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Abstrakt

Dlazdicové karcinomy hlavy a krku jsou i1 ptfes pokroky mediciny v poslednich
desetiletich vyzvou na poli onkologické 1é¢by. Studium molekuldrni biologie umoziuje blize
charakterizovat vlastnosti nadorti a predpovédét prognoézu pro postizené pacienty. Soucasné je

vyvijeno a klinicky testovano nékolik 1€kt z kategorie cilené terapie.

Experimentalni prace spocivala jak v in vitro, tak v in situ pokusech provadénych na
zékladé spoluprace mezi nékolika pracovisti 1.LF UK, Akademie véd CR, UHKT a Fakultou

veterinarni mediciny Ludwig-Maximilianovy univerzity.

Galektinu-1 je vyznamnym induktorem vzniku myofibroblastti/nadorové asociovanych
fibroblastii. Tyto fibroblasty jsou, diky své schopnosti indukovat invazivni chovani nddorovych

bunék, povazovany za nositele Spatné progndzy onemocnéni.

Galektin-9 naopak neni v karcinomu exprimovan a v piipadé dysplastické tkang,
prokazané napiiklad aberantni expresi keratinu 14 a 19, dochézi téz k aberantni expresi gal-9.
Kromé vyuziti galektini jako prognostickych znakt je studovan téz jejich vyznam terapeuticky.
Prezentovana prace s mutovanymi variantami galektinu-2 ukézala moznosti ovlivnéni jak
farmakodynamiky, tak farmakokinetiky upravenych galektini. Vysledky ukazaly prodlouzeni
biologického rozpadu PEGylovaného galektinu na tkor jeho schopnosti tlumit proliferaci

nékterych nddorovych kolonii (erythroleukémie)

Interleukiny IL-6, IL-8, CXCL-1 jsou vyznamnym zdrojem signali v prubéhu epitelo-
mesenchymové interakce a jejich ptisobeni ma za nasledek snizovani diferenciace epitelovych
bunék. Vliv epitelo-mesenchymové interakce byl studovan i1 z pohledu nddorovych kmenovych

bunék a jejich vlastnosti v zavislosti na odliSnych typech prostredi.

Epitelo-mesenchymova interakce (EMI) v dlazdicovych karcinomech je kli¢ova pro jejich
chovani. Studium EMI v kombinaci s glykobiologii a nadorovymi kmenovymi bufikami piinasi
novy pohled do nadorové biologie s cilem zlepSit diagnostiku, 1é¢bu a v neposledni fadé 1

podpotfit surveillance postizenych pacientt.

Klicova slova: galektin, nddorové asociované fibroblasty, nddorové stroma, nddorovd kmenova

bunka



Abstract

Head and neck squamous cell carcinomas are still challenging despite progress in the
oncological treatment. Study of the molecular biology allows to deeply characterize tumor
properties and to predict the prognosis for affected patients. Nowadays there are many drugs
clinically tested in the group of targeted therapy medicine

Experimental work comprised both in vitro and in situ assays, being performed thanks to
the collaboration between a number of departments of the 1% Faculty of Medicine of the Charles
University in Prague, Academy of Sciences of the Czech Republic, Institute of Hematology and
Blood Transfusion and Faculty of Veterinary Medicine of the Ludwig-Maxmillian University
Munich.

Galectin-1 is important inductor of the myofibroblasts/cancer associated fibroblasts.
These fibroblasts are regarded as negative prognostic markers thanks to their capability of

invasive cancer cells induction.

On the other hand, Galectin-9 is not present in the carcinoma and in the case of dysplasia,
its expression indicate aberrant features together with aberrant expression of keratin 14 and 19.
Except from galectins using as prognostic markers, we focused on the galectins as a therapeutics
instruments as well. Presented work with mutant variants of galectin-2 proved their effect on both
pharmacodynamics and pharmacokinetics of the modified galectin. The results showed an
extension of the biological degradation of the PEGylated galectin to the detriment of its

capability to inhibit proliferation of some tumor colonies (e.g. erythroleucaemia).

Interleukins IL-6, 11L-8, CXCL-1 are important source of the signals in the epithelial-
mesenchymal interaction and their influence effects on the decreasing of the epithelial cell
differentiation. Influence of the epithelial-mesenchymal interaction (EMI) was studied also in the

cancer stem cells, focusing on their properties in case of the different kinds of the environment.

Epithelial-mesenchymal interaction in squamous cell carcinomas is crucial for their behavior.
Research of the EMI combined with glycobiology and cancer stem cells provides new insight
into the cancer biology with the aim to improve diagnosis, treatment and to support surveillance
of the affected patients.

Key words: galectin, cancer associated fibroblasts, tumor stroma, cancer stem cell
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Seznam zkratek

ABC — ATP binding cassette
Akt — protein-kinaza B

ALCAM - activated leukocyte cell adhesion
molecule

ANGPTL (2, 4) — angiopoietin-like cytokin 4

ATN-161 — non-RGD-based integrin binding
peptide

Bcl-2 — ,,B cell lymphoma“ - gen z rodiny
bel

CAFs — cancer associated fibroblasts
CCD - charge-coupled device

CCL (2, 7, 18) — chemokine (C-C motif)
ligand

CD (1a, 4, 8, 11, 29, 34, 38, 44, 45, 83, 133,
166, 318) — cluster domain

CDCP1 — Cub domain containing protein 1
CRD - carbohydrate recognition domain
CS — chondroitinsulfat

CSCs — cancer stem cells

CSF-1 — colony stimulated factor-1
CXCL (1, 12) - CXC ligand

CXCR (1, 2) — CXC receptor

Cys — cystein

DCs — dendritic cells

ECM — extracelularni matrix

EET — Epoxyeicosatrienic acid

EGF — epidermal growth factor

EGFR — epidermal growth factor receptor

elF4E — elevated eukaryotic initiation factor
4E

EMI — epitelo-mezenchymové interakce
EMT — epitelo-mezenchymova transformace
FaDu — hypopharyngeal carcinoma cell line
FAP — fibroblast activated protein

FGF (2) — fibroblast growth factor

Fizz1 — ,,found in inflammatory zone 1

Vi

FN — Fibronektin
Fra-1 — fos-related antigen 1

FUSIP1 — serine/arginine-rich splicing factor
10

GAGs — glykosaminoglykany

Gal(1,2,3,4,7,8,9,10,12, 13, 14) -
galektin

Gal-(1,3)-BS — galectin biding sites

GRP78 — glucose-regulated protein, 78kDa
HA — kyselina hyaluronova

HaCaT - immortal human keratinocyte line

HER-2 — human epidermal growth factor
receptor 2

HF — human fibroblast

HGF — hepatocyte growth factor
HIF-1 — hypoxicko-inducibilni faktor
HK — human keratinocytes

HPV — human papillomavirus

HS — heparansulfat

IGF-1 — insulin-like growth factor-1

IGF1-R — insulin-like growth factor-1
receptor

IL — interleukin

IMP-3 — insulin-like growth factor 11
messenger ribonucleic acid-binding protein 3

iRNA — immune ribonucleic acid
K (8, 10, 14, 17, 18, 19) — cytokeratin
Ki67 — protein Ki67

LAMP — lysosomal associated membrane
protein

Lec2 — mutace V transportéru kyseliny CMP-
sialové

LOX — lysyl oxidaza
MAL (1,11) — Maackia amurensis lektin

MAP3K2 — mitogen-activated protein Kinase
kinase kinase 2

MDR1 — multidrug resistence transporter 1
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Met — methionin

MET — mezenchymo-epitelova transformace
MMPs (2, 3, 9, 10, 12) — metalloproteinazy
MRNA — messenger ribonucleic acid

mTOR — mammalian target of rapamycin
NeuNAc — kyselina N-acetyl-neuraminova

NG2-proteoglykan — Neuron-gliovy
proteoglykan 2

NKSs — natural killers

NOD/SCID — non obese-diabetic/severe
combined immunodeficiency

P4H — Prolyl 4-Hydroxylaza

p53 — protein 53

PDGF — platelet derived growth factor
PEG — polyethylenglykol

PI3K — phosphatidylinositol-3-kinaza

PTPLADL — protein tyrosine phosphatase-
like A domain containing 1

RHAMM - receptor for hyaluronan-
mediated motility

SCCF — squamous cell cancer fibroblast
SDF-1 — stromal cell-derived factor 1
SiRNA — small interfering ribonucleic acid

Vii

SLC25A40 — solute carrier family 25,
member 40

SMA — smooth muscle actin
SNL — Sambucus nigra lektin
SP — side population

SPC-A-1 — linie bun¢k lidského
adenokarcinomu plic

SPECTRUM — Study of Panitumumab
Efficacy in Patients with Recurrent and/or
Metastastatic Head and Neck Cancer

SPIN1 —spindlin 1

Stat3 — signal transducer and activator of
transcription 3

TAMs — tumor associated macrophages
TGF (a, B) — tumor growth factor

TN — tenascin

TNF (o, B) — tumor necrosis factor
TRIM23 — tripartite motif-containing 23
UDP — glukuronyl-uridindifosfat

VEGF — vascular endothelial growth factor

VEGFR- vascular endothelial growth factor
receptor

VLA-4 — very late antigen-4, a4p1 integrin
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1. Uved
1.1.  Obecna onkologie

Zhoubné novotvary se jako pfi¢ina umrti fadi na 2. misto za kardiovaskularni
onemocnéni (Heron, 2012). Pro vyznamné pokroky v invazivni kardiologii se oc¢ekava
V budoucnosti zména pofadi na prvnich dvou mistech a to i navzdory intenzivnimu

zkoumani novych lé¢ebnych modalit v onkologii (Weisfeldt a Zieman, 2007).

V roce 2008 onemocnélo zhoubnym onemocnénim v CR 54.000 lidi (vylou¢eny
koZni, nemelanomové nadory). Piiblizné¢ polovina nemocnych ve stejném obdobi
nadorovému onemocnéni podlehla. Nejcastéj$i nadory bez ohledu na pohlavi jsou
Vv potadi podle sestupné incidence: kolorektalni karcinom, karcinom prsu, karcinom plic,

karcinom prostaty, zhoubné nadory ledviny (Ferlay et al., 2010).

Zatimco 5-ti leté preziti se v radmci vSech zhoubnych nadord postupné zvysuje,
existuji naddory, u kterych ani intenzivni vyzkum v oblasti molekularni biologie neptinesl
vyrazny pokrok (pankreas, hlava a krk) (Thomson a Forman, 2009; Plzak et al., 2010;
Michl a Gress, 2013).

Maligni nadory jsou charakterizovany jako postizeni bunck, které ztratily
schopnost tvofit diferencované tkan¢ a naopak ziskaly schopnost nekontrolovaného riistu
S potencidlem invazivniho Sifeni mimo loZisko priméarniho nédoru (zakladani metastaz)

(Kumar et al., 2012).

Pti¢ina rozvoje onkologického onemocnéni je multifaktorialni. Je predpokladano,
ze k transformaci normalni buiniky v maligni nadorovou buiiku je nezbytnad alterace
alespon péti klicovych gent vedouci k naruseni jejich funkce (Hahn a Weinberg, 2002).
K nahromadéni tohoto poskozeni mulze dojit jediné v proliferujicich bunkéach,
dlouhodobé piitomnych v tkdnich. Za tuto kliCovou populaci jsou povazovany tzv.

kmenové butiky a nddorové kmenové buiiky (viz déle).

Mezi vlivy alterujici genotyp postizené buiiky se fadi zevni podnéty (cigaretovy
kouf, alkohol, n€kterda infek¢ni agens, radiace, chemické Cinitele) a vnitini podnéty
(vrozené mutace, hormonalni zmény, patologicka funkce imunitniho systému, atd.)
(Danaei et al., 2005; Galbiatti et al., 2013). Jak bude popsano dale v textu, postupna ztrata
diferenciace tkani vlivem pisobeni zminénych faktori ma za nasledek plynuly ptfechod
Z normalniho stavu pfes riiznorodé premaligni stavy az k definitivnimu invazivnimu

nadoru.



Pri¢ina Umrti pacientii postizenych zhoubnym nadorem odvisi od lokalizace a
agresivity nadoru. NejCastéjSimi smrtelnymi komplikacemi jsou infekce a
tromboembolické piihody. Na dalsim mist¢ se nachazi respirani a jaterni selhani.
V neposledni fadé nemocni umiraji z divodu kachexie a selhani kardiovaskularniho

aparatu (Ambrus et al., 1975).

Veliky vyznam pro vyzkum na poli nddorovych onemocnéni ma v soucasné dobé
studium molekularni biologie, jejiz role se predpoklada jak v moznosti brzké detekce

malignit, tak ve schopnosti lékafti Iépe rozliSovat mezi vhodnymi terapeutickymi

vvvvv

1.2.  Glykobiologie

Jednou z moznosti, jak studovat procesy nadorové biologie, je studium tzv.
glykokddu. Glykokod predpokladd uloZeni informace v molekuldch sacharidd, ktera
miiZze byt rozpoznavana a Ctena specifickou rodinou proteint - lektind (Gabius et al.,
2004; Cada et al., 2008). Tyto proteiny jsou charakteristické svou absenci enzymatické
aktivity a neschopnosti G¢inkovat jako imunoglobuliny (Smetana et al., 2003). S lektiny
se setkavame v rostlinné i1 Zivoc¢isné fisi a pro vSechny podtypy je spolecna ptitomnost
domény rozpoznavajici sacharidy (carbohydrate recognition domain — CRD), jejiz afinita

ke konkrétnim cukriim se jiz mezidruhové lisi (Smetana et al., 2003; Gabius et al., 2004).

Informace uloZend v cukernych molekulach je definovédna tfemi stupni diverzity,
tedy v prvnim stupni je rozliSovana samotna sekvence jednotlivych monosacharidovych
podjednotek, ovliviiujicich zarovenn konformaci oligo- a polysacharidi. Druhy stupen
piedpokladad rozdilné vétveni polysacharidii a jejich topografické rozmisténi. Konecné
tfeti zplsob, jak se cukry odlisi v pfeddvané informaci, je jejich rozdilna pfitomnost

v Case (Gabius et al., 2002).

V naddorové biologii je zkoumdna pfedevSim role lektini ZivociSnych
(endogennich) a to z tiidy S, dnes nazyvané galektiny (Cada et al., 2008). Na druhou
stranu rostlinné lektiny, mohou byt vyuZity ke studiu vlastnosti epitelovych tkani. Asi
nejpouzivan€j$imi rostlinnymi lektiny v nadorové biologii dlazdicovych epitelli jsou
Maackia amurensis lektin (MAL — | a — Il) a Sambucus nigra lektin (SNL), jejichz

selektivni rozpoznavani a2,3 (MAL) a 02,6 (SNL) vazby kyseliny N-acetyl-neuraminové



(NeuNAc) je vyuzivano pii stanoveni stavu sialylace biomolekul (Chovanec et al.,
2004a).

Piisobenim rodiny sialyltransferdz a sialové kyseliny je regulovdna celd tada
fyziologickych i patologickych stavil, jmenovité naptiklad homing perifernich lymfocytt
do lymfatickych uzlin, vazbu virti ve tkani hostitele a invaze nadorovych bun¢k (Sata et

al., 1991).

V dlazdicovych epitelech je pfevaha 02,6 sialylace predevsim v bazalni vrstvé a
prvnich suprabazalnich vrstvach, zatimco 02,3 vazbu lze prokazat Cisté suprabazalné
(Holikova et al.,, 2002). Analogicky Ize sledovat vazbu sialovych kyselin
v dlazdicobunéénych karcinomech, kde 02,3 vazba je pozorovana piedevSim v Iépe
diferencovanych karcinomech, kdezto a2,6 vazba je typickd pro karcinomy nizce
diferencované (Holikova et al., 2002; Chovanec et al., 2004a). Taktéz v tlustém stieve je
vazba 02,6 vyhrazena pro tkané nizsi diferenciace — dysplazie, karcinomy, zatimco a2,3
sialylace je detekovatelna kromé karcinomi téZ v normalni stievni sliznici (Sata et al.,

1991).

Zajimavym piikladem mezidruhové variability exprese a2,3 a 2,6 vazby je
respiracni epitel hornich cest dychacich, kdy u Simpanze jak epitel, tak produkovany hlen
jsou bohaté na a2,3 vazbu, zatimco lidsky respira¢ni trakt produkuje hlen s 02,3 vazbou,
ale samotny epitel exprimuje 02,6 vazbu. Z tohoto divodu neni lidsky virus chiipky
(rozpoznavajici 02,6 vazbu) u ¢lovéka vyvazan hlenem a mize se tak navazat ptimo na
bunky respira¢niho epitelu. Naopak Simpanzi jsou diky absenci 02,6 vazby vici lidskému
viru chfipky imunni tak, jako jsou lidé imunni vaéi vétSin€ zvifecim virim,
vyhledavajicim vazbu a2,3 (Gagneux et al., 2003).

Z 7ivocisnych lektinii vystupuje do popiedi rodina galektinil, tedy endogennich
lektind se specifickou CRD, majici afinitu k B-galaktosidim. Do dne$ni doby bylo
popsano 15 riznych galektint u savci, ale jen 11 galektinil u lidi (Gal-1, 2, 3, 4, 7, 8, 9,
10, 12, 13, 14) (Cada et al., 2008; Cummings a Liu, 2009). V nadorové biologii jsou
nejvice diskutovany galektiny-1, 3, 7, 9 (Cada et al., 2009; Cedeno-Laurent a Dimitroff,
2012).

Plsobeni galektinli bylo popséno v fadé patologickych i fyziologickych stavi,

jmenovité napiiklad v regulaci diferenciace, proliferace, apoptdzy, modulaci interakce



bunka-burika a bunka-extracelularni matrix a v regulaci fady imunitnich déji (Rabinovich

et al., 2002; Cada et al., 2008).

Galektin-1 a jeho vazebnd mista jsou bohaté exprimovany bunkami bazalni a
suprabazalnich vrstev epidermis a to piedevsim v jejich cytoplazmé (Plzak et al., 2005).
Jadernd exprese vazebnych mist pro galektin-1 byla pozorovana u bun¢k v nizkém
diferenciaénim stadiu, jejichz status je blizky kmenovym bunkam (Chovanec et al.,
2004b). V dlazdicobunéénych nadorech je typicka vysoka exprese galektinu-1 ve vSech
bunkach, jehoz intenzita pozitivné koreluje s invazivitou bunék a metastazovanim (Plzak
et al., 2005; Kim et al., 2013). Ukazalo se, Ze galektin-1 stimuluje produkci nadoroveé
asociovanych myofibroblastii, které pravé zodpovidaji za invazivni chovani nadoru a ze
cilené blokovani galektinu-1 v experimentu vede ke snizeni agresivity nadoru (Wu et al.,

2011; Valach et al., 2012).

Galektin-3 a jeho vazebna mista jsou exprimovany vyhradné neproliferujicimi
suprabazalnimi bunikami normalniho epitelu. Z tohoto pohledu nepiekvapi pozitivni
korelace vysoké diferenciace nadoru s expresi galektinu-3 a jeho vazebnych mist.
Absence galektinu-3 je tak vyznamnym negativnim prognostickym znakem (Plzak et al.,
2004).

Galektin-7 je ve zdravém epitelu exprimovan v celé tloustce epitelu a to jak
VvV cytoplazmé, tak i v jadie. V dlazdicobunécnych karcinomech je galektin-7 pozorovan
Vv centru nadorovych Cept a jeho exprese pozitivné koreluje s keratinizaci a diferenciaci

nadoru (Cada et al., 2009; Alves et al., 2011).

Galektin-9 a jeho exprese je diskutovana ve vysledcich a diskuzi této diserta¢ni

préace.

Z ostatnich galektinl stoji jesté¢ za zminku galektin-8, jehoZ exprese je snizena u
karcinomu hrtanu ve srovnani s normalni tkani a stejné pozorovani bylo u¢inéno zaroven

u karcinomu kolorekta, pankreatu, kiize a jater (Danguy et al., 2001).

Krom¢ informacniho piinosu galektini je recentné studovan téZz jejich
terapeuticky potencidl. Ukazuje se, Ze nékteré galektiny jsou schopny potlacit
pfemrsténou imunitni reakci organismu pfi autoimunitnich onemocnénich a v urcitych
ptipadech by mohly byt téz schopny blokovat rust nadorovych bungk (Offner et al., 1990;
Sanchez-Ruderisch et al., 2011).



1.3. Dlazdicové epitely
1.3.1. Epitel

Epitel je nejcasteji zastoupenou tkani lidského téla, kryjici jeho povrch a vnitiek
nékterych dutych organti. Obecné sestava z jedné ¢i vice fad epitelovych bunék,
oddélenych od vazivové komponenty (dermis, stroma) basdlni laminou. Dal§imi
bunéénymi typy, nachdzejicimi se v nékterych typech epitelti, jsou Langerhansovy a

Merkelovy buiiky, melanocyty a intraepitelové lymfocyty (Mescher, 2009).

Langerhansovy buiiky jsou podtypem nezralych dendritickych buné¢k (viz déle) s
charakteristickym, neurony-pfipominajicim vzhledem, pozorovatelnym ve vSech vrstvach
epidermis (lgyarto a Kaplan, 2010). Dtivéjsi piedstava Langerhansovy buiky jakozto
antigen prezentujici buiiky (Cisté imunostimulacni efekt) je v soucasnosti dopliiovana o
jejich regulacni funkei, zajistujici tak komplexni imunitni bariéru kize (Romani a

Schuler, 1992; Clausen a Kel, 2010).

Teprve nedavno byl potvrzen pivod Merkelovych bunék z neurdlni listy, které
posléze migruji do bazalni vrstvy epidermis, kde pusobi jako mechanoreceptory (Halata

et al., 2003). Vzacné mohou byt ptivodcem karcinomu (Kressin a Kim, 2012).

Dalsi skupinou bunék pochazejici z neuralni listy jsou melanocyty. Pigmentové
buniky, jejichz zékladni funkci v epidermis je ochrana proti sluneénimu zareni, maji své
misto v bazalni vrstvé a prostiednictvim svych vybézkt jsou v kontaktu s okolnimi
keratinocyty. Dale jsou ve vztahu k melanocytim diskutovany funkce neuroendokrinni a
imunostimula¢ni (Tsatmali et al., 2002). Melanocyty jsou studovany piedev§im ve vztahu

k velmi agresivnimu zhoubnému nadoru kiize a sliznic — malignimu melanomu (Kodet et

al., 2013).

Pro spravnou funkeci epitelu je zapotiebi jednak zabezpeceni dostatecné pevnosti a
to prostfednictvim mezibunécnych spoji a dale zajisténi dostatecné mechanické stability
samotnych bunék, coz maji na starost intermedidlni filamenta. Dalsi funkce, kterymi jsou
bunéény transport a pohyb, jsou zprostiedkovany cytoskeletalnimi proteiny (mikrotubuly,

aktinova filamenta, akcesorni proteiny) (Mescher, 2009).

Intermediarni filamenta sestavaji zné€kolika skupin, znichZz skupina
cytokeratinh se nachazi predilekéné v samotném epitelu. Dal§i skupinou jsou
vimentinova filamenta, nachazejici se v buiikach v pojivové a svalové tkani. Posledni

skupinu tvofi neurofilamenta, které se podileji na stavbé axonu (Alberts, 2008).



Nejstudovanéjsimi cytokeratiny (K), z nichz nékteré maji vztah téz k nddorové biologii

dlazdicovych epitelil, jsou K-8, K-10, K-14, K-17 a K-19.

K-8 tvori dimer spolu s K-18 a spole¢n¢ jsou bohaté exprimovany v lidskych
embryonalnich kmenovych buikach (Matthias et al., 2008; Maurer et al., 2008).
V normalnich epitelech neni exprese K-8 patrna a pozitivita pro tento keratin je
pozorovana az v dysplastickych 1ézich a dlazdicobunéénych karcinomech (Matthias et al.,
2008). Exprese K-8 je vSeobecné povazovana za negativni prognosticky znak karcinomu
hlavy a krku a pfedpokladd se jeho podil na invazi nddorovych bunék cestou epitelo-

mezenchymové transformace (EMT) (Chu et al., 1993; Fillies et al., 2006).

K-10 je znakem diferencované¢ho epitelu, a tudiz je minimaln¢ exprimovan
v dlazdicobunéénych karcinomech (Maddox et al., 1999; Chovanec et al., 2004b). Na
druhou stranu byva povaZzovdn za negativni prognosticky znak u pacientl
S hepatocelularnim karcinomem (Yang et al., 2008). Ve vicevrstevném dlazdicovém
epitelu je lokalizovan do suprabazalnich vrstev (Fillies et al., 2006; Vaidya a Kanojia,
2007).

K-14 neni pfitomen v jednovrstevném epitelu a ve vicevrstevném epitelu je
situovan do bazalni vrstvy (Chu et al., 2001). Dlazdicobuné¢né karcinomy hojné
exprimuji K-14 a jejich pozitivita je detekovatelna bez zavislosti na diferenciaci tumoru.
Je také senzitivnim markerem premalignich 1ézi (Harnden a Southgate, 1997; Fik et al.,
2013).

K-19 je exprimovan bazalnimi bunkami vicevrstevného nekeratinizujiciho epitelu
(Takeda et al., 2006), v keratinizujicim epitelu se nachazi jen v ranych fazich vyvoje a s
nastupem keratinizace se vytraci. Dale je K-19 znakem jednovrstevného epitelu a je
bohaté¢ exprimovan v bulge vlasového folikulu (Akiyama et al, 1995). V
dlazdicobunécnych karcinomech negativné koreluje exprese K-19 s progndzou pacienta a
Vv této souvislosti bylo zjisténo, ze u pacientti s karcinomem jazyka i histologicky
normalni tkan bukalni sliznice jiz vykazuje aberantni expresi tohoto keratinu — jedné se

tedy o citlivy marker maligni transformace (Copper et al., 1993; Fillies et al., 2006).

1.3.2. Bazalni lamina

Zakladnimi slozkami basalni laminy jsou proteiny laminin, kolagen IV. typu,

nidogen a perlecan, jejichZ funkci je zprosttedkovat kontakt bunék s extracelularni matrix
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(loachim et al., 2002; Franz et al., 2006; Hohenester a Yurchenco, 2013). Vazba bunék na
bazalni membranu je zprostfedkovana integriny, transmembranovymi adhezivnimi

molekulami, schopnymi pfenaset signaly vné i do nitra bunky (Hohenester a Yurchenco,
2013).

Laminin je povazovan za dilezitou molekulu v nddorové biologii. Jeho funkei je
ziejme podpora rustu nddorovych bunc¢k a umoznéni jejich uniku pres basalni membranu
(loachim et al., 2002). Laminin-332 (¢islovano dle podjednotek a3, B3, y2), jedna
z izoforem lamininu, byl nalezen v okrscich invadujicich nadorovych bunék (Franz et al.,
2006). Stejna molekula je pravdépodobné zodpovédna za odolnost nadorovych

myofibroblastt viici anoikis u karcinomu prsu (Kim et al., 2012a).

Kolagen-1V je zakladni slozkou bazalni membrany a mize podlehnout Stépeni
pomoci matrix metalloproteinaz (MMP-2 a MMP-9) v pribéhu progrese nadorového
onemocnéni (Groblewska et al., 2012). Soucasné vazba nadorovych bunék na kolagen-1V
(ale i na kolagen-I a laminin) ma za nasledek jejich zvySenou odolnost vici
chemoterapeutikim (Ohlund et al., 2013). V karcinomu pankreatu interaguje kolagen-1V
s nadorovymi buitkami pfedev§im prosttednictvim B1-integrind, které stimuluji bunéény

rust a migraci a inhibuji apoptoézu (Ohlund et al., 2013).

Nidogen je zodpovédny za vazbu kolagenu-IV a lamininu do trojrozmérné sité
bazalni membrany (Ackley et al., 2003). Jeho interakce s rodinou integrini ovliviiuje
bunééné déje na trovni diferenciace, proliferace a apoptozy (Ulazzi et al., 2007).
Absence nidogenu byla pozorovana v gastrointestinalnich tumorech, jakozto podklad
defektu bazalni membrany (Ulazzi et al., 2007). Pfitomnost nidogenu-2 v cirkulaci -
jednoho ze dvou podtypii nidogenu - je povaZzovano za prognosticky znak ovarialniho

karcinomu (Kuk et al., 2010).

Perlecan je zakladni slozkou bazalni membrany a stejné tak i extracelularni
matrix. Jeho dllezitou vlastnosti je vazba rlstovych faktorti. Jednim z vdzanych
rastovych faktort je Hedgehog, pusobici v signalizatni kaskadé sonic-hedgehog,
zodpovédné za progresi karcinomu prostaty (Datta et al., 2006). Soucasné pusobi
naptiklad jako koreceptor pro FGF-2 (rGstovy faktor fibroblasti). Tato konsekvence
ziejmé zodpovida za schopnost perlecanu podilet se na naddorovém rastu a na stimulaci
angiogenezy (Sharma et al., 1998). Depozici perlecanu mezi epitelovymi burnikami
dysplazie je dosazeno sniZeni jejich vzajemné adherence. Stupenn dysplazie koreluje
S pritomnosti perlecanu ve vyssich vrstvach epitelu (Ikarashi et al., 2004).
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Integriny jsou proteiny bunécnych povrchi, tvofici kontakty mezi buiikami nebo
mezi buitkou a extracelularni matrix. Vazba integrini slouzi nejen ke stabilizaci tkan¢,
ale i intra- a extra-celularni signalizaci (Epifano a Perez-Moreno, 2012). Je znamo 24
heterodimert integrini, liSicich se ve svych vazebnych schopnostech. VétSina
abnormalné fungujicich heterodimerti je asociovana s nékterymi patologickymi stavy,
jako naptiklad autoimunitni choroby, fibréza, srde¢ni ischémie, nddorové bujeni
(Goodman a Picard, 2012). Zatimco ve zdravém epitelu je exprese integrini lokalizovana
do oblasti bazdlni membrany a bazdlni vrstvy bunck, v dlazdicobunééném karcinomu
jsou integriny exprimovany nezavisle na poloze bazdlni membrany a méni se zaroven

zastoupeni jednotlivych typi (Janes a Watt, 2006).

1.3.3. Stroma

Podptirnou slozkou epitelt je tzv. stroma (v klizi je nazyvano dermis). Jedna se o malo
bunéCnou vrstvu, sestavajici pfevazné ztzv. extracelularni matrix (ECM), kterd je
produkovana hlavné fibroblasty, ale i epitelovymi bunkami (Metwaly et al., 2012). ECM
obsahuje proteoglykany, glykosaminoglykany (GAGs), kolagenni a elastickd vlakna,
fibronektin, tenascin a dale rizné rustové a mitogenni faktory (Klingberg et al., 2013).
Zbunc¢k jsou nejvice zastoupeny fibroblasty a dale bunky imunitniho systému

(makrofagy, lymfocyty, mastocyty) (Becker et al., 2013).

1.3.4. Epitelové naddory

Epitelové nadory lze délit na nddory benigni a maligni (karcinomy) podle
schopnosti zakladat vzdalené metastazy. Karcinomy piedstavuji nejvice zastoupenou
skupinu zhoubnych nadort (80%) a dale se déli podle svého ptivodu v krycich epitelech
(dlazdicobunééné karcinomy) a zlazovych epitelech (adenokarcinomy) (Kumar et al.,

2012).

| vramci jednoho organu se mohou vyskytovat jak adenokarcinomy, tak
dlazdicobuné¢né karcinomy a rozdily mezi nimi v otazce biologického chovani, prognozy
a klinického vyjadieni zcela ospravedliuji odlisny terapeuticky pfistup (Mariette et al.,
2005). Contag se spolupracovniky popsal rozdilnou expresi n€kolika geni mezi
zlazovymi a dlazdicobunéénymi nadory jak s malignim, tak benignim potencidlem

(Contag et al., 2004). Pacienti s dlazdicobunécnym karcinomem jicnu a plic meli horsi
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prognézu ve srovnani s pacienty, postizenymi adenokarcinomem stejnych primarnich

lokalizaci (Contag et al., 2004; Kawase et al., 2012).

Nédorovy proces, vznikajici ve zdravé tkani, miize projit cestou transformace ptes
hyperplastickou tkan, dysplazii az ke koneéné neoplazii. Poslednim krokem je pak
diseminace nadoru zakladanim metastaz. Dysplazie piedstavuje piitomnost znaéného
pleomorfismu bun¢k v epitelové nadorové tkani, které ztraceji svou uniformitu a
nekoordinované méni své morfologické vlastnosti. Typické pro dysplazii je pozorovani

mitdz i ve vyssich vrstvach epitelu nez pouze ve stratum basale (Crissman et al., 1993).

Na molekularni urovni je v procesu karcinogeneze popsano mnoho markert,
majicich vztah k prognoze pacientll, ktefi se inicidlné prezentuji pouze dysplastickymi
1ézemi v oblasti sliznic hlavy a krku. V dysplastickych tkanich dutiny Gstni je pozorovana
snizena membranova exprese E-cadherinu a B-cateninu, jehoz pfitomnost naopak stoupa
intracelularné. Tento proces spolu s cytoplazmatickym narGstem exprese CD166
(ALCAM-activated leukocyte cell adhesion molecule) pozitivné koreluje se Spatnou
progndzou postizenych pacientt (Kaur et al., 2013). Odlisny charakter exprese CD29,
fibronektinu a Bcl-2 je popisovan ve tkanich zdravych epiteld dysplazii a
dlazdicobuné¢nych karcinomt (Nunez et al., 2013). Dalsim moznym markerem
sledujicim ptechod dysplazie do karcinomu je translaéni iniciaéni faktor eIF4E,
stimulator syntézy vaskuladrniho ristového faktoru (VEGF) a rtstového faktoru pro
fibroblasty (FGF-2), ktery je v pribéhu karcinogeneze zvySené exprimovan a podtrhuje
tak dulezitost procesu angiogeneze (Nathan et al., 1999). Na genetické trovni je znakem
suspektni progrese dysplazie v maligni nador pifitomnost chromozomalnich polyzomii

(Hittelman et al., 1993).

1.4. Nadorové kmenové buiiky a jejich mikroprostiedi

1.4.1. Kmenové bunky

Kmenové burky lze izolovat z mnoha dospélych tkani. V prlibéhu bunécného
déleni kmenové bunky davaji vznik dcefiné kmenové burice a bunice docasné se délici,
ktera je schopna diferenciace v zavislosti na biologickych vlastnostech prostredi.
Konecnym produktem docasné se délicich bunék je specializovana tkan. Kmenové bunky

zdravych tkani mohou byt rozdéleny na embryonalni a dospélé. Jejich funkci je obnova
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poskozenych Ci rychle se obnovujicich tkani (Smetana et al., 2003; Bunnell et al., 2008;

Graziano et al., 2008).

Sirsi definice kmenové buiiky zahrnuje jak schopnost sebeobnovy, tak schopnost

diferenciace v jednu ¢i vice terminalné specializovanych bun¢k (Alberts, 2008).

1.4.2. Nadorové kmenové bunky

Podrobny popis problematiky nadorovych kmenovych bunék je uveden

V publikacnim vystupu, prezentovanym v ramci vysledki této disertacni prace.

JiZ vroce 1963 Bruce a Van Der Gaag popsali malou populaci lymfomovych
bunk, schopnych tvofit kolonie in vivo, ale vyznamnym milnikem studia biologie
nadorového bujeni se stal az postulat Hamburgera a kolektivu z konce osmdesatych let o
existenci nadorové kmenové bunky (CSC - cancer stem cell) (Bruce a Van Der Gaag,
1963; Hamburger a Salmon, 1977). Postupem casu byly publikovany prace, odhalujici
nadorovou kmenovou bunku u rozliénych hematologickych malignit i solidnich tumort
(Singh et al., 2003; Grichnik, 2006; Wang et al., 2006; Zhang et al., 2006; O'Brien et al., 2007,
Prince et al., 2007; Eramo et al., 2008).

Vlastnosti nadorové kmenové buiiky se pravdépodobné nelis§i od vlastnosti
kmenové bunky zdravé, veetné schopnosti migrovat do vzdalenych tkéani, nadto jsou vsak
pravdépodobné schopné odolavat radiaénimu zafeni a chemoterapeutikiim (Locke et al.,

2005; Gangemi et al., 2009; Moncharmont et al., 2012).

Pivod nadorovych kmenovych bun¢k nebyl dosud zcela presné objasnén. Jedna
teorie piedpokladd nadorovou transformaci zdravych kmenovych bunék, coz bylo
potvrzeno ptredevsim u hematologickych malignit, ale i u sttevnich dysplazii (Huntly a
Gilliland, 2005; Schepers et al., 2012). Druha teorie pfipousti transformaci diferencované
buiiky v nddorovou kmenovou burku, kterd byla popsana u nékterych typii leukémii, kde
zdrojem CSC neni hematopoetickd kmenova buiika, nybrz n€ktery z pokrocilych stupii

progenitorové bunky (Krivtsov et al., 2006).
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Zlatym standardem pro studium nadorovych kmenovych bunék in vivo se stala
xenotransplantace nadorovych buné¢k do NOD/SCID mysi. Téch bylo pouzito i
v pionyrské studii Bonneta a Dicka, ktefi ukézali schopnost malé populace bunék akutni
myeloidni leukémie, exprimujicich CD34" CD38" zalozit nadorové onemocnéni (Bonnet
a Dick, 1997). Kontroverzi pouzivaného protokolu ukazala prace s mysi, kterd ve
srovnani s NOD/SCID postrada navic jesté natural killer T bunky (NOD/SCID/IL-2Rc-
null). Az 28% melanomovych bunék, transplantovanych do této mysi je schopna zalozit

nadorovou populaci (Shultz et al., 2005).

Pro in vitro studium CSCs je mozZno vyuzit jejich schopnosti vylucovat ze svého
nitra chemoterapeutika prostfednictvim membranovych transportéri. Jeden z takovych
transportérd z ABC rodiny transmembranovych proteini je MDR1 (multidrug resistence
transporter 1), prostfednictvim kterého jsou bunky schopné vyloucit cytotoxické barvivo
Hoechst 33342. Tyto bunky vytvaii tzv. side population (SP) a pravdépodobné tvofi
vyznamny pool nadorovych kmenovych bunék, coz bylo dokumentovano v riznych
typech nadorti (Hadnagy et al., 2006; Yanamoto et al., 2011; Li et al., 2012; Zhang et al.,
2012a). V lidské epidermis zatim nebyla nalezena souvislost mezi side population a
nadorovou kmenovou bunkou, nicméné byla prokazana vyssi proliferacni aktivita bunck
side population oproti ostatnim epidermalnim epitelovym buikam (Triel et al., 2004;
Ambler a Maatta, 2009).

Ptekvapive, jakkoliv podil bungk, tvoficich side population je asi 0,1%, podil
bun¢k exprimujicich membranovy protein MDR1 je asi 65% a nelze tedy vyuzit expresi
proteinu k izolaci nadorovych kmenovych bunék (Goodell et al., 1996; Hadnagy et al.,
2006).

Lze predpokladat, Ze terapie cilena a eliminujici tuto subpopulaci by mohla
predstavovat novou a vice efektivni strategii v protinadorové 1é¢bé (Le Tourneau et al.,

2007).
1.4.3. Niche

Ke spravné ¢innosti nddorovych kmenovych bunék je krucialni podpora okolnim
prostiedim, které je ve vztahu k CSCs oznacovano jako ,,niche* (Oerbeck et al., 2012).
Piedpoklada se obdobna struktura niche jako u normalnich kmenovych bunégk, tedy
soustavu stromalnich fibroblastli, doplnénych o imunokompetentni bunky, sit’ kapilar,

extracelularni matrix a ¢etnou fadu signalnich molekul (Mathiasen et al., 2011).
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Funkeci niche je regulace biologického chovani nadorové kmenové burky a jednim
z klicovych dutsledkti této kooperace je udrzeni jejiho velmi nizkého proliferacniho
potencialu. To ma za nasledek parcialni rezistenci vici protinadorové 1écbé (Sujata a
Chaudhuri, 2008). Je tedy jasné, Ze samotna eliminace nadorové kmenové bunky nebude
uspésna, pokud cileny terapeuticky zdsah nezamétime téz na jejich mikroprostiedi

(Costea et al., 2006a; Sujata a Chaudhuri, 2008) .

1.5. Nadorové prostiredi

1.5.1. Stroma

Stromalni slozka nadoru nese dulezitou prognostickou informaci pro pacienty
postizené¢ karcinomem prsu, tlustého stieva, plic a jicnu. VyS§i objem stromatu
(desmoplastické stroma) znamena téz horsi progndézu onemocnéni (Mesker et al., 2007;

de Kruijf et al., 2011; Wang et al., 2012; Wang et al., 2013).

Tak jako se li$i struktura parenchymu normalniho epitelu od karcinomu, taktéz se
li$i prostfedi, v kterém epitelové buiky existuji. Stroma nddoru obsahuje kromé
extracelularni matrix dale fibroblasty, nddorové asociované fibroblasty/myofibroblasty,
endotelové builky, pericyty, hladké svalové bunky, adipocyty, makrofagy, mastocyty a
lymfocyty (Polyak et al., 2009).

Fibroblasty jsou nejvice zastoupenou buné¢nou populaci ve stromatu zdravych
epitelt 1 nadort. Jejich zakladni funkei je produkce extracelularni matrix. Morfologicky
se jedna o heterogenni skupinu bunék, ktera na rozdil od epitelovych bun€k nevykazuje

polaritu ve vztahu k bazalni membrané (Mescher, 2009).

Vyvojovym stupném fibroblastu je tzv. myofibroblast, jehoz dalS$im zndmym
progenitorem jsou krom¢ fibroblastt jesté pericyty (Fligny a Duffield, 2013). Jedna se o
buiiky pfirozené se vyskytujici v embryondlnim obdobi, kde se ucastni remodelace
vyvijejici se tkané (Powell et al., 2005). V postembryonalnim obdobi je studovan vyznam
myofibroblasti pfedev§im v procesu hojeni, fibrozy a nadorového bujeni (De Wever et

al., 2008a).

Myofibroblast je victenovitého tvaru a od fibroblastu ho odliSuje pfitomnost
kontraktilnich mikrofilament. Za spolehlivou kombinaci znaki, identifikujicich
myofibroblast jsou povaZzovany hladky svalovy aktin (SMA), P4H, vimentin a absence
cytokeratini (De Wever et al., 2008a; Klingberg et al., 2013). Vyznamnym induktorem
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vzniku myofibroblastli je TGF-B ve spolupraci s podpirnymi faktory jako heparan sulfat,
galektin-1 a decorin, ale dale jsou popisovany dalsi induk¢ni cesty — Wnt, Hedgehog,
Notch, Fizz1 (De Wever et al., 2008a; Dvorankova et al., 2011; Hu a Phan, 2013).

Myofibroblasty vznikaji z fibroblasti v okrajich hojici se rany ve stadiu kontrakce
(Grinnell, 1994). Je prokazano, ze myofibroblasty perzistuji v poranénich zhojenych
jizvou, zatimco v ranach zhojenych bez jizvy nejsou piitomné (Lee et al., 2012).
Vystupiiovany proces jizveni miize byt pozorovan u nékterych patologickych stavi ¢i po
rozséhlej$im chirurgickém zakroku a mize tak mit negativni vliv na funkénost postizené
tkéné€ a okoli. V tomto sméru je studovan vliv terapeutického zasahu do regulace vzniku a

pusobeni myofibroblastd (van Beurden et al., 2005).

Organova fibroza je odpoveédi organismu na chronickou traumatizaci a ve vétSim
rozsahu mize vyznamné zhorsit funkci postizeného orgdnu. Vyznamné prostudovanymi
organy, postizenymi fibrotickym procesem, jsou napiiklad plice, jatra a ledviny (Bataller
a Brenner, 2005; Fligny a Duffield, 2013; Zhou et al., 2013). Klicovym regulatorem
fibrézy jsou myofibroblasty, vznikajici z lokélnich fibroblasti nebo pericyti nasledkem

stimulace traumatizovanou tkani (TGF-f) (Coward et al., 2010; Fligny a Duffield, 2013).

V roce 1986 profesor Harold Dvorak publikoval praci, v niz ptirovnal nador
k nehojici se rané. Podrobnosti nalezl na Grovni reakce epitelu i stromatu a jednou ze
stromalnich slozek byly uréeny myofibroblasty (Dvorak, 1986). Dnes je piijimam fakt, ze
jednou ze zasadnich slozek nadorového prostiedi jsou nadoroveé asociované fibroblasty
(CAFs), jejichz pivod neni dosud ptesné objasnén. Zvazuje se vznik z lokalnich
mezenchymovych bunék (fibroblasty, pericyty, imunokompetentni buiky, atd.),
Z mezenchymové kmenové buiiky kostni diené a do tietice z nddorové buiiky cestou
epitelo-mezenchymové transformace (EMT) (De Wever et al., 2008a). CAFs jsou nékdy
promisque zaménovany za myofibroblasty, nicméné ne vSechny nadorové asociované
fibroblasty exprimuji hladky svalovy aktin, tudiz lze fici, ze vedle sebe existuji dvé
skupiny nadorovych fibroblasti — SMA™ a SMA™ (myofibroblasty sui generis) (De Wever
et al., 2008a; Shimoda et al., 2010). Funk¢ni rozdil mezi témito dvéma skupinami neni
Vv literatuie popisovan, jakkoliv exprese SMA je povaZovana za znak hor§i prognozy
pacienti s karcinomem kolorekta, prsu, prostaty, pankreatu a dutiny Gstni (Tsujino et al.,

2007; Shimoda et al., 2010; Thode et al., 2011; Yamashita et al., 2012).

Je znadmo, Ze izolované fibroblasty z bazocelularniho karcinomu nebo
dlazdicobunécného karcinomu hlavy a krku jsou schopny alterovat normalni keratinocyty
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in vitro a takové fibroblasty se 1iSi od normalnich fibroblastd jak v expresi n€kolika
stovek gent, tak v sekreci mnoha cytokint (Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b;
Strnad et al., 2010). Sekre¢ni profil nadorové asociovanych fibroblastl ¢ita celou fadu
biologicky aktivnich latek, mj. komponenty extracelularni matrix (tenascin, laminin),
matrix metaloproteindzy a jejich inhibitory, granulocytarni chemotakticky protein-2,
rastové faktory (HGF, EGF, VEGF), calreticulin, chemokin CXCL12 (Watnick, 2012; De
Boeck et al., 2013).

Sekretom CAFs je zodpovédny za pestrou skalu biologickych funkci fibroblasti,
jako podil na imunitni odpovédi, regulace ndadorového rlistu, bunécny pohyb,
mezibunééna komunikace, angiogeneza (Watnick, 2012; De Boeck et al., 2013).

Komunikace stromatu s nadorovymi bunikami bude diskutovana dale.

Druhou nejzastoupen€j$i bunécnou populaci stromatu jsou imunokompetentni
buiiky. Jejich role je vzhledem k heterogenité nadorli nesouroda. VSeobecné se
predpoklada, ze piitomnost makrofig a CD4" lymfocyttl predstavuje pro pacienta
zhoreni prognozy, zatimco piftomnost CD8" lymfocytd a dendritickych bunék je

asociovano s lepsi prognozou (Talmadge et al., 2007).

Makrofagy se v nadoru méni pod vlivem signalt z nadorového parenchymu a
vlivem stromdlnich signalti v tzv. nddorové asociované makrofagy (TAMs), které jsou
zodpovédné za nadorovy rist a invazi, angiogenezu, remodelaci extracelularni matrix

(MMP-9) a modulaci imunitni odpovédi (Allavena et al., 2008; Tang, 2013).

Nezralé dendritické buiiky (DCs), puasobici jako antigen prezentujici bb.,
vznikaji v kostni dfeni a posléze migruji do cilovych orgdni, kde dozravaji a jsou
schopny iniciovat T-bunéénou imunitni odpovéd’. V nadorech je vétsi zastoupeni zralych
DCs (CD83", DC-LAMP") ve stromatu, zatimco nezralé DCs (CDla") se vyskytuji
prevazné v parenchymu tumoru (Bell et al., 1999; Gundacker et al., 2009). Exprimuji-li
nezralé DCs spolu s CD1a zaroveil Langerin, jsou tyto bunky nazyvany Langerhansovy

buniky. Langerint DCs jsou v nadorech zastoupeny méné ve srovnani s ostatnimi typy

dendritickych bunék (Plzakova et al., 2004).

Dendritické buniky maji schopnost fagocytovat nadorové butniky, nicméné nador
dokaze zménit vlastnost dendritickych bunck, které jsou pak schopny stimulovat vznik

interleukin-13 prezentujicich T lymfocytd. Ty jsou zodpovédné za invazivni chovani
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nadort. Jednou z moznosti ovlivnéni rastu nddort by bylo indukovat pfesmyk pro-

nadorového chovani dendritickych bunék na proti-nadorovy (Palucka et al., 2011).

Fibronektin (FN), jakozto stromalni glykoprotein, spojuje bunééné integriny
s kolagenem extracelularni matrix a podili se tak na bunéném pohybu a bunécéné
komunikaci. Jmenovité se podili na proliferaci fibroblastd, stimuluje chemotaxi
imunokompetentnich bun¢k, stimuluje produkci proteaz atd. (Ritzenthaler et al., 2008).
V literatute byla diskutovana role FN v nddorech mozku, prsu, tlustého stfeva, plic a

dlazdicobuné¢nych karcinoma hlavy a krku (Mhawech et al., 2005; Jia et al., 2010).

V nadoru je fibronektin produkovan endotelovymi buiikami novotvorenych cév,
nadorove asociovanymi fibroblasty a samotnymi nadorovymi bunikami (Mhawech et al.,
2005). V dlazdicobunééném karcinomu dutiny ustni je pritomnost fibronektinu
asociovana s pritomnosti uzlinovych metastaz a tudiz celkovou horsi prognézou pro
pacienta (Lyons et al, 2001; Mhawech et al., 2005). Na piikladu plicniho
adenokarcinomu byl prokazan stimulacni efekt fibronektinu na epitelo-mezenchymovou
transformaci a pfesmyk bunék z linie SPC-A-1 na agresivnéj$i bunky schopné
metastazovani. Jednim z mechanisma pusobeni fibronektinu v nadorech mtze byt jeho
schopnost modulovat signalni cesty apoptdzy ve prospéch piezivani nddorovych bunék
(Nunez et al.,, 2013). To se téz prokazalo na piikladu leukemickych buné¢k, kde
fibronektin prostfednictvim stimulace integrinového receptoru VLA-4 zvySoval resistenci
nadorovych bunék vici anoikis (Matsunaga et al., 2003). Piesny mechanismus pusobeni

fibronektinu v invazivnich nadorech vsak ziistava nejasny (Jia et al., 2010).

Dalsim glykoproteinem extracelularni matrix je tenascin (TN). Je znamo nékolik
druhii tenascinu — TN-R, TN-W, TN-X, TN-Y a TN-C. Posledné¢ jmenovany je
V soucasnosti detailné zkouman pro svou roli v progresi naddorovych onemocnéni a ve
fyziologickych procesech embryogeneze, hojeni a zanétlivé reakce (Guttery et al., 2010).
V ECM se TN se svou hexamerni strukturou vaze na fibronektin, perlecan a dalsi
proteiny matrix a tudiZ poskytuje komplexni stimul k remodelaci tkani. S buitkami se TN
vaze pomoci integrinti, syndekant, annexinil a dale se vaze s receptorem pro epidermalni
ristovy faktor (EGFR), ktery miZe patologicky stimulovat a pusobit jako onkogen.
Vazbou se syndekanem-4 rusi vazbu nadorové buiiky na fibronektin a tudiz stimuluje
proliferaci. Dal§imi pro-nadorovymi funkcemi TN jsou indukce angiogeneze a invazivity
prostiednictvim up-regulace MMP-12 (Huang et al., 2001; Degen et al., 2008; Guttery et
al., 2010). Tenascin-C je produkovan fibroblasty, ale jeho mRNA je nalézana téz
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v nddorovych buiikach v mistech, kde dochazi k jejich priniku pies bazalni membranu

(Franz et al., 2006).

Klicovou slozkou ECM jsou glykosaminoglykany (GAGs) sestavajici z
repetitivni  sekvence disacharidu, obsahujici riznou kombinaci derivati N-acetyl-
hexosaminu a kyseliny uronové. V nadorové biologii se nejvice diskutuji tti typy GAGs:
heparansulfat (HS), chondroitinsulfat (CS) a kyselina hyaluronova (HA) (Afratis et al.,
2012). Prvni dva jmenované GAGs jsou za fyziologickych i patologickych podminek
zodpovédné za biologickou dostupnost rastovych faktori, chemokinii a za aktivitu
nékterych matrix metalloproteindz (MMPs). Timto zplisobem se V ptipad¢ tumorigeneze
podileji na regulaci progrese a invazivity nadorovych bunék (Vlodavsky et al., 1987;
Hulett et al., 1999; Vlodavsky a Friedmann, 2001; Nikitovic et al., 2008).

Kyselina hyaluronova sestava ze sekvence N-acetylglucosaminu a kyseliny D-
glukuronové. Od ostatnich GAGs se liSi absenci sulfatovych skupin a nekovalentni vazbé
Kk proteoglykanim (Afratis et al., 2012). V nadorové biologii hraje odliSnou tulohu
v zavislosti na histologickém typu, coz lze demonstrovat na bohaté piitomnosti
vV adenokarcinomech a naopak chudé¢ expresi v dlazdicobunécnych karcinomech a
melanomech (Afratis et al., 2012). Zasadnim faktorem pusobeni HA je jeji vazba
Sriznymi receptory, v tumorigenezi piedevs§im s CD44 a RHAMM (receptor for

hyaluronan-mediated motility) (Turley et al., 2002; Kouvidi et al., 2011).

Komplex HA + CD44 interaguje s ¢etnymi receptory, napojenymi na signaliza¢ni
kaskadu PI3K/Akt a tudiz neptimo ovlivituje progresi nadorového onemocnéni (Afratis et
al., 2012). V neposledni fadé jsou GAGs aktivni v procesu epitelo-mezenchymové
transformace (Itano a Kimata, 2002; Strutz et al., 2002; Bishop et al., 2007).

1.5.2. Epitelo-mesenchymova interakce

Jak bylo zminéno vyse, tkan epitelového typu nadoru sestava z vlastni epitelové
komponenty a vazivové slozky (stroma), tvotici podptrnou tkan pro nador. Komunikace
mezi nadorem a stromatem probiha i na zéklad¢ epitelo-mezenchymové interakce (EMI),
kterd je tak formou tzv. heterotypické signalizace, tedy parakrinni komunikace mezi
odlisnymi bunénymi typy (Elenbaas a Weinberg, 2001). Tato komunikace probiha

obéma sméry a ucastni se ji cela fada signalnich molekul (Plzak et al., 2010).
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Pro predstavu Ize uvést dvé mezni situace. Pokud implantujeme samotné epitelové
buiiky karcinomu prsu do mysi, uspésnost vytvoreni tumoru bude mnohem niz§i nez
v ptipad¢, kdy implantujeme nadorové bunky spolu se stromdlni komponentou
(fibroblasty). Rust nadoru bude zaroven pomalejsi do té chvile, nez si k sobé epitelové
bunky vytvoii dostate¢né mnozstvi podpirného prostredi (Elenbaas et al., 2001). Ukazalo
se, Ze v nepritomnosti fibroblastii piejimad nddorovy parenchym docasné roli tviirce
extracelularni matrix (Metwaly et al., 2012). Pti pokusech in vitro jsou zdravé ¢i
nadorové keratinocyty schopny indukovat ve fibroblastech tvorbu interleukint-6 a -8 (IL-
6, IL-8) a CXCL1. Zminéné chemokiny pak zpétn¢ snizuji diferenciacni status
keratinocytt (Kolar et al., 2012). V prvni fazi tedy dochazi k signalizaci nadorovych
bun¢k smérem do okoli s cilem vytvoreni nadorové asociovanych fibroblastt, které pak

zpétn€ stimuluji rast nadoru.

Naopak je v soucasné dob¢é znamo, Ze pacienti, u kterych je odstranén nador, ale
ponechany buiiky jeho prostiedi, jsou vice nachylni k rekurenci onemocnéni, jelikoz
ponechané fibroblasty jsou schopny transformovat zdravé epitelové builky v buiiky
nadorové, eventualné zvysit resistenci nddorové kmenové buiiky viici onkologické 1€cbé

(Costea et al., 2006b; Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b).

V pocatcich tumorigeneze se predpoklada vyznamny vliv prostaglandinu E2 a
TNFa, jez jsou schopny indukovat transformaci zdravych bunék (popsano v
intestinalniho epitelu, respektive u hepatocyti) (Pikarsky et al., 2004; Wang et al., 2004).
Prostagladin E2 je zaroven induktorem sekrece vaskularniho rtstového faktoru (VEGF)
v CAFs, a tudiz vyznamnym stimulatorem angiogeneze (Pietras a Ostman, 2010).
V dalSich fazich ristu nadoru je EMI zodpovédna za udrzeni proliferacniho potencialu
nadoru a za prezivani nadorovych bunck. Prikladem mize byt mechanismus pozitivni
zpétné vazby, kdy naddorové burnky karcinomu produkuji ristovy faktor desti¢ek (PDGF),
ktery stimuluje v nadorovych fibroblastech tvorbu insulinu podobnému faktoru-1 (IGF-
1). Ten zpétné podporuje prezivani a rust nadorovych bunék (Lin et al., 2001; Roberts,
2004).

Klicovym krokem progrese nadorového onemocnéni je disrupce bazalni
membrany a invaze nddorovych bun€k do okolniho stromatu. Cely proces invaze a
metastazovani nadoru je zprostiedkovan jevem, zvanym epitelo-mezenchymova
transformace (EMT), vysoce specializovanym dtsledkem signalizaénich okruht

v epitelo-mezenchymové interakci (viz dale).
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1.5.3. Epitelo-mesenchymov4 transformace

EMT je procesem, pti kterém epitelova buinka ztraci nékteré své charakteristiky a
ziskava vlastnosti mezenchymovych bunék. Nejprostudovanéjsimi markery EMT je ztrata
E-cadherinu, n¢kterych cytokeratinli a naopak zvysena exprese N-cadherinu (cadherinovy

switch), vimentinu a intranuklearniho p-cateninu (De Wever et al., 2008b).

Fyziologicky Ize EMT pozorovat v pribéhu ontogeneze, predev§im v procesu
gastrulace, tedy utvafenim zarodeCnych listh a v prubéhu formace neurdlni liSty
(Miyazaki et al., 2008a). Byly identifikovany transkrip¢ni faktory, podilejici se na EMT
v embryonalnim obdobi — snail, slug, twist — a tyto faktory jsou téz podrobné zkoumany
v procesu karcinogeneze (Miller et al., 2008). V literatufe je popisovano mnoho
induktord EMT. Mezi klicové aktivatory patii TGF-B spolu s dalsimi - TNFa, EGF, HGF,
IGF-1, produkované nadorovymi fibroblasty (Thiery a Sleeman, 2006; De Wever et al.,
2008a).

Aby mohla nadorovd buiika opustit své misto v parenchymu a byla schopna
podniknout cestu mezenchymovou tkani k cévam, potfebuje nckteré vlastnosti ziskat a
jiné ztratit. V prvé fad¢ musi bunka byt schopnd odolat bunécné smrti, vyvolané ztratou
mezibunéénych kontaktd (anoikis), ¢ehoz v obecné roviné dosdhne za pomoci ,,survival*
faktorti a potlacenim ¢innosti proapoptoickych faktort (Harbrecht et al., 2008; Plzak et
al., 2010).

Jednim z mechanismti vzniku odolnosti nadorové bunky vuci anoikis je regula¢ni
kaskada, podilejici se na EMT jako takové. Cadherinovy switch je jednim z mechanismi
ziskané resistence a to piedevSim diky zapojeni transkripCnich faktort, regulujicich
expresi cadherini (snail a twist), které jsou zapojeny téz v signadlnich kaskadach pro

prezivani bun¢k (Miyazaki et al., 2008b).

Dalsi cestou, kterou si invazivni buiika zajisti nesmrtelnost je zména v integrinové
vybavé a to u dlazdicobuné¢nych karcinomt jmenovité switch z avp5 integrinu na avp6
integrin. Tim se bufika ochrdni pfed proapoptoickymi stimuly a naopak diky aktivaci

PI3K-Akt kaskady je stimulovano piezivani bunky (Miyazaki et al., 2008b).

V neposledni fad¢ je naddorova buiika, podstupujici EMT, schopna produkovat
cetné rustové faktory, eventudlné zvySené exprimovat receptory pro tyto faktory a touto

autokrinni funkci se udrzet nazivu (Miyazaki et al., 2008Db).
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K tomu, aby vycestovald bunka uspésné metastazovala, potfebuje projit jeste
nékolika vyznamnymi kroky, zakon¢enymi reverznim déjem, zvanym mezenchymo-

epitelova transformace (MET, viz déle).

1.5.4. Metastaza

AZ 90% umrti pacientl s nadorovym postizenim je zplsobeno piitomnosti
metastaz (Wang, 2010). Biologicka podstata metastazy je shrnuta pod pojmem invazivné
metastaticka kaskada (Boissan et al., 2010). Vedle stimulace parenchymu k zahajeni
EMT dostavaji nadorové bunky od fibroblasta téz stimuly k zahéjeni invaze do okoli. Je
popsana role mnoha cytokind, jmenovité napiiklad CXCL12 a CCL18 u karcinomu prsu
(Peng et al., 2013). Dikazem pozitivni zpétné vazby v EMI je produkce interleukinu la
(IL-1a) bunkami dlazdicobuné¢ného karcinomu dutiny Gstni, ktery stimulaci nadorovych
fibroblastii vyvold zvySeni cytokinu CCL7, jez zpétné¢ stimuluje nadorové buiky
k invazivnimu chovani (Jung et al., 2010). Obdobnou roli hraji TAMs, které po stimulaci
pomoci IL-4, produkovanym butikami karcinomu prsu, zpétné stimuluji nadorové bunky

k invazi (Valastyan a Weinberg, 2011).

Disrupce bazdlni membrany je dosud malo prozkoumany proces, nicméné
pionyrska studie Hagedorna a spolupracovnikti definovala receptor pro netrin, jako jeden
z regulatorti pruniku bunék pres bazalni laminu (Hagedorn et al., 2013). Poté, co
nadorova buiika podstoupi EMT a vycestuje pies bazalni membranu do okolni stromalni

tkén¢, stavaji se jejim cilem krevni nebo lymfatické cévy.

Klicovym faktorem, ktery umozni projit nadorové buice skrze stroma, jsou matrix
metaloproteinazy (MMPs). Ukazuje se, Ze jejich role neni ¢ist¢ mechanisticka. K funkci
remodelace stromatu, kterd umozni priichod metastazujicich bunck, se ptidava jeste
enzymaticka aktivita, uvolilujici z okolni ECM cetné rlstové faktory (FGF, TGF-p), které
dale stimuluji prochazejici nadorové bunky k aktivit¢ (McCawley a Matrisian, 2001).
Cadherinovy switch ma krom¢ antiapoptoického efektu jesté dalsi uc€inek, jimz je vyssi
afinita metastazujici bunky k ECM, ktera vSak neznemoziuje jeji pohyb (Haass et al.,
2004).

Intravazace, neboli vstup nadorovych bunék do krevnich ¢i lymfatickych cév, je
ulehcena mohutnou neoangiogenezou, probihajici v nadorovém stromatu. Takovéto cévy

se vyznacuji nedokonalou stavbou své stény a proto prestup ptes pericyty a endotelové
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buiiky je pro nadorové buinky snadnéjSi. Soucasné intravazaci produkuji faktory
produkované nddorové asociovanymi fibroblasty a makrofagy — TGF-, epidermalni

rastovy faktor (EGF), kolonie stimulujici faktor 1 (CSF-1) (Valastyan a Weinberg, 2011).

Nédorové bunky ztraceji vstupem do cév stimulaéni impulsy dodavané stromatem
a jsou tudiz nachylné k anoikis. Pfedpoklada se, Ze bunky, které uniknou anoikis,
pravdépodobn¢ velmi rychle dosahuji kapilar a opusti tak cirkulaci. Tim padem nedojde
ke spusténi signalizacnich kaskad apoptozy (Valastyan a Weinberg, 2011). Dal$im
dilezitym mechanismem pieZivani nddorovych bunék v cirkulaci je jejich ochrana pred
aktivitou bun¢k imunitniho systému (konkrétné natural killers - NKs), ¢ehoz dosahnou
vazbou skrevnimi destiCkami. Ty znemozni interakci mezi nadorovou bunkou a
makrofagem, odehravajici se prostiednictvim interelukinu-15 (IL-15) (Palumbo et al.,
2002; Kobayashi et al., 2005).

Organ, ve kterém metastazujici bunka opusti cévu, je urCen anatomickym
uspofadanim odvodnych cév z primarniho nadoru, tloustkou cév a krevnim tlakem, jakoz

i fyzikalnimi a biochemickymi vlastnostmi nadorové burnky (Psaila a Lyden, 2009).

Zatimco z jaternich sinusoid pronikd do parenchymu nadorova buiika pomérné
snadno, v plicich a mozku jiz stoji jejimu pohybu V cesté pericyty spolu s razné
vyvinutou bazalni membréanou. V téchto piipadech je tedy zapotiebi specifickych signalt
a specifické molekularni vybavy nadorové buriky a hostitelské tkané (Irmisch a Huelsken,
2013). Napiiklad v procesu extravazace bun¢k karcinomu prsu do plicniho parenchymu
je zapojen cytokin angiopoietin-like 4 (ANGPTL4), stimulovany TGF-f, jehoz ¢innosti
dochazi k rozruSeni bazalni membrany plicnich kapilar (Padua et al., 2008). Soucasné
primarni tumor produkuje faktory jako ANGPTL2, MMP-3 a MMP-10, které opét
zvySuji permeabilitu v cilovém organu (Huang et al., 2009). Samotna nadorova burika
pravdépodobné usnadiiuje prichod pies cévni sténu zvysSenou expresi fl-integrinu na své
bunééné sténé a produkci Cetnych cytokini VEGF, CCL2, SDF-1 (Kato et al., 2012;

Garcia-Roman a Zentella-Dehesa, 2013).

Ukazuje se, Ze cely proces invazivné-metastatické kaskady je velmi neefektivni
déj, jehoz limitujicim krokem je proces kolonizace hostitelské tkang, tedy ,,zahnizdéni‘
nadorové buiiky poté, co opustila cévni fecisté (Irmisch a Huelsken, 2013). Cely koncept
kolonizace byl vyznamné oziejmen definovinim dvou nov€ popsanych jevi -

mezenchymo-epitelova transformace (MET) a existence premetastatického niche.
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MET je proces de facto reverzni k EMT a ptedpoklada vyznamnou stimulaéni roli
adheze metastazujicich bunék a vliv mikrofilament na postupnou pifeménu

mezenchymové bunky v epitelovou (Thiery a Sleeman, 2006).

Déavna teze Stephena Pageta ,,seed and soil” dala podnét ke zkoumani schopnosti
primarniho nadoru indukovat ve vzdaleném organu tvorbu takzvaného premetastatického
niche, tedy ,hnizda®“, kam pozd¢&ji pricestuje nadorova bunka (Paget, 1989). Jednim
z regulyjicich faktori bude ziejm& hypoxie nadoru, ktery v takovémto prostiedi
produkuje lysyl oxiddzu (LOX), zodpovédnou pravé za formaci niche v hostitelském
organu. Vyznamnymi sloZzkami extracelularniho prosttedi premetastatického niche jsou
pravdépodobné bunky myeloidni fady, exprimujici CD11+ a dale fibronektin. (Psaila a
Lyden, 2009).

Na konci kolonizace dochazi tedy ke vzniku mikrometastaz, které mohou byt
diseminované v téle nemocného a nemusi se nikdy projevit. Pouhé 1% mikrometastaz

vyroste v klinicky patrné makrometastazy (Irmisch a Huelsken, 2013).

1.6. Nadory hlavy a krku

Zhoubné nadory hlavy a krku se zaradily na 9. misto mezi v§emi malignitami v
CR (rok 2008; celkem 1881 nové nemocnych; 3,5% vsech malignit). Celosvétové bylo
v roce 2008 postizeno celkem 634 760 lidi, coz zaradilo nadory hlavy a krku na celkové
7. misto se zastoupenim 5,1% mezi v§emi malignitami. Incidence byla v pribéhu prvniho
desetileti 21. stoleti stabilni. Do statistiky nejsou pocitany nadory §titné zlazy, kréni ¢asti

jicnu a kozni nadory (Ferlay et al., 2010; Howlader et al., 2013).

V histopatologickém déleni dominuji dlazdicobunééné karcinomy (90%),
vychazejici ze sliznic hornich dychacich a polykacich cest a vtextu je tak pro
zjednoduSeni pouZzivan vyraz ,,dlazdicobunééné nadory hlavy a krku®, ve zkratce HNSCC
(head and neck squamous cell carcinoma) (Licitra et al., 2009). Nejéast&ji zastoupenymi
oblastmi jsou dutina Ustni, oropharynx, hypopharynx a larynx. Méné Casto zastoupené
byvaji dlazdicobunééné karcinomy nosohltanu, nosu a paranazalnich dutin. Kontroverzni
jsou primarni dlazdicobunécné karcinomy slinnych zlaz, u kterych je pfedpokladan spiSe

metastaticky ptivod (Terhaard et al., 2004; Argiris et al., 2008).

Navzdory pokrokiim v diagnostice a vytvoieni novych lé¢ebnych algoritmi doslo

za posledni dvé dekady jen k mirnému snizeni mortality u vétSiny priméarnich lokalizaci
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(s vyjimkou orofaryngu, kde byl naopak zaznamenan vzestup), ktera se stale pohybuje na
hranici 40% pii sledovani pétiletého pteziti. V ramci jednotlivych lokalizaci existuji
veliké rozdily v pétiletém pieziti — jazyk 90% vs hypopharynx 31% (Howlader et al.,
2013).

Specifikum dlazdicobunécnych karcinomu je lokalni agresivita a regionalni §iteni
do spadovych uzlin. V ptipadé metastazy z oblasti hlavy a krku do jedné uzlin mensi nez
3 cm (N1) dochazi ke snizeni pétiletého pieziti pacientt o 50% a v ptipadé
mnohocetnych a vétsich metastaz je prognodza jesté horsi (D'Souza et al., 2003; de Bondt
et al., 2007).

Hematogenni rozsev je pozorovan ve 4-26 % klinickych ptipadi, ale az u 37-57%
pitvanych pacientii, postizenych dlazdicobunéénym karcinomem hlavy a krku. AZ na
ojedin€lé ptipady jsou pacienti se vzdalenymi metastdzami indikovani pouze k paliativni
péci, ale vSeobecné se predpoklada Casto asymptomaticky pribéh vzdalené metastazy
(Ferlito et al., 2001). Vzhledem k socioekonomickym aspektim postizenych pacientt a
rizikovym faktorim jsou dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku zatizeny vysokym
procentem recidiv a vyskytem mnohocetnych nddort (riziko vzniku sekundarniho nadoru

je az 9%) (Jones et al., 1995; Cmelak, 2012).

Z rizikovych faktort jsou jiz tradi¢n¢ diskutovany koufeni cigaret a uzivani
tabaku v jinych formach (naptiklad zvykani betelu), abusus alkoholu (pfedevsim lihovin),
které maji nasobici aditivni efekt, dale dietni faktory (nedostatek vitaminu A a
faryngolaryngealni reflex (Argiris et al., 2008; Cada et al., 2008). Expozice sérotyptim 16
a 18 lidského papilomaviru (HPV) je v soucasnosti pfijimana jako nezavisly rizikovy
faktor pro vznik dlazdicobunééného karcinomu (Koslabova et al., 2013). Vzacné jsou

v

syndrom, Fanconiho anémie, atd.) (Trizna a Schantz, 1992).

Biologické chovani nadort hlavy a krku vykazuje znacnou heterogenitu a
neziidka se setkdvame s odliSnou odezvou pacientd na 1é¢bu. Pfi¢inou pomérné vysoké
mortality, zminéné vySe, je jednak pozdni a malo specifickd diagnostika a dale

nedostacujici lé¢ebné protokoly.

Pfi¢inu neuspokojivych vysledkd 1écby dlazdicobunéénych karcinomti hlavy a
krku je zapotiebi hledat nejen v nizkém socidlnim statusu pacientd, kteti Casto ptichazeji

k 1ékaii v pokrocilém stadiu onemocnéni, nybrz i v nedostate¢né rozliSovaci schopnosti
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béznych histologickych postupti pii hodnoceni bioptovanych nebo excidovanych 1ézi. Na
molekuldrni Grovni byla objevena fada markerti, jejichz aberantni exprese byva
pozorovana ve tkanich, které jsou v bézném barveni hematoxylin-eosin hodnoceny jako
normalni. Jedna se naptiklad o keratiny-8 a -19, galektin-9, galektin-7, vazebna mista pro
galektin-3, protein vazajici mRNA inzulinu podobného rustového faktoru 3 (IMP-3), p53,
prolifera¢ni znaky (Ki67), proteiny fidici bunécny cyklus (cykliny, cyklin dependentni
kinazy a jejich inhibitory, proteiny rodiny p53 apod.), komponenty extracelularni matrix
a proteazy (napft. matrix-metloproteinazy, hladky svalovy aktin - SMA), ristové faktory a
jejich receptory (EGFR, TGFp apod.) (Plzak et al., 2004; Perez-Ordonez et al., 2006; De
Wever et al., 2008a; Bozec et al., 2009; Cada et al., 2009; Kim et al., 2012b; Fik et al.,
2013).

Jedinymi specifickymi prognostickymi znaky rutinné uZivanymi pii planovani
lécebného postupu jsou lokalizace a rozsah onemocnéni spolu s patologickymi
charakteristikami. | vtéto oblasti existuje mnoho molekularné-diagnostickych znakt
(krom¢ vySe uvedenych), které by mohly piispét k rozhodovani o nejvhodnéjsi 1éCebné
modalité¢.  Aktudln¢ vysoce diskutovanym tématem je prognoza pacienti s HPV
pozitivnimi dlazdicobunéénymi karcinomy hlavy a krku (Koslabova et al., 2013).
Ptredpoklada se lepsi prognéza HPV+ nadort a existuje urcity predpoklad, Ze tito pacienti
by mohli podstoupit méné radikalni 1é¢bu, jakkoliv pro to zatim neexistuji silnd literarni

data (Klozar et al., 2008).

Konec¢né hlubsi znalost signalizacnich kaskad v nadorové biologii piinasi moznost

cilen¢ utocit na nadorové bunky pomoci tzv. cilené terapie.

1.7.  Cilena terapie

Klasickou triadou léebnych postupli u zhoubnych nador jsou chirurgie,
radioterapie a chemoterapie — samostatné ¢i v kombinaci (Ogle Orett E. a Nikoyan
Levon, 2013). V poslednich dvou dekadach se ke zminéné trojici modalit postupné
fadi tzv. hormondlni terapie u hormon-dependentnich nadorti (prs, prostata),
imunoterapie, posilujici imunitni odpovéd’ vii¢i nddorovym buikdm, a kone¢né cilend
terapie (targeted therapy), zamétujici se na konkrétni molekularni znaky nadorovych
bungk ¢i konkrétni signalni drahy (Dougan a Dranoff, 2009; Murphy et al., 2012;

Dorsey a Agulnik, 2013). Logické rozdily v samotné nadorové populaci mezi nadory
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jednotlivych pacientli se snazi popsat a ovlivnit novy smér tzv. terapie Sité na miru

(tailored therapy) (Rescigno P. et al., 2013).

Recentné je v oblasti karcinomi hlavy a krku testovano nékolik zplsobl
cilené 1é¢by. Asi nejdale se nachdzi vyzkum v piipad¢ inhibitori EGFR, VEGEF,
IGF1-R a signaliza¢ni drahy PI3/AKT (Dorsey a Agulnik, 2013). Konkrétné ti¢innost
protilatky proti receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR, cetuximab) byla ve
studiich potvrzena v soucinnosti s chemoterapii u recidivujicich a metastatickych
dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku, kdy byly vycerpany -chirurgické
moznosti a dosaZzena maximdlni celkova iradia¢ni davka (Vermorken J. B. a
Specenier P., 2010). Nové je cetuximab pouzivan jako primarni lé€ebna modalita v
kombinaci s radioterapii u pacientd, u kterych nelze pouzit chemoterapii (Bozec et al.,
2013). Z dalSich inhibitort EGF receptoru prokazala ve studii SPECTRUM (Study of
Panitumumab Efficacy in Patients with Recurrent and/or Metastastatic Head and
Neck Cancer) slibné vysledky monoklonalni protilatka panitumumab (Vermorken et
al., 2013). Dulezitym biomarkerem, uréujicim odpovéd® nadoru vuci EGFR
inhibitorim, je stanoveni K-ras, jehoz mutace snizuje citlivost nadorovych bun¢k a
pacienti s takto mutovanym nadorem neprofituji z biologické 1écby cilené na

epidermalni rustovy faktor (Karapetis et al., 2008).

Zvysena aktivita cévniho rustového faktoru a jeho receptoru (VEGF-R) byla
prokazana ve vétsiné nadort véetné HNSCC, kde indukuje invazivni chovani nadort
a koreluje s horsi progndézou nemocnych. Inhibitory VEGF-R signaliza¢ni kaskady
(napf. Bevacizumab, Sunitinib) svym inhibicnim plisobenim na angiogenezi
piedstavuji zakladni smér protinadorové terapeutické strategie. Nicméné vedlejsi
ucinky v podobé zvySené krvacivosti zatim piedstavuji limity této 1é¢by (Burgos-

Tiburcio et al., 2011).

Komplexnim pfistupem k nddorové signalizacni kaskddé by mohla byt
biologicka 1écba, zaméfend na PI3K/AKT/mTOR drahu, zodpovédnou za piezivani
bunék a proteosyntézu. Terapeuticky zésah je veden bud’ pfimo na serin/threoninovou
proteinkindizu mTOR (Everolimus) nebo nepiimo inhibici insulinu podobnému
ristovému faktoru 1 (IGF1-R) prostiednictvim protilatky Figitumumab. Sir§im
inhibitorem této kaskady jsou také jiz diskutované inhibitory EGFR (Dorsey a
Agulnik, 2013).
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Vzhledem ke komplexnosti a heterogenit¢ nadorového procesu jsou i
studované terapeutické cile velmi rozdilné. Kromé vySe uvedenych, vice ¢i méné
prostudovanych monoklonalnich protilatek, existuje celd fada smérd, kterym se dale

cilena protinadorova strategie miize ubirat.

Glykosaminoglykany se také jevi jako vhodny cil protinadorové 1écby.
Konkrétné¢ se zkoumaji inhibitory enzymi degradujicich heparansulfat
(nizkomolekularni  hepariny nebo daltaparin, jehoz pozitivem je absence
antikoagula¢niho Uc€inku), eventudlné vyuziti modifikovaného chondroitin sulfatu,
schopného inhibovat rast nadoru. Dal§i z moznosti cileni na GAGs je inhibice syntézy
kyseliny hyaluronové, konkrétné pouzitim antagonisty k enzymu, syntetizujicimu
UDP-a-D-glukuronové kyseliny. Jako slibna se jevi cesta inhibice komplexu HA-
CD44 prosttednictvim CD44 siRNA dorucené do nadorovych bunck v plasmidu,
obaleném nanocasticemi (Afratis N. et al., 2012). Je mozné téz pifimo vyuzit up-
regulovany receptor CD44, diky kterému se selektivné navaze terapeutické agens na
nadorovou buiku (Song et al., 2004; Orian-Rousseau, 2010). V neposledni fad¢ cileni
na receptor CD44 by mohl byt vyuzitelny v inhibici tzv. homingu leukemickych
bunék (Orian-Rousseau V., 2010).

Komplexnost funkce integrint, jejich schopnost ovliviiovat intra- i extra-
celularni procesy, jakozto 1 interakce s ¢etnymi rtstovymi faktory a dalSimi slozkami
ECM, predznamenava vyuziti této skupiny jako slibného prostiedku cilené 1écby. V
literatui'e je popisovano pies dveé stovky klinickych studii v oblasti integrinové cilené
lécby a v oblasti hlavy a krku jsou recentné studovany inhibitory proti integrinim
avp3 a avB5 (Cilengitide) a a5B1 (ATN-161, uc¢inkuje 1 na piedchozi dva integriny).
Ob¢ dve latky jsou nyni ve 2. fazi klinické studie (Goodman S. L. a Picard M., 2012).

Zajimava prace, nikoliv vSak z oblasti onkologie, pfinesla zjiSténi, Zze
blokovanim tvorby fibronektinu a tenascinu-C pomoci specifického rekombinantniho
imunoproteinu dojde ke sniZzeni tvorby ECM v srdci a tim k ovlivnéni tvorby
perivaskulrdni a intersticidlni fibrozy. Piedpokladd se mozny Uzitek v oblasti
chlopennich vad a nemoci koronarnich tepen (Franz et al, 2010). Cilena
protinddorova 1écba, zamefena na tenascin-C je v soucasnosti v literatufe diskutovana
(Kim et al., 2012c). Fibronektin je pravdépdobné zodpovédny za resistenci bunck
vii€i cetuximabu (viz vySe) a jeho inhibice prostfednictvim RNAi by mohla zvysit

ucinnost protilatek proti EGFR (Eke L. et al., 2013).
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Kromé jiz zminéné PI3K/AKT/mTOR signaliza¢ni drahy u solidnich naddort
existuje nékolik dalSich signaliza¢nich kaskdd, ucastnicich se na procesu
kancerogeneze. Hedgehog kaskada je vysoce aktivni v nékterych typech nédort a
dosud nejvice je jeji potencial prostudovan v oblasti bazocelularniho karcinomu a
meduloblastomu, kde jsou jiz studovany terapeutické moznosti (Gupta S. et al.,
2010). V oblasti hlavy a krku se pfedpoklada efekt cyclopaminu na inhibici Hedgehog
kaskady, a tudiz supresi dlazdicobunéénych karcinomi této lokalizace (Mozet et al.,
2013). Hedgehog je navic spolu s dal§imi — notch a Wnt/B-catenin drahy — zapojena
do regulace nadorovych kmenovych bunék a to predstavuje dalsi zajimavy ptistup v
protinadorové strategii (Gupta et al., 2010; Pannuti et al., 2010; Takahashi-Yanaga a
Kahn, 2010). Dalsi z potencialnich moznosti ovlivnéni funkce CSCs je cileni na
protein GRP78, kli¢ovy regulator funkce endoplasmatického retikula nadorovych
kmenovych bun¢k (Wu et al., 2010).

Ze slozek bazalni laminy je studovan perlecan, jehoz degradace omezuje
proliferaci melanomovych bunék a bunék kolorektalniho karcinomu (Ghiselli et al.,
2001). Laminin je v cilené 1é¢bé vyuzivan jako receptor pro nosice s terapeutickou
latkou. Tak naptiklad laminin v metastatickych buiikach je schopen navézat a
transportovat  endocytézou do  bunky polymerni  micely, obsahujici
chemoterapeutikum etoposid (Ukawala et al., 2012). Laminin67R receptor, bohaté
exprimovany v karcinomu prostaty se jevi jako efektivni cil pro radioaktivni
nanocastice, které jsou schopné dorucit efektivni davku zéfeni piimo k nadorovym
bunkam s minimem vedlejSich u¢inka (Shukla et al., 2012). Naopak peptid, odvozeny

z kolagenu-1V, je piimo schopny inhibovat rast bunék gliomu (Rosca et al., 2012).

Jak vyplyva z textu vySe, pfimé cileni na nddorové asociované buiky
(fibroblasty, makrofagy, dendritické bunky), pfedev§im prostfednictvim néckterych
jejich zvySené exprimovanych znakd (Legumain, Fra-1, Stat3, FAP, HER-2), by
mohlo téZ pfinést ucinnou protinddorovu 1éébu (Chen et al., 2005; Palucka a
Banchereau, 2012; Reisfeld, 2013).
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2. Hypotézy a cile dizertacni prace

Epitelo-mesenchymova interakce hraje klicovou tlohu v procesu
kancerogeneze. Predpokladd se, ze pochopeni molekularnich procesii na ose -
stroma - basalni lamina - epitel — pfispéje ke zlepSeni diagnostickych a 1é¢ebnych
prostiedkd. Slibnymi cestami tohoto vyzkumu a zaroven cili predkladané prace bylo

studium:

1. prognostického potencialu galektint, jejich role v indukci invazivniho chovani

nadoru a soucasné jejich vyuziti jako prosttedkti biologické 1éCby.

2. vlivu vybranych chemokini a interleukinti, produkovanych stromatem na regulaci

diferenciace epitelu.

3. vlivu prostfedi na kmenové vlastnosti nadorovych bunék.

3. Material a metodika

Metody jednotlivych pokusii jsou detailné popsany v piedkladanych publikacich.
Odbér a zpracovani vzorkd k in situ pokusiim probéhly na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole a Klinice tstni, oblicejové a Celistni
chirurgie 1. LF UK a VFN vsouladu s Helsinskou deklaraci. Po transportu na
Anatomicky ustav 1. LF UK byly zpracovany technikou zmrazenych ftezii a
imunohistochemicky znac¢eny (Plzak et al., 2004). Nasledna analyza vysledku probihala
za pomoci fluorescencniho mikroskopu (Nikon Eclipse 901) vybaveného CCD chlazenou
kamerou s vysokym rozliSenim (Vosskiihler) a pocitacového programu LUCIA

(Laboratory imaging, Praha, Ceska republika).

K in vitro pokusim bylo pouzito nékolik modeld bunéénych kultur. Linie bun€k
FaDu, pochazejici z dlazdicobun&éného karcinomu hypopharyngu (ATCC® HTB-43™)
(Rangan, 1972). Dale nadorové asociované fibroblasty (SCCF), izolované
z dlazdicobunééného karcinomu dutiny ustni, odebrané na Klinice ustni, obli¢ejové a
Celistni chirurgie 1. LF UK a VFN (Lacina et al., 2007a; Dvorankova et al., 2012).
Zdravé lidské fibroblasty (HF) jsme ziskali od pacientll operovanych na Klinice plastické
chirurgie 3. LF UK (Lacina et al.,, 2007a; Kodet et al.,, 2011; Kolar et al., 2012).
Imortalizované keratinocyty HaCat byly ziskany od DKFZ, Heidelberg.
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Bunééné linie byly nasledné vyuzity ke kultivacim a kokultivacim za specifickych
podminek dle potieb jednotlivych pokust. V kokultivacnich studiich bylo vyuzito
ptimych 1 inzertnich systému (Transwell Inserts, Corning, Acton, USA) (Lacina et al.,
2007a).

Technikami analytické cytochemie provadéné v Mikrobiologickém ustavu, AV
CR, v.v.i., Oddéleni imunologie a gnothobiologie (pod vedenim Prof. RNDr. Blanky
Rihové, DrSc.) byla z tkaovych kultur izolovana tzv. side population, ktera byla dale

zpracovana kultivaénimi technikami.

Spolupraci s Ustavem molekularni genetiky AV, v.v.i, Oddéleni genomiky a
informatiky (pod vedenim RNDr. Cestmira VI¢ka, CSc.) za pomoci systému Beadstation

500 (Illumina, USA) byl hodnocen transkripéni profil vSech studovanych bun¢k a tkani.

Ustav hematologie a krevni transfize v Praze, Odd¢leni laboratorni virologie,
Narodni referencni laboratof pro papillomaviry (pod vedenim RNDr. Ruth Tachezy,

Ph.D.) umoznil korelaci ziskanych dat s HPV statusem jednotlivych nador.

Prof. H.-J. Gabius z Ludwig-Maximilianovy univerzity v Mnichové, Fakulta
veterinarni mediciny, Institut fyziologické chemie, poskytl laboratofi jak protilatky proti
jednotlivym galektinim, tak samotné galektiny a podilel se téz na supervizi veskerych

glykobiologickych vystupu.

4. Vysledky
4.1. Prehled

Vysledky jsou detailn¢ uvedeny a diskutovany v nasledujicich publikacich:

1. Valach J, Fik Z (oba autofi se podileli stejnou mérou), Strnad H, Chovanec M,
Plzak J, Cada Z, Szabo P, Sachova J, Hroudova M, Urbanova M, Steffl M,
Paces J, Mazanek J, Vicek C, Betka J, Kaltner H, André S, Gabius HJ, Kodet R,
Smetana K, Jr., Gal P, Kolai M. Smooth muscle actin-expressing stromal
fibroblasts in head and neck squamous cell carcinoma: Increased expression of
galectin-1 and induction of poor prognosis factors. Int J Cancer. 2012; 131:
2499-508 (IF-2012: 5,444)

2. Fik Z, Valach J (oba autofi se podileli stejnou mérou), Chovanec M, Mazanek
J, Kodet R, Kodet O, Tachezy R, Foltynova E, André S, Kaltner H, Gabius HJ,
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Smetana K, Jr. Loss of adhesion/growth-regulatory galectin-9 from squamous
cell epithelium in head and neck carcinomas. J Oral Pathol Med. 2013; 42:166-
173. (IF-2012: 2,055)

3. Kopitz J, Fik Z, André S, Smetana K Jr., Gabius HJ. Single-Site Mutational
Engineering and Following MonoPEGylation of the Human Lectin Galectin-2:
Effects on Ligand Binding, Functional Aspects, and Clearance from Serum.
Mol Pharm. 2013; 10: 2054-2061. (IF-2013: 5.841)

4. Kolat M, Szabo P, Dvorankova B, Lacina L' Gabius HJ, Strnad H, Sachova J,
Vitek C, Plzak J, Chovanec M, Cada Z, Betka J, Fik Z, Paces J, Kovafova H,
Motlik J, Jarkovska K, Smetana K Jr. Upregulation of IL-6, IL-8 and CXCL-1
production in dermal fibroblasts by normal/malignant epithelial cells in vitro,
immunohistochemical and transcriptomic analyses. Biol Cell. 2012; 104: 738-
51 (IF-2012: 3,488)

5. Fik Z, Dvorankova B, Kodet O, Boucek J, Betka J.A., Betka J, André S,
Gabius HJ, Snajdr P, Smetana K Jr., Chovanec M. Towards dissecting
molecular routes of intercellular communication in the tumour
microenvironment: phenotypic plasticity of stem cell-associated markers in
coculture (carcinoma cell/fibroblast) systems. Fol Biol. 2014; v tisku (1F-2012:
1,219)

4.2.  Souhrn dosaZenych vysledki

4.2.1. Galektiny, jakoZto nositelé informace o normalité epitelu, induktofi

invazivniho chovani nddoru a prostiedky k biologické 1é¢bé (Publikace 1-3).

A. Vliv galektinu-1 na vznik nadorové-asociovanych fibroblasti a biologické

vlastnosti nadoru

Role nadorové asociovanych fibroblastii byla jiz diskutovana, stejné jako jejich
fenotypova charakteristika v podobé exprese SMA. Soucasné byl v uvodu zminén i
negativni vliv CAFs na prognézu onemocnéni. V této praci jsme studovali vliv galektinu-

1 na tvorbu nadorové asociovanych fibroblastti in vivo. In vitro byl v ptedchozi studii
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prokazan vliv galektinu-1, -3, -7 na zvySenou tvorbu myofibroblastti a byl téz prokdzan

aditivni efekt s TGFB (Dvorankova et al., 2011).

Zpracovany byly vzorky od 31 pacienti a od kazdého pacienta byla ziskana ¢ast
nadoru, ¢ast makroskopicky zdravého okraje nddoru a zdravé tkané¢ z bukalni sliznice

kontralateralng.

Nebyl nalezen zadny vztah mezi TNM klasifikaci a ptfitomnosti myofibroblasta.
Nejveétsi zastoupeni myofibroblastii bylo prokazano ve tkanich karcinomu tonzily, ale

piekvapivé nebyl nalezen Zadny vztah k HPV statusu pacienta.

V nadorech, které obsahovaly SMA pozitivni fibroblasty, byla pozorovana vysoka
exprese galektinu-1 ve stromatu a tato exprese se ztracela spolu s absenci zminénych

fibroblastii nebo byla velmi slaba.

Na trovni mRNA korelace vztahu mezi galektinem-1 a nadorové asociovanymi
myofibroblasty ponékud vymizela. Divodem byla soucasna piitomnost aktinu hladkeé

svaloviny v myoblastech novotvoienych cév, coz pfirozené ovlivnilo vysledky.

Vyhodnocenim transkriptomu nadort bylo ve skupiné galektin-1°, SMA"
identifikovano 6 transkriptd - MAP3K2, TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a
SPIN1, u kterych byl jiz diive prokazan negativni prognosticky vyznam (Sun et al., 2003;
Chung et al., 2006; Yuan et al., 2008; Arimoto et al., 2010; Bandyopadhyay et al., 2010).
Zpétné jsme byli schopni imunohistochemicky prokazat korelaci mezi pritomnosti SMA

pozitivnich fibroblastii ve stromatu a zvySenou expresi MAP3K2 v parenchymu nadoru.

Tato prace prokazala vyznam galektinu-1 Vv progresi nadorového onemocnéni

prostiednictvim nadorove asociovanych fibroblasti.

B. Galektin-9 neni exprimovan v dysplastickych epitelech a nadorech

Galektin-9 je znam jako moderator buné¢éné adheze, proliferace a smrti. Soucasné
je popisovdna jeho role v zanétu, konkrétné ve funkci antigen prezentujicich bunck

(Hirashima et al., 2004; Yamauchi et al., 2006).

Zamétili jsme se na pozorovani exprese galektinu-9 ve zdravych tkanich,
makroskopicky zdravych tkanich pii okraji nddoru a nakonec V karcinomech (vSe
dlazdicové epitely). Jako dobfe prostudované, a tudiZz referencni markery diferenciace

byly zvoleny keratin-14 a keratin-19 (K-14 a K-19) (Lane a McLean, 2004; Takeda et al.,
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2006). K dodate¢nym pozorovanim byly pouzity protilatky k detekci aktinu hladkych
svalovych bun€k (SMA), keratinu-8 (K-8) a leukocyti (CD45).

Celkem bylo zkoumano 62 vzorkd dlazdicobunééného karcinomu, 20 tkani
z chirurgického okraje nadoru a 32 vzorkl zdravych tkani, odebranych od operovanych
pacienti (bukdlni sliznice kontralateralné od tumoru). Jako kontrolni vzorek byly
doplnény 4 zdravé tkan€ od pacientii bez nadorového onemocnéni, kterym byl extrahovan

3. molar.

Tti ctvrtiny (n = 24) normalnich epitelti, véetné¢ vSech 4 vzorkl tkani od
nenadorovych pacienti, vykazovalo expresi galektinu-9 v celé délce bazalni vrstvy.
Vsechny tyto tkan¢ mély soucasné fyziologické zastoupeni sledovanych keratinti — 14 a
19. Zbyvajici zdravé tkané exprimovaly galektin-9 bud’ mozaikovité, tj. pferuSované

V oblasti bazalni vrstvy, anebo viibec a tomu odpovidala i aberantni exprese K-14 a K-19.

Naproti tomu pouze 1 vzorek chirurgického okraje nadoru byl pozitivni pro
galektin-9 v celé délce bazalni vrstvy s fyziologickou expresi K-14 a K-19. Zbyvajici
tkédn¢ byly svou expresi gal-9 bud’ negativni (n = 12) nebo mozaikovité (n = 7) a tomu

odpovidala ve vSech ptipadech aberantni exprese referen¢nich keratinti.
Z4dny vzorek karcinomu nebyl pozitivni pro galektin-9 (n = 62).

Nebyl pozorovan zadny vztah mezi uzivanim tabaku a expresi galektinu-9. Totéz

plati pro HPV-status.

Tyto vysledky napovidaji, Ze by galektin-9 mohl slouzit jako citlivy marker
Vv oblasti dysplazii dlazdicovych epiteli.

C. Farmakokinetické vlastnosti mutovanych variant Galektinu-2

Aplikace galektinli v klinické praxi byla diskutovdna vySe. Potencialni vyuziti
galektini ve farmakologii bylo studovdno na modelu mutovaného galektinu-2. Tti
varianty galektinu-2 — divoky typ, mutovany typ Cys57Met substituci a
monoPEGylovany derivat tohoto mutantniho proteinu byly podrobeny biochemicko-
histochemické a funk¢ni analyze s cilem stanovit efekt substituce na aktivitu galektinu-2

a jeho polocas rozpadu.

Testovani afinity jednotlivych tfi proteini ke glykoproteinlim ukézalo jeji
trojnasobny pokles u obou mutovanych variant ve srovnani s divokym typem galektinu-2.

Vazba proteinli ke GM1-gangliosidu bun¢k neuroblastomu byla dvojnasobné silnéjsi u
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obou mutovanych variant. Na druhou stranu v piipadé bun€k z linie adenokarcinomu
tlustého stieva, které bohaté exprimuji membranové glykoproteiny, byla afinita u
mutovanych variant niz§i. Pokud vSak byl pouzit systém s nizsi sialylaci bunééného
povrchu (v tomto pfipadé Lec2 mutované ovaridlni bunky cinského kiecka),

nejaktivnéj$im se ukazal mutovany protein a ve srovnani s PEGylovanou formou.

Histochemicka analyza ukazala vyznamny pokles vazby PEGylovaného lektinu in
vivo ve srovnani s divokym typem a jeho Cys57Met substituovanou variantou jak

V normalni, tak v nadorové tkéani. Tato ¢ast byla délana v nasi laboratofi.

Dalsi fazi pokusu byla alternativa k bézné lektinové studii (schopnost aglutinace
erytrocytll), konkrétné aglutinace fixovanych krali¢ich bunck. Zde se jako nejefektivné;jsi
ukazal mutovany protein, ndsledoval divoky typ a nejslabSim aglutina¢nim efektem se
prezentoval PEGylovany galektin. Opacné, studiem stability takto spojenych bunék
pridanim laktozy byla zjisténa obdobna sila vazby divoké a mutované a ptiblizné 5-6X

slabsi v ptipadé PEGylované.

Dalsim studiem funk¢nich vlastnosti jednotlivych proteinti byla jejich schopnost
inhibovat bunécnou proliferaci, konkrétn¢ bunck neuroblastomu. VSechny tii typy
proteinii redukovaly populaci bunck piiblizné o 50%. Naproti tomu v linii bunék
erythroleukemie byl divoky typ opét schopen za urcité koncentrace zredukovat pocet

bunék o 50%, ale Cys57Met mutace tento efekt zcela vyrusila.

Sledovanim clearance obou radioiodem zna¢enych mutovanych variant po
intraven6znim podani do Wisko-HAN potkana ukézala prodlouzenou ptitomnost v séru

v piipadé¢ PEGylované formy.

Tato prace prokazala vliv mutace a PEGylace galektinu-2 na jeho vazebnou
charakteristiku a to bud’ pozitivng, nebo negativné v zavislosti na podminkdch. Zaroven
byl pozorovan vyznamny vliv mutace galektinu na jeho funkci ve vztahu k inhibici

bunééné proliferace, kterd mutovanymi variantami nebyla prakticky viibec ovlivnéna.

4.2.2. Role chemokint a interleukinti v EMI (Pubikace 4).

Nédorové asociované fibroblasty (CAFs) byly diskutovany vySe. Jednim ze
znaki, odliSujicich je od normalnich fibroblasti je jejich schopnost produkovat signalni
molekuly, které maji za nasledek zménu fenotypu zdravych lidskych keratinocyti az

k podob¢ nadorovych bun¢k (exprese K-8) (Lacina et al., 2007a).
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Tato prace se zamétila na vliv epitelovych bunck, zdravych i malignich, na zdravé
lidské fibroblasty. Konkrétnim smérem zajmu byly nékteré chemokiny (CXCL-1) a
interleukiny (IL-6, IL-8) a jejich receptory (CXCR-1, CXCR-2), jakozto dulezité

signaliza¢ni molekuly v procesu epitelo-mezenchymové interakce (EMI).

Kin vitro pokusim byly pouzity linie imortalizovanych nenadorovych
keratinocytti (HaCaT), dlazdicobunééného karcinomu hypofaryngu (FaDu), dale zdravé
fibroblasty (HF) a zdravé keratinocyty (HK). K in vivo pokusim bylo pouzito 20 vzorki

nadoru a zdravé tkan€ operovanych pacient.

Vliv HaCaT a FaDu byl ve fibroblastech pozorovan ve formé exprese hladkého
svalového aktinu (SMA) a jaderného nukleosteminu. FaDu bunky nadto stimulovaly

fibroblasty k tvorbé extracelularni matrix bohaté na fibronektin a galektin-1

Mikroc¢ipovou analyzou in vivo a in vitro vzorkli bylo detekovano pies dvé
desitky genli, kodujicich signdlni molekuly, ucCastnici se ve vySe zminénych
mezibunéénych interakcich. Z nich byly vybrdny nejvyznamnéji upregulované geny

v dlazdicobunééném karcinomu ve srovnani s normalni sliznici — CXCL-1, IL-6, IL-8.

In vivo byla studovana exprese IL-8 v dlazdicovych epitelech, ktera byla ve vice
nez poloving ptipadi vyraznéjsi v nadorech nez v normalnich tkanich. Receptory pro IL-
8 a CXCL-1 byly v normalnim epitelu nalezeny bazaln¢ (CXCR-1 a CXCR-2) a
suprabazalné (CXCR-1). V nadorech byly bohaté exprimovany oba receptory CXCR-1 a
CXCR-2, kter¢ byly dale ptitomny v endotelovych buinikach cévnich kapilar.

ELISA analyza kondiciovanych médii zdravych fibroblastit/CAF s FADU a HK
bunikami potvrdila zvySenou produkci IL-6, IL-8 a CXCL-1 v kokulturach in vitro.
Zam¢étili jsme se na expresi keratinu 8, ktery je povazovan za marker nizké diefernciace a

Spatné progndzy nadorového onemocnéni (Fillies et al., 2006).

Kondiciované médium z FaDu + HF a FaDu + CAFs bylo schopno indukovat
expresi keratinu 8 v ptvodné zdravych keratinocytech. Kondiciované médium ze
samotnych FaDu indukovalo v keratinocytech jen nizkou expresi K-8. Pfidanim
rekombinatnich IL-6, IL-8 a CXCL-1 do normalniho kultivaéniho média mélo za
nasledek silné zvyseni exprese K-8 a analogicky blokovani téchto molekul vedlo k jejimu
sniZeni.

Souhrnem lze fici, ze k interakci mezi normalnimi keratinocyty a normalnimi

fibroblasty nemusi dochdzet pifimym kontaktem, ale pomoci molekul chemokind,

34



signalnich proteint- IL-6, IL-8 a CXCL-1, které maji za ndsledek zménu diferenciace
keratinocytll. Analogicka situace je popisovana u hojici se rany, a proto lze opét potvrdit

postulat Dr. Harolda Dvoraka, ze nador je rana, ktera se nehoji (Dvorak, 1986).

4.2.3. Vliv prostfedi na kmenové vlastnosti nddorovych bunék (Pubikace 5).

Ptedpoklad, ze nddorové kmenové bunky jsou zodpovédné za relaps nadorového
onemocnéni a ze klicovym faktorem této vlastnosti je vliv okolniho prostiedi, nds vedl

k provedeni tohoto pokusu (Costea et al., 2006b).

Studovali jsme n€kolik druhti bunéénych linii: samostatnou linii FaDu, linii FaDu
piimo ko-kultivovanou s nadorovymi fibroblasty (SCCF) a lidskymi fibroblasty (HF) a
linii FaDu ko-kultivovanou se stejnymi fibroblasty v insertnim systému s vylou¢enim
mezibunéénych spoji. V kazdé jednotlivé linii jsme 2., 7. a 9. den kultivace
imunohistochemicky prokazovali vybrané potencidlni znaky kmenovych bun€k a nizké
diferenciace tkani (CD29, CD44, K-8, K-19, jaderny Gal-1-BS). Vyjmenované znaky

jsme prokazovali téZ v side population.

Z hlediska morfologie a uspofadadni bunécnych populaci byl patrny vliv
fibroblastii na zvySeni bunécnosti kolonii ve srovnani s izolovanou linii FaDu, ktera
piirozené rostla s ¢asem kultivace. Zatimco forma kultivace (pfima x neptima) neméla na
objem populaci vliv, vliv SCCF byl silnéjsi nez u HF, a tudiz i kolonie byly pod
pusobenim nadorovych fibroblastli bohatsi. Buniky podobné fibroblastiim (povazované za
nizce diferencované/prekurzorové buiiky) se nachazely na periferii kolonii a v ptipadé
linie FaDu se jejich zastoupeni s prodluzujici se délkou kultivace proporéné snizovalo.

Kokultivaci byla jejich denzita vyznamné zvysSena.

Studované znaky (CD29, CD44, K-8, K-19, jaderny Gal-1-BS), byly v linii FaDu
patrné pouze v pocatecnich stadiich kultivace a srostouci bunéCnosti populace se
postupné vytracely. Jejich exprese byla prokazana bez predilekce v centru i na periferii

kolonie.

Ptima ko-kultivace ovlivnila jak intenzitu exprese diferenciacnich znakt, tak
polohu pozitivnich bunék. Zastoupeni pozitivnich bunék v pozdéjsich fazich kultivace
bylo vyznamné vyss$i ve srovndni s izolovanou linii FaDu, souasné tyto bunky byly

pozorované na periferii kolonii v kontaktu s fibroblasty.
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Nepifima kokultivace nepfinesla rozdil ve velikosti a charakteru kolonii ve
srovnani s pfimou kokultivaci. Pozorovali jsme stabilni expresi diferencia¢nich znakl ve
vSech stadiich kultivace. Na rozdil od piimé kokultivace se pozitivni buiiky nachazely i

Vv centru kolonii.

Buriky side population v nultém dni existence konstantné exprimovaly K-8, K-19,
CD29 a jaderny Gal-1-BS).

Tato prace prokazala vyznam epitelo-mezenchymové interakce v biologii
nadorovych bunék. Ziroven ukédzala jednu z moZnych cest k definici nadorovych

kmenovych bungk.

5. Diskuze

Publikované prace pfinesly komplexni informace z oblasti nadorové biologie.
Byly diskutovany nové prognostické znaky, komplementdrni k recentné pouzivanym
histopatologickym charakteristikam. Dale byla detailné popsana funkce nadorového
stromatu Vv oblasti nadorovych kmenovych bunc¢k a tuloha galektinti, interleukinti a
chemokinii v procesu epitelo-mezenchymové interakce. V neposledni fad¢ jsme se
zabyvali vlastnostmi galektinti, jako moznych terapeutickych nastrojii, vyuzitelnych

Vv pestré Skale riiznych patologickych stavi.

Klicovou stromalni slozkou produkujici galektin-1 jsou myofibroblasty,
detekovatelné pomoci exprese hladkého svalového aktinu (SMA). Myofibroblasty jsou
v§eobecné povazovany za marker Spatné progndzy nadorového onemocnéni (De Wever
et al., 2008a). V nasi praci jsme in vivo prokazali vztah mezi stromalni expresi galektinu-
1 s expresi Cetnych transkriptii, zodpovédnych za invazivni chovani nddorovych bunék.
V piechozi praci jsme in vitro potvrdili indukéni vliv galektinu-1 na vznik
myofibroblastu aditivni k TGFp (Dvorankova et al., 2011).

Nebyla shledana korelace mezi expresi galektinu-1 a klinicko-patologickymi
charakteristikami nadoru (stage, grade, HPV status). Zhong a spolupracovnici vSak
prokazali negativni asociaci mezi diferenciaci dlazdicobunécnych karcinomt dutiny tstni
a expresi galektinu-1 (Zhong et al., 2010). V praci Alvese a kolektivu byla pozorovana

korelace mezi expresi galektinu-1 a stadiem onemocnéni (Alves et al., 2011).
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Galektin-1 je negativnim prognostickym znakem téz u recidivujicich
dlazdicobunéénych karcinomti délozniho ¢ipku a jeho negaitvni role je diskutovéana téz ve
vztahu k expresi v chirurgickych okrajich nadorového resekatu (de Carvalho et al., 2012;
Huang et al., 2013). Piedpoklada se moznost cilené terapie, zaméfené na blokovani
galektinu-1, ktera by méla za cil potla¢it invazivni chovani dlazdicobunééného karcinomu

(Wu et al., 2011).

EMI je proces, hrajici v postembryonalnim obdobi kli¢ovou ulohu v procesu
hojeni a karcinogeneze. Vzajemnd komunikace mezi stromatem a epitelem probiha
obéma sméry nejen na podkladé mezibunécnych kontaktti, ale téZ za pomoci parakrinni
signalizace (Lacina et al., 2007a). V jedné z praci, ktera je podkladem dizertace, jsme
popsali zptisob, jakym dokaze EMI ovliviiovat diferenciaci epitelu. Kli¢ovymi slozkami
parakrinni signalizace byly urceny IL-6, IL-8 a CXCL-1, které¢ vtéto kombinaci

vyznamné snizovaly diferenciaci keratinocyta.

Vyse zminéné chemokiny byly jiz dfive dany do souvislosti s indukci invazivniho
chovani bunék karcinomu rozli¢nych primarnich lokalizaci (Araki et al., 2007; Kanazawa
et al., 2007; Hembruff a Cheng, 2009).

Dosud popisovana role myofibroblasti a interleukini v epitelo-mesenchymové
interakci nadorového bujeni je analogii k procesiim probihajicim v hojici se tkéni.
Deregulace popsanych interelukinii a jejich receptori je podrobné popsdna u stavi
s alterovanym hojenim a timto je podpofena paralela mezi nadorovym bujenim a nehojici

se ranou (Dvorak, 1986; Devalaraja et al., 2000; Spiekstra et al., 2007).

Morfologicka studie epitelo-mesenchymové komunikace potvrdila vyznam prostiedi a
délky vzajemného pusobeni na konzervaci ur¢itého poolu nadorovych bunék ve stadiu blizkému
kmenovému. Tato schopnost je nejspise pfi¢inou nddorové resistence viici iradiaci a systémové
1écbé a predpoklada tak nutnost komplexniho zdsahu do nddorového prostiedi spolu s cilenou

eliminaci nadorovych kmenovych bunék (Costea et al., 2006a; Malanchi et al., 2012).

Galektin-9 je ve zdravém epitelu rovnomérné distribuovan v celé délce bazalni
vrstvy. Naopak v karcinomech je jeho exprese zcela potlaena a ve tkanich, vykazujicich

dysplastické rysy, je pozorovana aberantni (mozaikovitd) exprese.

Kasamatsu a spolupracovnici na pokusu s liniemi dlazdicobuné¢ného karcinomu
dutiny ustni ukazali pozitivni vliv galektinu-9 na mezibunécnou adhezi a diskutovali

negativni korelaci mezi expresi galektinu-9 a tendenci nddoru k metastazovani

37



(Kasamatsu et al., 2005). Prognosticky vyznam galektinu-9 byl prokazan u karcinomu
délozniho ¢ipku, karcinomu prsu a maligntho melanomu, kde je potvrzen téz
proapoptoicky efekt na melanomové bunky (Yamauchi et al., 2006; Liang et al., 2008;
Wiersma et al., 2012). Antimetastaticky potencial a pozitivni korelace vysoké exprese
galektinu-9 s progn6ézou onemocnéni byla popsana téZ u hepatocelularniho karcinomu a
karcinomu zaludku, nicméné zde na rozdil od nasi prace byla v liniich zalude¢niho

karcinomu pozorovana vyssi exprese galektinu-9 (Zhang et al., 2012b; Jiang et al., 2013).

V EBV-pozitivnim nazofaryngealnim karcinomu byl naopak prokazan negativni
vliv galektinu-9, vyluc¢ovaného znadorovych bunck ukrytého v exosomech. Takto
vylouCeny galektin-9 tlumi Thl imunitni odpovéd’ a negativné tak uCinkuje

Vv protinadorové imunitni odpovédi (Klibi et al., 2009).

Galektin-9, jakozto terapeuticky cil ¢i samotny prostiedek k cilené terapii, je
diskutovan ufady chronickych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni, kdy se
v piipadé plicni fibroézy, systémového lupus erythematodes a glomerulonefritidy
pfedpokladd protektivni vliv galektinu-9, prostfednictvim regulace imunitni odpovédi
(Moritoki et al., 2013; Vega-Carrascal et al., 2014; Zhang et al., 2014). Galektin-9 spolu s
rapamycinem pravdépodobné zvySuje toleranci hostitele k allogennimu srde¢nimu

transplantatu (Cai et al., 2013).

V nadorové biologii, pies opravnény piredpoklad pozitivniho terapeutického vlivu
galektinu-9, pietrvava urcita kontroverze ve vztahu k jeho pfitomnosti v endoteliich
nadorovych cév, kde ma pravdépodobné za ndsledek resistenci nddorovych bunék vici

imunitni odpovédi (Heusschen et al., 2013).

Cilena 1écba, vyuzivajici galektiny jako cile ¢i samotné pusobky, byla ¢astecné
diskutovana vySe. Galektin-1 je na tomto poli zfejmé nejpodrobnéji prozkouman a to
pfedevs§im v oblasti autoimunitnich chorob, kdy experimentalni aplikace purifikovaného
galektinu-1 pfinesla slibné vysledky u myasthenia gravis, autoimunni encefalomyelitis,

systémového lupus erythematodes a diabetu 1. typu (Smetana et al., 2013).

V piipadé galektinu-3 je diskutovana pfedev§im moZnost jeho inhibice pomoci
specifickych protilatek, a to u papildrniho karcinomu §titné zlazy, prostaty a kolorekta
(Lin et al., 2009; Wang et al., 2009; Lee et al., 2013).

Predpokladem uspéSného vyuziti galektinl jako cilenych 1é€iv je dosazeni jejich

optimalni biologické dostupnosti. Jednou ze zkoumanych metod je konjugace
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1)

2)

3)

potencialniho 1é¢iva s polyethylenglykolem (PEG), coz ma za nasledek stabilizaci
koncentrace lé¢iva v ob&hu a moznost regulace vazebnych schopnosti v cilovych tkanich
(Harris et al., 2001). Vedle recentn¢ studovanych galektinti, jakozto substratli pro
PEGylaci, je Vv soucasnosti vyuzivana modifikace piedevsim protivirovych 1é¢iv
(interferony), kde je kriticky dulezité udrzet stabilni sérovou hladinu aplikovaného 1é¢iva
(Bull et al., 1999). Dalsi perspektivou je oblast genového inzenyrstvi a protinadorové
lécby, kde urcité technické problémy pti pouzivani nosic¢li v podobé virovych partikuli ¢i
nanocastic mohou byt pieklenuty pravé pouzitim polyethylenglykolu (Kvigne et al.,
1998; Oetting et al., 2014).

V prezentované préaci jsme prokazali zlepSeni farmakokinetiky PEGylovaného
galektinu-2, nicméné na ukor snizeni jeho biologické ucinnosti. V literatufe jsou popsany
limity tohoto typu modifikace u malych molekul (O'Donoghue et al., 2013). PEGylace

galektini vyzaduje z tohoto pohledu dal§i zkoumani.

V naSi dal$i praci chceme pokraCovat v postupném dekodovani epitelo-
mezenchymovych interakci v dlaZzdicobunéénych karcinomech. Recentné nejvice
zpracovany projekt se tyka role tenascinu v onkologii a glykobiologii hlavy a krku, jeho

vztah K prognoze a progresi onemocnéni. Dal§imi slibnymi molekularnimi znaky jsou:

Neuron-gliovy proteoglykan 2 (NG2-proteoglykan), detailné prostudovany v oblasti
glioblastomti a melanind (Wang et al., 2011), se jevi jako vyznamny regulator
angiogeneze v nadorovém bujeni a je popsana jeho pfitomnost v malo diferencovanych
keratinocytech (Fukushi et al., 2004; Stallcup a Huang, 2008).

Cub doména obsahujici protein 1 (CDCP1, CD318) je klicovym faktorem, zajistujicim
resistenci bun€k vici anoikis. Prozatim byl popsan u melanomu, v nadorech plic,
pankreatu, ledviny, stfev, jater, zaludku, prsu a prostaty. Jeho zvySend exprese je
asociovana s hor$i progndézou onemocnéni. Fosforylace CDCPI1, zpisobena sniZzenim
vazby bun€k na bazalni laminu, vede ke vzestupu nckterych metalloproteindz a tim se
otevira prostor K jejich metastazovani (Uekita a Sakai, 2011). Vyssi exprese CDCP1 byla
téZ pozorovéana v asociaci se stimulaci bun€k prostfednictvim EGF/EGFR signaliza¢ni
kaskady (Dong et al., 2012). Nekteré prace dokonce pfisuzuji CDCP1 diléi vlastnosti
znakli kmenovych bun¢k a to konkrétné v ezofagealnim karcinomu a spolu s CD34
v hematopoetické kmenové butice (Fujiwara et al., 2013).

Periostin je dal$i z molekul majici pozitivni vztah k invazi nadorovych bunék (Nuzzo et

al., 2012). Jeho komplexni vztah knadorové biologii potvrzuje vliv na
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4)

(Ilymf)angiogenezu, resistenci vici apoptoze a EMT (Morra a Moch, 2011; Kudo et al.,
2012). Jeho existence byla popsana u nadorti ovaria a tlustého stieva a prsu, kde byl
rovnéZ popsan jeho vztah k nadorovym kmenovym bunkam (Xu et al., 2012).

Epoxyeicosatrienova kyselina (EET) je dilezitym reguladtorem angiogenezy v nadorech a
zanétu. V literatufe je nyni hojné diskutovana cilena 1é¢ba, zamétujici se na EET (in

vitro), jakozto slibny prosttedek protizanétlivé a protinadorové strategie (Panigrahy et al.,
2011; Xu et al., 2011).

vvvvv

autora do jejiho zkoumani. Pfedpokladem odevzdani textu neni ukonceni préce, ale

naopak jeji intenzivni pokracovani.
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6. Zavéry
V disertacni praci jsme prokazali, Ze:

Galektin-1, exprimovany ve stromatu nadoru je zodpovédny za tvorbu myofibroblastt a
je asociovan s aktivaci gend v parenchymu, souvisejicich se Spatnou prognézu
onemocnéni. Zaroven exprese galektinu-9 je striktné vazana na fyziologicky stav epitelu
a neni prokazovana v tkanich dysplastickych a v karcinomech. Zasahem do struktury
galektinu-2 1ze dosahnout lepSich farmakokinetickych vlastnosti, v nékterych piipadech

vSak za cenu snizeni efektivity jeho plsobeni.

IL-6, IL-8 a CXCL-1 produkované fibroblasty jsou schopny zménit diferenciacni status
keratinocytl smérem k nizce diferencovanym bunkam nezavisle na existenci
mezibunéénych spoju.

Stromalni prostfedi nddorovych kolonii zvySuje podil nizce diferencovanych bun¢k svou
charakteristikou blizkym bunikdm kmenovym. Zaroven v pribéhu kultivace udrzuje tento

stav na konstantni urovni.
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