe uvedend rozmanitost
struktury sacharidii a moZnost jejich dalSiho fetézeni z nich ¢ini velmi variabilni ndstroj pro

kédovani, uchovavani a realizaci informaci pii bunéénych d¢jich.



Pro ilustraci naristu komplexnosti fetézenych sacharidi si za ptriklad mizeme vzit molekulu
jednoduchého disacharidu slozenou ze dvou identickych Sestiuhlikatych monosacharidi,
naptiklad gluk6ézy. Pro porovnadni zvolme dipeptid tvofeny dvéma identickymi
aminokyselinami. Vazebnymi kombinacemi dostaneme celkem 11 rdznych disacharidd, ale
jenom jeden dipeptid. Pii kratkém fetézeni Ctyfi odliSné aminokyseliny utvoii 24 typt
tetrapeptidil, ale ¢tyfi odlisné hexdzy potencialné vytvoti az 35 560 unikatnich tetrasacharidii
(Sharon and Lis, 1989, 1993).

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).

Biologicka tloha cukernych oligo-/polymerti neni piimo kodovana v genomu, je ale
genomem nepiimo podminéna. Cukerny polymer pak vznika aktivitou proteint
glykosyltranferaz a glykosidazy v endoplazmatickém retikulu, Golgiho apardtu a na povrchu
buiiky (Sharon, 1980; Opdenakker et al., 1993). Neni vSak zatim Uplné jasné, jak je kodovano
potadi monosacharidi v fetézci.

Na zakladé€ vyse uvedenych skutecnosti jsou cukerné polymery povazovany za média vhodna
pro ulozeni biologické informace a do literatury byl proto zaveden pojem glykokod (Gabius,

2009).

3. Lektiny

Aby mohla byt biologicka informace ulozend v glykokdédu dekddovana, musi existovat
receptorovy systém, ktery je schopen ji specificky pfecist, a tim jsou lektiny. Lektiny jsou
definovany jako proteiny, které piesné rozeznavaji sacharidové struktury. Termin lektin je
odvozen z latinského slova legere, coz v piekladu znamena ,,vybrat si, zvolit si a odkazuje
praveé na schopnost jemné diskriminace pfi vazb¢é na sacharidové motivy. Mechanismus této
vazby je odliSny od reakce antigen-protilatka a nejednd se ani o enzymatickou vazbu (Mody
et al., 1995; Bies et al., 2004; Minko, 2004). Vazba lektin-monosacharid je relativné slaba
s disocia¢ni konstantou v rozmezi 10~ 10 mol. (Bouckaert et al., 2005; Rabinovich et al.,
2007). Vazba karbohydratového komplexu na povrchu molekul glykolipidi a hlavné

glykoproteintl je silnejsi.



Zacatek lektinologie muzeme datovat do roku 1888, kdy Herrmann Stillmark popsal
aglutina¢ni schopnosti ricinu pfidaného k erytrocytim (odkaz v Sharon and Lis, 2004).
Moderni éra lektinologie zacala ale skoro o 100 let pozdé&ji. Prvni lektiny byly popsany u
rostlin a v rostlinnych extraktech. Pozdéji se podafilo izolovat rozmanité lektiny
z mikroorganizmil a také ze zivoCicht (Bies et al., 2004). Spole¢nym znakem rostlinnych i
zivoCiSnych lektind je specifickd afinita k sacharidim. Po poznani primarnych struktur
ruznych lektinti se pomoci 3D modelu zjistila jistd homologie i v jejich terciarnich strukturach
(Sharon and Lis, 2004).

Schopnost lektinu rozpoznavat specifické cukerné motivy je ddna aminokyselinovou sekvenci
Vv jejich molekule, pfesnéji ve specializované doméné rozpoznavajici sacharidy tzv. CRD
(carbohydrate recognition domain). CRD pisobi jako jisty morfologicky a funkéné
diskriminujici faktor, protoZze neumoziuje navazani riznych anomerd, byt’ by jejich chemicky
vzorec byl identicky a liSily se jen pozici vazby. Naptiklad lektin concavalin A se specificky
et al., 1995). Lektiny tedy muZeme chapat jako piekladatele ,,glykokoddu (Gabius, 2002).
Lektinii 1ze relativné jednoduse vyuzit pii histochemickych a cytochemickych technikach a
jejich vyznam v této oblasti vzrista (Smetana and André, 2008). Nejdulezité€j$im ukolem ale

zustava porozuméni funkei lektinti pfimo v sav€ich bunkéach.

4. Galektiny

Pojem galektin byl zaveden v roce 1994 pro ty lektiny, které spliuji nasledujici podminky: (I)
afinitu k B-galaktosidim a (IT) sekven¢ni homologii v ¢asti, ktera se vaze se sacharidem (CRD
je tvofena 135 aminokyselinami). Pivodni ndzev rodiny byl S-lektiny, coZ souviselo
s ptitomnosti SH-sulthydrylové skupiny (Lobsanov et al., 1993). Zajem o lektiny vychazel
Z predstavy, ze povrch bunék obsahuje mnozstvi karbohydrati, které slouzi k adhesi bunék
navzajem nebo ke slozkdm extraceluldrni matrix. Pomoci metody separace na kolonach
Snavazanymi [-galaktosidy se podafilo potvrdit pfitomnost hledanych molekul
zodpovédnych za tuto vazbu. S postupem sekvenovani genomu se skupina ptivodné funkéné
definovanych Zivocisnych galektinii a galektinim podobnych proteinii zuZila na 14 ¢lennou
rodinu. Porovnanim CRD mezi ortology je struktura vétSiny galektini konzervovéana na stejné

urovni jako u hemoglobintl (80% homologie mezi ¢lovékem a mysi). Galektin-2 a -9 jsou
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mirn¢ variabilnéjsi (70% identita ¢lovék-mys), galektin-1 a -3 jsou nepatrné¢ konzervovanéjsi
(87% identita). Vyjimku s 99% identitou, stejné¢ vysokou jako u tubulinli, ptfedstavuje
HSCP159 (Talbot et al., 1983).

Klasicky se galektiny déli podle struktury do t¥i podskupin (Hirabayashi and Kasai, 1993) a
sice:

1) ,,prototype* — s jednou CRD doménou (Galektin-1,-2,-5,-7,-10,-13,-14)

" 4

1) ,tandem repeat — obsahuje dvé rizné CRD domény na témze polypeptidovém

fetézci, kterou jsou vzajemné odlisné a jsou odlisné i od jinych galektini

(Galektin-4,-6,-8,-9,-12)

I11) ,.chimera“ — obsahuje kromé CRD jesté jinou doménu (Galektin-3) (Cooper, 2002).

Be

Toto zatfazeni do podskupin vychazi pouze z jejich struktury, nevypovida o sekvencni
homologii, ani o detailech vazby na specifické motivy (Houzelstein et al., 2004).

Galektiny maji charakter cytosolovych proteini. Jsou syntetizovany na ribozomech v cytosolu
postradaji signalni sekvence a maji acetylovany N-konec. Z cytosolu mohou byt galektiny
transportovany do jadra, nebo byt secernovany na bunéény povrch. Zplsob transportu neni
klasicky (cestou vezikul Golgiho aparatu), ale probihd pomoci zatim pfesnéji neobjasnéného
mechanizmu. Na zakladé své lokalizace se podileji na riznorodych intra- a extra- celularnich
procesech. Ovliviiuji bunéény cyklus, apoptdézu (Nakahara et al., 2005), bunécnou adhezi
(Brewer, 2002), signalni transdukci (Shalom-Feuerstein et al., 2005), ale i slozité d&je jako
navozeni autoimunity (Buzas et al., 2006) nebo maligni bujeni (Lahm et al., 2004). Vyznam
lokalizace galektinii v jadfe byl studovan zejména na piikladech galektinu-1 a galektinu-3
(Wang et al., 2004), kde byl ukazan jejich podil na sestfihu pre-mRNA.

Je patrné, ze galektiny mohou mit i pfes relativné konzervovanou strukturu v organizmu

rozdilné funkce. Divergence byla zjisténa napiiklad pii regulaci riistu neuroblastomu a nadoru
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pankreatu nebo pii aktivaci T-bun¢k (Kopitz et al., 2001, 2010; Sturm et al., 2004; Sanchez-
Ruderisch et al., 2010).

Pfitomnost extraceluldrné secernovaného galektinu ve stromatu mize byt pouzita jako
prognosticky znak progrese nadort. Naptiklad kombinace vyskytu galektinu-1 a galektinu-4
znamena Spatnou prognézu u nadoru tlustého stieva (Nagy et al., 2003), obdobné vyskyt
galektinu-3 u karcinomu prsu (Moisa et al., 2007). Bylo zjisténo, Zze postupna diferenciace
epitelovych bunék smérem od bazalni vrstvy k povrchovéjsim vrstvam epidermis je
doprovazena zménou ,,glykokodu* tj. zménou glykokonjugatového motivu (Villalobo et al.,
1998). Galektin-3 a jeho reaktivni epitopy jsou piitomny striktné v suprabazalni vrstvé na
rozdil od cukernych epitopti galektinu-1 a galektinu-7, které se vyskytuji jak v buiikach
bazalni vrstvy tak 1 v suprabazdlni vrstvé (Plzdk et al., 2000). Klinickd studie studujici
prezivani pacienti s dlazdicovym karcinomem hlavy a krku zaméfena na detekci
diferencidlniho stavu glykosylace potvrdila, ze pfitomnost volnych vazebnych mist pro
galektin-3 muze slouzit jako prognosticky ukazatel u nadori vychazejicich z vrstevnatych
dlazdicovych epitela (Plzdk et al., 2004). Vyskyt urCitych typt galektini v nadorovém

stromatu nas vedl k zajmu o toto mikroprosttedi.

5. Nadorové stroma

U nadora nevytvaii transformovany bunécny klon zcela autonomné se vyvijejici celek, ale
tato bunécna populace je Zivotné zavisld na svém okoli — nadorovém stromatu. V piipadée
karcinomt tvofi naddorovy parenchym transformované epitelové buiiky a podplrnou funkci
stromatu plni mesenchym s infiltrujicimi leukocyty a novotvofenymi cévami. Pfed vice nez

IC‘

100 lety postuloval anglicky chirurg Stephen Paget hypotézu ,,seed and soil“ — tedy nadoru
jako semene, které potiebuje k ristu vhodnou urodnou ptudu - nddorové stroma (citovdno v
Fidler, 2003). Zjednodusené feceno se nadorové stroma sklada z bunétné a extracelularni
slozky (anglicky extracelullar matrix, dale: ECM). Pomér a slozeni buné¢né a extracelularni
¢asti stromatu neni u vSech nadort stejné.

VétSina parenchymatéznich organi za normalnich podminek je formovéana jako velmi
kompaktni celek s minimem mezibunééného prostoru, naproti tomu v pojivové tkani prevlada

ECM. Na povrchu bunék jsou receptory — napf. integriny, které interaguji s komponentami
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extracelularni matrix. Nejpocetnéji jsou v ECM zastoupeny tfi slozky: (I) proteoglykany, (II)
fibrily tvotfené kolagenem a (III) rozpustné multiadhesivni proteiny (napt. fibronektin).
Vlastnosti ECM (pevnost, pruznost, adheze) jsou ovliviiovany interakci bunék s okolnim
prosttedim a podléhaji neustdlym zménam. Obecné lze fici, Ze ECM ma podptrnou
mechanickou funkci. Pfedstavuje ale velice dynamickou populaci, kde dochazi k permanentni
remodelaci, degradaci poSkozenych casti a syntéze novych (Watt et al., 2011). Stejn€ jako u
zdravé tkan€, jsou nejpocetnéji zastoupenou bunéCnou slozkou nadorového stromatu
fibroblasty. Mnozstvi stromatu je u nékterych nadortt vEétsi nez mmnoZstvi vlastniho
nadorového parenchymu. Nadorové asociované fibroblasty (anglicky: cancer-associated
fibroblasts, dale: CAF) se lisi od zdravych fibroblasti jak svoji funkci, tak i fenotypem
(Rédsdnen et al., 2010). Jejich fenotyp se blizi aktivovanym fibroblastim v hojici se rané (tedy
myofibroblastiim), které exprimuji a-SMA (smooth muscle actin) (Chatzistamou et al., 2010).
Fyziologicky aktivované fibroblasty v rané ale nejsou aktivované permanentné, vraceji se do
puvodniho stavu, nebo podI€haji eliminaci a apoptéze. Naproti tomu CAF této regulaci
nepodléhaji (L1 et al., 2007). Je znama jisté podobnost mezi organizaci nadorového stromatu a
granulacni tkani hojici se rany (Dvorak, 1986). Existuje nejspiS hned nékolik zpisob,
kterymi mohou nadorové asociované fibroblasty vzniknout: 1) aktivaci lokalnich fibroblastt;
2) epitelové mesenchymovym ptechodem (anglicky: epithelial-mesenchymal transition, dale:
EMT) vlastnich nadorovych bunék; 3) diferenciaci z migrujicich mesenchymovych
kmenovych bunék pochazejicich z kostni diené atrahovanych do mista nadoru (Mishra et al.,
2009). Pivod CAF nebude u vSech nadort identicky. Piipustit Ize pravdépodobné i kombinaci
riznych mechanizmii vzniku v zavislosti na bunééném typu a signalech okoli (Li et al., 2007).
Jednim z faktort, ktery indukuje proménu fibroblastii na myofibroblasty v ran¢ i1 v stromatu
spinocelularniho karcinomu in situ, je TGF-B (anglicky: transforming growth factor)
(Brenmoehl et al., 2009).

Rada typti nadorti obsahuje buiiky, které exprimuji znaky typické pro pluripotentni kmenové
buniky (naptiklad Nanog, Oct-4). Jejich funkce v nadoru neni zcela objasnéna, zda se vsak, Ze
jejich vyskyt je mnohdy negativnim prognostickym znakem (Downs-Kelly et al., 2009). Ve
stromatu nadoru prsu byly popsany buiky, které vykazovaly znaky podobné MSC (anglicky:
mesenchymal stem cell) a které po transplantaci spole¢né s nadorovymi bufikami do téla mysi
signifikantné stimulovaly potencial bun€k k uchyceni a k tvorbé metastaz v téle hostitele (Hall
et al., 2007; Karnoub et al., 2007). Ve stromatu nékterych karcinomt u pacientd s velmi

Spatnou progndzou byl vzacné pozorovan i ektopicky vyskyt kostni nebo chrupavcité tkané.


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

Tuto skutecnost lze interpretovat i tak, ze dokazuje v nadoru pfitomnost bunék s vlastnostmi
mesenchymovych kmenovych bunék a jejich diferenciacni potencial (Yoichi et al., 2009).

V soucasné dobé je Siroce akceptovano, ze se v nadorovém parenchymu vyskytuji také bunky
S vlastnostmi bun¢k kmenovych — tzv. nddorové kmenové buiiky, které se aktivné podileji na
formovani a Sifeni nadoru (Cordon-Cardo, 2010). Protoze je znamo, ze normalni tkanové
bunky potiebuji specifické mikroprostiedi — tak zvané ,,niche®, které sehrava zasadni roli pii
udrzovani jejich kmenovych vlastnosti, je vysoce pravdépodobné, ze specifické
mikroprostiedi budou vyzadovat 1 nddorové kmenové buiky. Timto mikroprosttedim by
mohlo byt pravé nddorové stroma. Zvlastni vlastnosti naddorového stromatu podporuji
prezivani nadorovych bun¢k a stimuluji rust a Sifeni nadoru (Li and Neaves, 2006). CAF
vzniklé z lokdlniho mesenchymového loziska nebo =z cirkulujicich mesenchymovych
kmenovych bun€k kostni diené¢ (Mishra et al., 2009) tvoii niche, které je vhodné pro
udrzovani kmenovosti embryondlnich, mesenchymovych a nadorovych kmenovych buncék

(DeWever and Mareel, 2003; Motlik et al., 2007).

5.1. Interakce mezi nadorovym parenchymem a podpirnym stromatem

Epitel je od svého podpiarné ptisobiciho mesenchymového okoli oddé€len selektivné
propustnou bazalni membranou (BM), kterd zabranuje volnému pfechodu bunck. Pro malé
solubilni molekuly (vcetné cytokinti/chemokint) je ale BM volné prostupna. BM je
piirozenou piekazkou, kterda je dynamicky odbouravana a rekonstruovana v prabéhu
morfogeneze. Dilezitou roli hraje pii regeneraci tkdn€ po poranéni i pfi embryonalnim vyvoji,
kdy podél ni migruji rizné bunééné typy (Frisch and Ruoslahti, 1997). Struktura BM neni ve
vSech tkénich stejnd. Laminin, jeden z hlavnich proteini bazadlni laminy, ma vliv na stav
diferenciace epiteld. Prostorova interakce mezi lamininem a kolagenem IV ji dava
charakteristicky tvar rohoze s tloustkou 60 az 120 nm. Na zakladni osnovu se pak vazou
ostatni proteoglykany (entaktin — napomahé inkorporovat dal$i komponenty do membrany,
perlekan — vaze se se slozkami ECM i molekulami na povrchu bunék). BM umoziiuje vyménu
1 signalnich molekul mezi vzdjemné interagujicimi bunéénymi populacemi (Timpl, 1996).

Oligo/polysacharidové slozZky membrany vetné heparansulfatu a man6zy jsou rozpoznavany



endogennimi lektiny a reaguji i s rostlinnymi lektiny, napt. concavalinem A (Labsky et al.,
2003).

Nadorové stroma ovliviiuje epitelové-mesenchymovy prechod, déj, pti némz v nadorovém
parenchymu dochazi k de-diferenciaci bun¢k, které ziskavaji migracni a proinvazivni
vlastnosti (Thiery et al., 2009). N¢které velké studie poukazuji na fakt, Ze pravé snizujici se
exprese keratinti (K8, K18 a K19) u karcinomtl prsu a naopak vétsi exprese vimentinu je u
nékterych skupin pacientii asociovana s vyssi agresivitou nadoru (Willipinski Stapelfeld et al.,
2005).

5.2. Cytokiny a chemokiny

MozZnymi molekularnimi kandidaty odpovédnymi za vzajemnou interakci nadorovych a
stromalnich bunék jsou cytokiny. Cytokiny maji pleiotropni U€¢inky na organismus. Jeden
muze pusobit na vice funkci u riznych bunécnych typli a naproti tomu vice druht cytokint
ma podobny efekt na jednu buiniku. Navzdjem jsou schopné pulsobit synergicky nebo
antagonisticky, takze plni funkci inhibitori nebo stimuldtori pro bunétné déje. Z vyse
uvedenych fakti vyplyva, Ze sit vzajemnych interakci cytokini je velice slozitym a
propojenym komplexem (Rakesh and Agrawal, 2005). Velkou rodinu cytokinovych
chemoatraktantli ptedstavuji chemokiny. Dé¢lime je podle polohy rezidui aminokyselin
cysteinu pii N-konci na 4 vysoce konservativni skupiny: CXC, CC, C a CX3C. Chemokiny
s CXC motivem maji G¢inek pfedev§im na polymorfonuklearni leukocyty a T-lymfocyty.
Monocyty a lymfocyty jsou citlivé na chemokiny s CC strukturou (Kulbe et al., 2004). Ty
jsou secernovany bunkami raznych typt véetné leukocyti, endotelovych bunék, fibroblastl a
epitelovych bun€k (Bendall, 2005). Senzitivita bun€k na cytokiny/chemokiny je rozdilna u
tkan¢ zdravé a maligné transformované (Douglas et al., 2004). TNFa (anglicky: tumor
necrosis factor) podporuje produkci nékolika dalSich chemokint, které maji vliv na
neoangiogenezi a metastaticky potencial nadorii (Li et al., 2009). Hladina IL-1p (interleukin)
je zvysena u pacientl s nddory zaludku a jater (Sakurai et al., 2008; Glas et al., 2004), u mysi
potencuje tumorigenezi u fibrosarkomu a hepatocelularniho karcinomu (Krelin et al., 2007;
Shchors et al., 2006). Pronddorovy Uc¢inek IL-6 (interleukin) byl prokédzdn u nadorii prsu,

ovarii, prostaty a plic (Bromberg and Wang, 2009). BMP-4 (bone morphogenetic protein) a
9



IGF-2 (insulin-like growth factor) maji vliv na zménu fenotypu i zdravych keratinocytt, které
ziskavaji vlastnosti podobné keratinocytiim vyskytujicim se v hojici rané a nadoru (Strnad et

al.,2010).
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6. Cile disertacni prace

Ve své praci jsem se zaméfil na nasledujici okruhy otazek:
» Specifikovat vliv posttransla¢nich modifikaci (fosforylace) galektinu-3 na jeho vazbu

na reaktivni glykoepitopy zejména u nadort hlavy a krku.

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

komponentt extracelularni matrix.

» Sledovat biologickou aktivitu nadorové asociovanych fibroblasti izolovanych z
dlazdicového karcinomu hlavy a krku, bazaliomu a dermatofibromu v podminkach in

Vitro a jejich potencial ménit fenotyp zdravych epiteld.

» Sledovat specificitu ¢inku nddoroveé asociovanych fibroblastl izolovanych z riznych

typt nadort na epitelové buiky.

7. Material a metody

V této casti jsou shrnuty pouze hlavni metodické principy vyuzité pti feSeni vytéenych ukola,
detailni popis metodik je uveden v jednotlivych ¢lancich, které tvoii soucast této dizertacni
prace. V piedlozené disertacni praci byly analyzovany normalni tkané (sliznice hlavy a krku,
ktze) a z nich vychazejici nadory, tedy bazaliom, spinaliom, benigni a maligni histiocytom a
dale i karcinomu prsu - jak bunécna linie izolovana z primarniho nddoru, tak bunky ziskané
Z metastazy do kaze. Veskery material byl ziskdn na zakladé informovaného souhlasu
pacienta, jehoz text byl revidovan ptislusnou etickou komisi spolupracujiciho zdravotnického
zatizeni (VFN a FNM Praha) v souladu s principy bioetiky ve smyslu Helsinské konvence.
Tyto tkané byly bud’ zmrazeny a histologicky zpracovany, nebo byly pouzity jako zdroj
bunék pro kultivacni experimenty. Kromé toho byly pouzity i standardni komeréné dostupné
bunécné linie (NIH 3T3, HaCaT, FaDu, EM-G3). ZjiStované proteiny byly znazoriiovany
metodou neptimé imunofluorescence. Pouzité protilatky byly bud’ komeréné dostupné, nebo
byly ptipraveny v laboratofi spolupracujiciho pracovisté (Hans-Joachim Gabius, Universita
Ludwiga Maximiliana, Mnichov). Kontrolni reakce pro ovéfeni specifity pouzitych protilatek

prvniho kroku byly provedeny nahrazenim isotypovou protilatkou proti antigenu, ktery se
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v ptislusnych bunkach/tkanich nevyskytuje, ¢imz bylo vylouceno riziko faleSné pozitivni
reakce podminéné interakci Fc fragmentu protilatky s Fc receptorem. Kromé toho bylo jako
kontroly uzito i1 iplné vynechani protilatky prvniho kroku. Vazebna mista pro galektiny byla
zndzornéna pomoci biotinylovanych rekombinantnich galektini rovnéz pfipravenych
Vv laboratofi H.-J. Gabiuse. V neznacené podobé byly tyto galektiny pouzity i pfi studiu jejich
vlivu na normalni lidské fibroblasty. Kontrolni reakce spocivala ve vyuziti kompetitivniho
inhibitoru laktézy. Transkriptom byl analyzovan pomoci mikro¢ipové analyzy (Illumina) a
vysledky byly ovéfovany pomoci RT-PCR a imunocytochemicky. Produkce proteint do
kultiva¢niho média byla analyzovana jak pomoci ELISA, tak kulickovym systémem

Luminex. Statistick¢ metody jsou detailn€ popsany v ptilozenych studiich.
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8. Vysledky

Seznam publikaci, v nichzZ jsou uvedeny vysledky disertace:

1.

Dvorankova, B., Szabo, P., Lacina, L., Gal, P., Uhrova J., Zima, T., Kaltner, H.,
André, S., Gabius, H-J, Sykova, E., Smetana, K., Jr.. Human galectins induce
conversion of dermal fibroblasts into myofibroblasts and production of extracellular
matrix: potential application in tissue engineering and wound repair. Cells Tissues
Organs 194: 469-480 (2011) (IF 2.302)

Dvorankova, B., Szabo, P., Lacina, L., Kodet, O., Matouskova, E., Smetana, K., Jr.:
Fibroblasts prepared from different types of malignant tumors stimulate expression of
luminal marker keratin 8 in the EM-G3 breast cancer cell line. Histochem. Cell
Biology DOI: 10.1007/500418-012-0918-3 (2012) (IF 4.727)

Kideryova, L., Lacina, L., Dvofankova, B., Stork, J., Cada, Z., Szabo, P., André, S.,
Kaltner, H., Gabius, H.-J., Smetana K., Jr.: Phenotypic characterization of human
keratinocytes in coculture reveals differential effects of fibroblasts from benign
fibrous histiocytoma (dermatofibroma) as compared to cells from its malignant form
and to normal fibroblasts. J. Dermatol. Sci. 55: 18-26 (2009) (IF 2.515)

Smetana, K., Jr., Gabius, H.-J., Dvoidnkova, B., Kalter, H., Lacina, L., André, S.,
Szabo, P., Valach, J., Zima, T., Sykova, E., Jendelova, P.: Pouziti galektinl a zpiisob
piipravy myofibroblastil a nanovlaken extracellularni matrix. Cesky narodni patent ¢..
302505, 2011

Smetana, K., Jr., Szabo, P., Lacina, L., Dvotankova, B., Plzak, J., Cada, Z., Chovanec,
M., Betka, J., Strnad, H., Kolai, M., VIgek, C., Motlik, J., Kovafova, H., Jarkovska,
K.: Terapeutické pouziti kombinace protilatek nebo jejich Fab fragmentl pro blokaci
bioaktivnich proteinii produkovanych nadorové-asociovanymi fibroblasty. PV 2011-
222

Szabo, P., Dam, T., K., Smetana, K., Jr., Dvofankova, B., Kiibler, D., Brewer, C., F.,
Gabius, H.-J.:Phosphorylated human lectin galectin-3: Analysis of ligand binding by
histochemical monitoring of normal/malignant squamous epithelia and by isothermal
titration kalorimetry. Anat. Histol. Embryol. 38: 67-75, 2009 (IF 0.554)

Szabo, P., Kolaf, M., Dvofankova, B., Lacina, L., Stork, J., VIgek, C., Strnad, H.,
Tvrdek, M., Smetana, K., Jr.: Mouse 3T3 fibroblasts under the influence of fibroblasts
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isolated from stroma of human basal cell carcinoma acquire properties of multipotent
stem cells. Biol. Cell 103: 233-248 (2011) (IF 4.898)

Cast vysledkii je shrnuta v piehledném ¢lanku

1. Plzék, J., Lacina, L., Chovanec, M., Dvotankova, B., Szabo, P., Cada, Z., Smetana, K.,
Jr.. Epithelial — stromal interaction in squamous cell epithelium — derived tumors: an
important new player in the control of tumor biological properties. Anticancer Res. 30:
455-462 (2010) (IF 1.428)
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8.1. Vliv posttranslacnich modifikaci (fosforylace) galektinu-3 na
jeho vazbu na reaktivni glykoepitopy zejména u nadord hlavy a
krku

Szabo, P., Dam, T., K., Smetana, K., Jr., Dvoirankova, B., Kiibler, D., Brewer, C., F.,
Gabius, H.-J.:Phosphorylated human lectin galectin-3: Analysis of ligand binding by
histochemical monitoring of normal/malignant squamous epithelia and by isothermal
titration kalorimetry. Anat. Histol. Embryol. 38: 67-75, 2009 (IF 0.554)

Znaceny endogenni lektin galektin-3 uzity jako sonda rozeznava mezibunééné kontakty
zejména v diferencovanych suprabazalnich vrstvach zdravé epidermis stejné jako
diferencované nadorové buiky. Mlze tak slouZit jako nezavisly prognosticky znak (Plzak et
al., 2004). Intracelularni lokalizace galektinu-3 Vv jadie ¢i cytoplazmé je zavisld na
posttranslaéni modifikaci (fosforylaci) na N-konci molekuly lektinu (Hufleijt et al., 1993;
Mazurek et al., 2000). V této studii jsme se zaméfili na stanoveni rozdilu vazebné reaktivity
nefosforylovaného a fosforylovaného galektinu-3 ve vrstevnatém dlazdicovém epitelu za
normalnich a patologickych podminek. Potvrdili jsme pfitomnost galektinu-3 a jeho
reaktivnich epitopl v suprabazalni vrstvé epidermis a jeho absenci v bazalni vrstvé epitelu.
Stratum corneum a stratum spinosum epidermis byly pozitivni i na fosforylovany galektin-3.
Pritomnost laktozy vedla k drastickému snizeni intenzity signdlu u obou sledovanych typt
sond. Vazba galektinu-3 a jeho fosforylované formy nebyla prokazana u bazaliomu, tedy
nadorti, jejichz bunky si zachovavaji nizky stupen diferenciace. Pozitivni kolokalizace
ptritomnosti galektinu-3 a vazby jeho fosforylované formy byla prokazana na kryostatovych
fezech z dlazdicového karcinomu jazyka. Tyto ndlezy svédci o kvalitativnim 1 kvantitativnym
rozdilu v expresi glykoligandl u lidského bazaliomu a dlazdicového karcinomu u ¢lovéka.
Zaroven miZzeme konstatovat, ze fosforylace galektinu-3 pouzitého jako sonda nema vliv na

jeho reaktivitu a vazbu na lidské tkané.
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8.2. Sledovani biologické aktivity nadorové asociovanych
fibroblastii  izolovanych ze spinocelularniho Kkarcinomu,
bazaliomu, maligniho melanomu, koZni metastizy karcinomu
prsu a dermatofibromu v podminkach in vitro a jejich potencial

ménit fenotyp zdravého epitelu i fibroblasta

Kideryova, L., Lacina, L., Dvorankova, B., Stork, J., Cada, Z., Szabo, P., André, S.,
Kaltner, H., Gabius, H.-J., Smetana K., Jr.: Phenotypic characterization of human
keratinocytes in coculture reveals differential effects of fibroblasts from benign fibrous
histiocytoma (dermatofibroma) as compared to cells from its malignant form and to
normal fibroblasts. J. Dermatol. Sci. 55: 18-26 (2009) (IF 2.515)

V ptedchozich studiich vychézejicich z naSi laboratofe jsme prokézali, Ze CAF izolované
Z lidského bazaliomu a dlazdicového karcinomu jsou biologicky aktivni a jsou schopny
vyznamn¢ ovlivnit fenotyp kokultivovanych normdlnich keratinocytii (Lacina et al., 2007a,b;
Strnad et al., 2010). CAF zejména stimulovaly expresi keratinu-19, jednoho ze znaku
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
piitomen v buiikach dlazdicovych karcinomu se $patnou prognozou (Fillies, 2006).

Vyse popsané vysledky jsme ovétili u kozniho néddoru benigniho fibrozni histiocytomu (seu
dermatofibrom). Tento nador dle historickych piedstav o histogenezi vychazi z atypickych
tkanovych makrofagii- histiocytl - nepodobnych fibroblastiim. Tento mesenchymovy nador je
lokalizovan do oblasti dermis, ale zajimava je hyperplastickd epidermis nad nadorovym
nodulem. Ta vykazuje uréitou podobnost s bazaliomem. Pod timto epitelem je navic bohaté
ptitomen deponovany galektin-1, podobné jako tomu je u bazaliomu. Buniky nami izolované
Z dermatofibromu jsou fenotypové velmi podobné fibroblastim ptipravenym z bazaliomu a
jako ony indukuji u zdravych lidskych keratinocytli vysokou expresi keratinu-19. Maligni
fibrézni histiocytom, dal$i kozni mesenchymovy nddor, jehoz histogeneze je ale nejspiSe
odli$nd, neni spojen s hyperplazii povrchové epidermis in vivo. Kokultivace zdravych
keratinocytti s fibroblasty izolovanymi z maligniho fibrézniho histiocytomu nevyvolava

zménu jejich fenotypu, coZ koreluje s pfedchozimi histopatologickymi poznatky (Han, 2001).

16



Za velmi dtlezitou povazujeme skutecnost, ze fibroblasty pfipravené z benigniho fibrézniho

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

Smetana, K., Jr., Szabo, P., Lacina, L., Dvoiankova, B., Plzak, J., Cada, Z., Chovanec,
M., Betka, J., Strnad, H., Kola¥, M., VI¢ek, C., Motlik, J., Kovarova, H., Jarkovska, K.:
Terapeutické pouziti kombinace protilitek nebo jejich Fab fragmenti pro blokaci

bioaktivnich proteintii produkovanych nadorové-asociovanymi fibroblasty. PV 2011-222

Jiz dtive bylo prokazano, ze CAF izolované z lidského dlazdicového karcinomu ovliviiuji
normalni lidské keratinocyty. Jejich aktivita neni podminéna pfimym kontaktem obou
populaci bun€k (Lacina et al.,, 2007b, Strnad et al., 2010). V dalSich experimentech jsme
pomoci studie transkriptomu na celogenomové trovni (ILLUMINA), imunocytochemicky a
metodami Luminex a ELISA sledovali druhy pél téZe interakce, tedy vliv riznych typu
keratinocytll (normalni, nadorové-FaDu) na zdravé lidské fibroblasty. Vysledky byly
porovnavany s analyzou transkriptomu ziskanou u 72 pacientii trpicich dlazdicovym
karcinomem hlavy a krku a imunohistochemickym vySetienim téchto vzorka. Pii této
komparativni analyze byla zjiSténa jak v nadorech tak u kokultivovanych fibroblastti pod
vlivem bun¢k FaDu vysokd exprese prozanétlivého cytokinu IL-6 a chemokini IL-8 a
CXCL1/GROa. Oba typy receptorii pro IL-8 byly navic vyznamné piitomny v nadorech 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 buiikami FaDu, vyznamn¢ stimulovala u zdravych lidskych
keratinocytli expresi keratinu-8, tedy Casto uzivaného znaku Spatné biologické prognozy
pacientl. Médium z kultury samotnych bunék FaDu mélo na keratinocyty efekt signifikantné
niz8i. Blokdda jednotlivych faktort protildtkami (IL-6, IL-8, CXCL-1/GROa) castecné
inhibovala expresi keratinu-8 u kultury normalnich keratinocyt. Spole¢na blokada vsech tii
proteind expresi keratinu inhibovala uplné. Tyto vysledky ukazuji, Ze vzajemna komunikace
nadorovych bunék a bunék stromalnich by mohla byt potencionalnim cilem pro nové typy
protinddorové biologické terapie, pfi niZ by byla protildtkou, ¢i kombinaci protilatek,
inhibovana aktivita faktorti podilejicich se na této mutualni interakce. V uvahu by ptipadalo i
pouziti malych bloka¢nich molekul inhibujicich aktivitu receptor ¢i cytokind. Pro jisty

terapeuticky potencial byla na zdkladé vySe uvedenych vysledkli podana patentova piihlaska.
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Dvorankova, B., Szabo, P., Lacina, L., Kodet, O., MatouSkova, E., Smetana, K., Jr.:
Fibroblasts prepared from different types of malignant tumors stimulate expression of
luminal marker keratin 8 in the EM-G3 breast cancer cell line. Histochem. Cell Biology
DOI: 10.1007/s00418-012-0918-3 (2012) (IF 4.727)

CAF vykazuji znacny Gc¢inek na biologické chovani riznych typti nadord véetné karcinomu
prsu. V ptedchozich pracich jsme sledovali u¢inek 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 1 zménu
fenotypu kokultivovanych NIH 3T3 mySich fibroblastt, které ziskaly a nasledné si i po
urcitou dobu udrzovaly vlastnosti multipotentnich kmenovych buné¢k podobnych MSC. Tato
pozorovani dokladaji, Ze nejen epitelové-mesenchymova interakce mize sehravat dalezitou
roli v biologii nadoru, ale Ze interakce mezi bunénymi populacemi v nadoru jsou jesté
komplexngjsi. V dal§im zkoumdani jsme proto vénovali pozornost specificité téchto interakci,
tedy otazce, zda interakce je specifickd pro urcity typ nadoru, nebo zda méa obecné;si
charakter. Kokultivovali jsme proto naddorovou linii EM-G3 pochazejici z K-19 pozitivniho
karcinomu prsu s riznymi CAF pochazejicimi z nadort s odliSnou i podobnou histogenezi
(jmenovité z dlazdicového karcinomu hlavy a krku, kozniho bazaliomu a melanomu a z kozni
metastazy karcinomu prsu; jako kontroly bylo uzito normalnich dermélnich fibroblastii). CAF
uniformné, bez ohledu na typ nadoru z néhoz byly izolovany, indukovaly v bunkdch EM-G3
na rozdil od kontroly expresi Kkeratinu-8. Positivita keratinu-14, tedy znaku
myoepitelové/bazalni diferenciace, byla prokédzana u bunék pod vlivem jak kontrolnich
fibroblasti, tak 1 CAF. Pfitomnost obou intermedialnich filament (K-8+, K14+), tedy znakt
prekurzorovych bunék, byla navozena pouze kokultivaci EM-G3 s CAF. CAF neménily ani
prolifera¢ni aktivitu nadorovych epitelovych bun¢k (Ki67 negativni), ani nedoslo k reexpresi
in vivo ptitomného 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. Ptes to, s ohledem na
nase predchozi prace, ale opét poukazujeme na pozoruhodnou plasticitu fenotypu, kterou
normalni keratinocyty odpovidaji na environmentélni vlivy vyvolané CAF. Zavérem mizeme
fici, Ze efekt CAF izolovanych 1 z rtznych typl karcinomi neni striktné specificky podle

jejich pivodu, ale Ze vykazuje urcité vlastnosti platné i u ostatnich typt nddort. Uréeni
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nadorové specifickych faktort jako cilii pro potencialni onkologickou lécbu by jisté mohlo

ptispivat k individualizované onkologické 1écbé.

Szabo, P., Kola¥, M., Dvo¥ankova, B., Lacina, L., Stork, J., VI¢ek, C., Strnad, H.,
Tvrdek, M., Smetana, K., Jr.: Mouse 3T3 fibroblasts under the influence of fibroblasts
isolated from stroma of human basal cell carcinoma acquire properties of multipotent
stem cells. Biol. Cell 103: 233-248 (2011) (IF 4.898)

V ptedchozi praci vychazejici z nasi laboratoie (Lacina et al.,, 2007a) byl zjistén vyrazny
biologicky potencial CAF izolovanych z bazaliomu na kokultivované normalni keratinocyty,
které nasledné ménily sviij fenotyp a exprimovaly intermedialni filamentum keratin-19, znak
kmenovych bunék epidermis. Otazkou vSak zistava, zda mohou tyto CAF také ovlivhovat
fibroblasty, tedy zatim normalni tkanové fibroblasty, které jsou v zoné prospektivniho Sifeni
nadoru. Na rozdil od kokultivacnich pokusii se zdravymi keratinocyty, které 1ze snadno odliSit
na zaklad¢ fenotypu od CAF, neumoziuje kokultivace CAF se zdravymi fibroblasty zjistit,
kterd populace predstavuje CAF a ktera sledované normalni fibroblasty. Mezi obéma
populacemi jsou totiz pouze funk¢ni, nikoli morfologické rozdily. Protoze jsme se chtéli
vyhnout moznym negativnim vliviim navozenym zna¢enim bunék pomoci GFP, zvolili jsme
systétm, v némz jsme kokultivovali s lidskymi CAF dobie etablovanou linii pochazejici
Z jin¢ho zivoc¢isného druhu, tedy mysSi NIH 3T3 fibroblasty. Odlisny druhovy piivod bylo
mozno spolehlivé sledovat pomoci imunocytochemie. BEhem piimé kokultivace jsme zjistili,
ze NIH 3T3 diky rychlejsi kinetice bunécného cyklu béhem 3 tydnt Upln€é numericky
dominovaly ve smésné populaci a lidské CAF tvorily pouze marginalni zlomek populace.
Vysoka cistota populace fibroblastli byla ovéfena imunocytochemicky a sekvenacné, coz
umoznilo pohlizet na sledované buiiky na konci experimentalniho obdobi jako na populaci
¢ist¢ murinniho plvodu. Béhem spolecné kultivace ziskaly fibroblasty NIH 3T3 nékteré
znaky kmenovych bungk, napf. Oct-4, Nanog a Sox-2. Vzhledem k tomu, Ze tyto znaky byly
puvodné u NIH 3T3 negativni, je moZno navozenou zménu piipisovat vlivu kokultivovanych
CAF, jakkoli byla jejich numericka denzita na konci sledovaného experimentu zanedbatelna,
¢i nulova. Zarovent NIH 3T3 ziskaly schopnost diferencovat se do adipocytli a chondroblast.
Schopnost diferenciace do osteoblastli vykazovaly NIH 3T3 i bez ptfedchozi kokultivace
S CAF. Pomoci ILLUMINA analyzy transkriptomu jsme detekovali skupinu ristovych
faktord (TGFB3, NGF, FGF7, IGF2, BMP6, LEP), které by mohly hrat roli pii ziskavani
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vysledného multipotentniho charakteru NIH 3T3 fibroblasti. Transkriptom CAF potvrdil
zmény v n€kolika regulacnich drahdch oproti normalnim fibroblastim. Tyto regulacni drahy
se uplatiiuji pfi bunééném cyklu, zrani bunck, ve drahach genu p53 nebo genti zapojenych do
produkce slozek ECM. Vysledky koreluji s poznatky o dilezitosti stromatu pifi modulaci
proinvazivniho chovani malignich nadori i pro jejich potenci metastazovat do vzdalenéjSich
oblasti (Condon, 2005; Lacina et al, 2007a,b). Nase zavéry potvrzuji dulezitou roli
mesenchymové kmenové bunky pfi formovani bioaktivniho stromatu (Mishra et al., 2009),
jako 1 jeji nezastupitelny podil na biologickém chovani nadori vcéetné metastazovani
(Karnoub et al., 2007). Za velmi dulezité povazujeme zjiSténi, ze CAF se mohou minimalné
podilet na podpote mikroprostiedi, které umoziuje existenci kmenovych bunék v nddorovém

stromatu.
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8.3. Sledovani ucinku galektinu-1 jako faktoru indukujiciho

tvorbu myofibroblasti a komponenti extracelularni matrix.

Dvorankova, B., Szabo, P., Lacina, L., Gal, P., Uhrova J., Zima, T., Kaltner, H., André,
S., Gabius, H-J, Sykova, E., Smetana, K., Jr.: Human galectins induce conversion of
dermal fibroblasts into myofibroblasts and production of extracellular matrix: potential
application in tissue engineering and wound repair. Cells Tissues Organs 194: 469-480
(2011) (IF 2.302)

Smetana, K., Jr., Gabius, H.-J., Dvorankova, B., Kalter, H., Lacina, L., André, S.,
Szabo, P., Valach, J., Zima, T., Sykova, E., Jendelova, P.: Pouziti galektini a zpisob
pFipravy myofibroblastii a nanovliken extracellularni matrix. Cesky narodni patent &..
302505, 2011

Bylo prokdzano, ze galektin-1 je bohaté zastoupen v nddorovém stromatu (Lacina et al.,
2007a; Suassuez et al., 2009). Krom¢ toho byla popsana jeho vysoka exprese i v granula¢ni
tkani hojici se rany prasete domaciho (Klima et al., 2009) a potkana (Gal et al., 2011).
Galektin-1 podporuje vzajemnou vazbu mezi bunkami nebo interakci buiky s
glykoproteiny matrix (André et al., 1999; Chang et al., 2004; Kadri et al., 2005). Interaguje
totiz s a5plintegrinem, ktery je spojen nejen s bunécnou adhezi, ale 1 napiiklad ristem (André
et al., 2007; Wang et al., 2009). Potencial galektinu-1 reprogramovat diferenciaci bunck
modulaci jejich genové exprese byl zjistén u mesenchymovych kmenovych bun¢k a kaze
plodu, kde exprese kolagenu (COL1A2) pies TGF-f/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 myofibroblastli je typicka pro stroma nadoru i pro
hojici se ranu. Tato skutenost vyvolava otdzku, zda se galektin-1 nemlize podilet na vzniku
myofibroblastu, jako bunétného elementu typického pro oba uvedené patologické stavy.
Rekombinantni galektiny jak normdlni, tak s alterovanou strukturou tedy byly pfidavany ke
kultufe normalnich lidskych dermdlnich fibroblasti. Bylo zjisténo, ze galektin-1 a v mensi
mife i galektin-3, -4 a -7 indukuji konverzi fibroblastii na myofibroblasty. Uginek galektinii je

synergicky s u¢inkem TGF-f1/3, ktery je zndmym induktorem tohoto procesu (De Wever et
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al., 2003), ale neni na ném zavisly. Po stimulaci galektinem-1, -4 a -7 tvofi fibroblasty a
myofibroblasty trojrozmérné sité extracelularni matrix s tloustkou vldkna 140 + 60 nm. Tyto
sité jsou vzdy tvoreny 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 (Dvotankova et al., 2005). Aplikace galektinu-1 na poranénou
kazi laboratorniho potkana vyznamné zlepsuji hojeni, zejména indukci kontrakce rany.

VysSe uvedené nalezy ukazuji, ze galektin-1 by mohl byt pouzitelny pfi podpote hojeni,
biotechnologické ptipravé extracelularni matrix 1 pfipravé myofibroblasti. Tyto

biotechnologické postupy byly pro mozny komer¢ni ptesah jiz nami patentovany.
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9. SpInéni cila diserta¢ni prace

Prikaz glykoepitopti 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 butiky normalni ani nddorové tkan¢.

Nadorové asociované fibroblasty izolované z riznych karcinomi vychézejicich
z dlazdicovych epiteld vykazuji u¢inek na fenotyp zdravych keratinocytt. 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 nadorti 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 ucinek produkt danych genti jsme testovali na zdravych keratinocytech a
vysledek ovértili pouzitim piislusnych blokac¢nich protilatek. IL-6, 1L-8 a CXCL1 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 bunék 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
ptitomnosti TGF-B1/3. Galektin-1 stimuluje fibroblasty/myofibroblasty k masivni
produkci extracelularni matrix bohaté na fibronektin a galektin-1. Vznikla 3D sit” je
vhodna ke kultivaci bunék, zejména keratonocytd. Galektin-1 aplikovany do rany

podporuje hojeni.

Domnivame se, Ze né€které vysledky by mohly byt prakticky pouZitelné, proto byly
podany celkem 3 patentové piihlasky, ve 2 ptipadech byl patent jiz udélen.
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