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SOUHRN

Slibnym instrumentem pro studium nadortd je
glykobiologie, ptedevsim vyuziti skupiny endogennich lektind —
galektini. V predkladané préci je prezentovan vyznam galektinu-
1 v progresi nadorového onemocnéni, konkrétné jeho efekt na
stimulaci myofibroblasti/nadorové asociovanych fibroblastu,
zodpovédnych za invazivni chovani nadort. Galektin-9 (gal-9)
naopak neni v karcinomu exprimovan a v piipadé dysplastické
tkang, dochazi téZ kjeho aberantni expresi. Kromé vyuZziti
galektinli jako prognostickych znaki byl studovan téz jejich
vyznam terapeuticky. Prezentovand prace s mutovanymi
variantami  galektinu-2 ukazala moznosti ovlivnéni jak
farmakodynamiky, tak farmakokinetiky upravenych galektint.
Interleukiny IL-6, IL-8, CXCL-1 jsou zodpovédné za sniZzovani
diferenciace epitelovych bunék cestou epitelo-mesenchymové
interakce (EMI), jejiz aktivita v riznych typech prostiedi byla
studovdna 1 z pohledu nadorovych kmenovych bunék (CSCs).
Vyzkum glykobiologie, EMI a CSCs piinasi komplexni pohled na

biologii nddorového onemocnéni.



SUMMARY

Glycobiology is the promising tool for cancer study, using
specifically the group of endogenous lectins — galectins represents
promising tool. The presented work focuses on the significance of
galectin-1 for the tumor progression, especially its influence on
the regulation of the myofibroblasts/cancer associated fibroblasts
that are responsible for invasive tumor behaviour. On the other
hand, galectin-9 is not present in the carcinoma. In the case of
dysplasia its expression indicated aberrant features. Except from
galectins using as prognostic markers, we also focused on the
galectins as therapeutics instruments. Presented work with mutant
variants of galectin-2 proved their effect on both
pharmacodynamics and pharmacokinetics of the lectin.
Interleukins 1L-6, 1L-8, CXCL-1 were responsible for decreasing
of the epithelial cell differentiation via epithelial-mesenchymal
interaction (EMI). Activity of the EMI was studied in the cancer
stem cells as well, focusing on their properties under the different
kinds of the environment. Research of the glycobiology, EMI and

CSCs bears complex insight into the cancer biology.



1. Uvod

Celosvétove je dlazdicovym karcinomem hlavy a krku
postizeno kazdoro¢né ptiblizné 600 000 lidi, coz tfadi nadory
hlavy a krku na celkové 7. misto mezi vSemi malignitami.
Navzdory pokrokum v diagnostice a vytvoieni novych lé¢ebnych
algoritmti dosSlo za posledni dvé dekady jen k mirnému sniZeni
mortality (Howlader et al., 2013). Na podklad¢ téchto skutecnosti
byla na molekularni Urovni objevena fada markerd, jejichz
exprese se vaze ke stddiu a prognéze onemocnéni. Jednou
Z moznosti, jak studovat procesy nadorové biologie, je studium
tzv. glykokodu, ktery pfedpokldda wulozeni informace
Vv molekulach sacharidii. Ta mlze byt rozpozndvana a ctena
specifickou rodinou proteini — lektini (Cada et al., 2008). Kromé
informacniho piinosu lektinti je recentné studovan téz jejich
terapeuticky potencidl. Ukazuje se, Ze n¢které galektiny by mohly
byt v urcitych pripadech schopny blokovat riist nadorovych bunék
(Sanchez-Ruderisch et al.,, 2011). Za klicovou populaci,
zodpovédnou za rekurenci nddorového onemocnéni jsou
povazovany tzv. nadorové kmenové bunky (CSCs), jejichZ piivod
nebyl dosud objasnén. CSCs jsou regulovany mikroprostfedim
nazyvanym ,niche®, jehoz struktura je nejspiSe podobna niche
normalnich kmenovych bunék. Toto prostiedi je zodpovédné za
regulaci biologického chovani nddorové kmenové bunky. V roce
1986 profesor Harold Dvorak publikoval praci, v niz pfirovnal

nador k nehojici se rané. Podrobnosti nalezl na urovni reakce
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epitelu i stromatu a jednou ze spolecnych kliCovych stromalnich
slozek byly wureny myofibroblasty/nddorové asociované
fibroblasty (CAFs) (Dvorak, 1986). Tato tzv. epitelo-
mesenchymova interakce je recentné studovana v procesu hojeni,
fibrézy a nadorového bujeni. Poznatky uvedené v disertacni praci
diskutuji snahy o zlepSeni diagnostickych a terapeutickych

postuptl na podkladé molekularni biologie.

2. Hypotézy a cile disertacni prace

Epitelo-mesenchymova interakce hraje kliCovou ulohu
v procesu kancerogeneze. Predpoklada se, Ze pochopeni
molekularnich procest na ose - stroma - basalni lamina - epitel —
piispéje ke zlepSeni diagnostickych a Iécebnych prostredkai.
Slibnymi cestami tohoto vyzkumu a zaroven cili predkladané

prace bylo studium:

1. prognostického potencialu galektind, jejich role v indukci
invazivniho chovani nddoru a soucasn¢ jejich vyuziti jako
prostiedki biologické 1éCby.

2. vlivu vybranych chemokin a interleukint,

produkovanych stromatem na regulaci diferenciace epitelu.

3. vlivu prostiedi na kmenové vlastnosti nadorovych bunék.



3. Material a metodika

Odbér a zpracovani vzorku k in situ pokusiim probehly na
Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a
FN v Motole a Klinice ustni, obli¢ejové a Celistni chirurgie 1. LF
UK a VFN. Po transportu na Anatomicky ustav 1. LF UK byly
zpracovany technikou zmrazenych fezii a imunohistochemicky

znaceny.

Kin vitro pokusim byly pouzity linie bunék FaDu,
pochazejici z dlazdicového karcinomu hypopharyngu, dale
nadorové asociované fibroblasty (SCCF), zdravé lidské
fibroblasty a keratinocyty (HF a HK) a imortalizované
keratinocyty HaCaT. Tyto linie byly vyuzity ke kultivacim za
specifickych podminek dle potfeb jednotlivych pokust.
Zkoumané procesy byly studovany metodou nepiimé

imunofluorescence.

Jednotlivée ~ prace  vznikaly za  spolupriace s
Mikrobiologickym ustavem, AV CR, v.v.i., Oddéleni imunologie
a gnothobiologie (pod vedenim Prof. RNDr. Blanky Rihové,
DrSc.), s Ustavem molekularni genetiky AV, v.v.i, Oddé&leni
genomiky a informatiky (pod vedenim RNDr. Cestmira Vicka,
CSc.), s Ustavem hematologie a krevni transfuze v Praze,
Oddéleni laboratorni virologie, Narodni referen¢ni laboratot pro

papillomaviry (pod vedenim RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D.) a Prof.



H.-J. Gabiusem z Ludwig-Maximilianovy univerzity v Mnichové,

Fakulta veterinarni mediciny, Institut fyziologické chemie.

4. Vysledky

4.1. Galektin-1 jako induktor  tvorby  nadorové

asociovanych fibroblastt

V této praci jsme studovali vliv galektinu-1 na tvorbu
nadorové asociovanych fibroblasti in vivo. V nadorech, které
obsahovaly hladkosvalovy aktin (SMA) pozitivni fibroblasty,

byla pozorovana vysoka exprese galektinu-1 ve stromatu.

Vyhodnocenim transkriptomu nadort bylo ve skupiné
galektin-1* SMA" identifikovano 6 transkripti (MAP3K2,
TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN1), u kterych
byl jiz dfive popsan vliv na progresi nadorového onemocnéni.
Zpétné jsme byli schopni imunohistochemicky prokézat korelaci
mezi piitomnosti SMA pozitivnich fibroblasti ve stromatu a

zvySenou expresi MAP3K2 v parenchymu nadoru.

Tato prace prokazala vyznam galektinu-1 Vv progresi

nadorového onemocnéni.

4.2. Galektin-9  neni  exprimovdn v dysplastickych

epitelech a nddorech

Zamétili jsme se na pozorovani exprese galektinu-9

v dlazdicobunéénych karcinomech, chirurgickych okrajich nddoru
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a ve zdravych epitelech. Jako referenéni markery diferenciace

byly zvoleny keratin-14 a keratin-19 (K-14 a K-19).

Tti Ctvrtiny (n = 24) normalnich epitel, vykazovalo
expresi galektinu-9 vcelé délce bazalni vrstvy souCasné s
fyziologickym zastoupenim sledovanych keratin — 14 a 109.
Zbyvajici zdravé tkdné exprimovaly galektin-9 bud’ mozaikovité,
anebo vilbec a tomu odpovidala i aberantni exprese K-14 a K-19.
Naproti tomu pouze jeden vzorek chirurgického okraje nadoru
byl pozitivni pro galektin-9 vcelé délce bazalni vrstvy
s fyziologickou expresi K-14 a K-19. Zbyvajici tkdn¢ byly svou
expresi gal-9 bud’ negativni (n = 12) nebo mozaikovité (n = 7) a
tomu odpovidala ve vSech pfipadech aberantni exprese
referenénich keratinti. Zadny vzorek karcinomu nebyl pozitivni
pro galektin-9 (n = 62).

Tyto vysledky napovidaji, ze by galektin-9 mohl slouzit
jako citlivy marker premaligni transformace dlazdicovych epitelt.

4.3. Farmakokinetické vlastnosti mutovanych variant

Galektinu-2

Potencialni vyuziti galektin ve farmakologii bylo
studovano 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 funkéni analyze.



Studium  afinity  jednotlivych  tfi  proteini ke
glykoproteinim ukazalo jeji trojndsobny pokles u obou
mutovanych variant ve srovnani s divokym typem galektinu-2.
Histochemicka analyza ukédzala vyznamny pokles vazby
PEGylovaného lektinu in vivo ve srovnani s divokym typem a
jeno Cysb57Met substituovanou variantou jak v normalni, tak
v nadorové tkani. Aglutinace fixovanych krali¢ich bunék byla
nejvice ovlivnéna mutovanym proteinem, nasledoval divoky typ a
nejslabs§im aglutinaénim efektem se prezentoval PEGylovany
galektin. Schopnost inhibice proliferace bunék neuroblastomu
nebyla ovlivnéna mutaci galektinu-2 na rozdil od bunék
erythroleukemie, kdy byl inhibice schopen pouze divoky typ
galektinu-2. Sledovanim clearance obou radioiodem znacenych
mutovanych variant ukazala prodlouzenou pfitomnost v séru

v ptipad¢ PEGylované formy.

Tato prace prokazala vliv mutace a PEGylace galektinu-2
na jeho vazebnou charakteristiku a to bud’ pozitivné, nebo
negativné v zavislosti na podminkdch. Zaroven byl pozorovan
vyznamny vliv mutace galektinu-2 na jeho funkci ve vztahu
K inhibici bunééné proliferace, ktera mutovanymi variantami

nebyla prakticky viitbec ovlivnéna.

4.4, Role chemokinu a interleukinu v EMI

Tato prace se zaméfila na plsobeni chemokint

v mezibunééné komunikaci epitelovych bunek s fibroblasty.
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Pomoci mikro¢ipové analyzy byly vybrany nejvyznamnéji
upregulované geny v dlazdicovém karcinomu ve srovnani
Snormalni sliznici, geny chemokinl, signalnich proteini —

CXCL-1, IL-6, IL-8.

ELISA analyza kondiciovanych médii zdravych
fibroblastii a CAF s FADU a HK buiikami potvrdila zvySenou
produkci IL-6, IL-8 a CXCL-1 v kokulturach in vitro.
Kondiciované médium z FaDu + HF a FaDu + CAFs bylo
schopno indukovat expresi keratinu 8 (K-8) v ptivodné zdravych
keratinocytech. Kondiciované médium ze samotnych FaDu
indukovalo v keratinocytech jen nizkou expresi K-8. Ptidani
rekombinatnich 1L-6, IL-8 a CXCL-1 do normalniho kultiva¢niho
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 dochazet pfimym
kontaktem, ale pomoci molekul chemokinti, signdlnich proteinti -
IL-6, IL-8 a CXCL-1, které maji za nasledek zménu diferenciace

keratinocytti.

4.5,  Vliv stromatu na diferenciaci nddorovych bunék

Studovali jsme linii FaDu samostatné i v pfimé a neptimé
kokultivaci s nadorovymi fibroblasty (SCCF) a lidskymi
fibroblasty (HF). V kazdé jednotlivé linii jsme 2., 7. a 9. den

kultivace imunohistochemicky prokazovali vybrané potencialni
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znaky kmenovych bunék a nizké diferenciace tkani (CD29,
CD44, K-8, K-19, jaderna vazebna mista pro Gal-1).

Vyjmenované znaky jsme prokazovali téz v side population.

Kokultivace pifima i nepfimd méla za nasledek zvysSeni
bunécnosti kolonii nddorovych bunék FaDu ve srovnani
s izolovanou kultivaci FaDu. SCCF byly schopné indukovat
tvorbu vétSich kolonii neZ HF. Soucasné exprese vybranych
znakli byla v pfipadé¢ kokultivace bohat$i a v pfipadé¢ piimé
kokultury se pozitivni buniky nachazely ptedev§im na periferii
kolonii, zatimco u nepfimé kokultury byly pozitivni buiky
ptitomny i v centru kolonii. Bunky side population v nultém dni

existence konstantn¢ exprimovaly vybrané znaky.

Tato prace dale potvrdila vyznam epitelo-mezenchymové
interakce Vv biologii nadorovych bunék. Zaroven ukazala jednu

Zz moznych cest k definici nddorovych kmenovych bunék.

5. Diskuze

EMI je proces, ve kterém vzdjemnd komunikace mezi
stromatem a epitelem probiha obéma sméry nejen na podkladé
mezibunéénych spojl, ale téZ za pomoci parakrinni signalizace.
Popisovana role myofibroblasti a interleukinii v EMI nddorového
bujeni je analogii k procesim probihajicim v hojici se tkani.
Deregulace popsanych interelukinil a jejich receptort je podrobné

popsdna u stavil s alterovanym hojenim a timto je podpoifena
12



paralela mezi nadorovym bujenim a nehojici se ranou (Dvorak,
1986). Predpoklada se moznost cilené terapie, zaméfené na
blokovani galektinu-1, kterda by méla za cil potlait nejen
invazivni chovani dlazdicového karcinomu, ale 1 progresi
chronickych zanétlivych zmén. Morfologickd studie epitelo-
mesenchymové komunikace podpofila znalosti o vyznamu
prostiedi a tedy nutnosti cileni 1é¢by nejen na nadorové bunky

samotné, nybrz i na nadorové stroma.

Prognosticky ~ vyznam  galektinu-9 byl prokazan
U karcinomu dé€lozniho ¢&ipku, karcinomu prsu a maligniho
melanomu (Liang et al., 2008). V nasi praci jsme potvrdili jeho
vyznam téz u dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku.
Galektin-9, jakozto terapeuticky cil ¢i samotny prosttedek
k cilené terapii, je diskutovan u fady chronickych zanétlivych a
autoimunitnich onemocnéni, nicméné dosud neexistuje klinicky

testované 1é¢ivo.

Ptedpokladem uspésného vyuziti galektini jako cilenych
léciv je dosazZeni jejich optimalni biologické dostupnosti. Jednou
ze zkoumanych metod je konjugace potencidlniho 1éCiva
s polyethylenglykolem (PEG), coz m4 za nasledek stabilizaci
koncentrace léciva v obehu, a moznost regulace vazebnych
schopnosti v cilovych tkanich. V prezentované praci jsme
prokéazali zlepSeni farmakokinetiky PEGylovaného galektinu-2,

nicméné na tkor sniZeni jeho biologické ti¢innosti.

13



6. Zavéry

1. Galektin-1, exprimovany ve stromatu nadoru, je
zodpovédny za tvorbu myofibroblastii a je asociovan s aktivaci
genil v parenchymu, souvisejicich se Spatnou prognézu
onemocnéni. Zaroven exprese galektinu-9 je striktné vazana na
fyziologicky stav epitelu a neni prokazovana v tkéanich
dysplastickych a v karcinomech. Zasahem do struktury galektinu-
2 lze dosdhnout lepSich farmakokinetickych vlastnosti,
v nékterych pfipadech vSak za cenu sniZeni efektivity jeho

pusobeni.

2. Nejvice  produkované chemokiny v kokulturach
fibroblasti a keratinocyta (IL-6, IL-8 a CXCL-1) jsou schopny
zménit diferenciani status keratinocyti smérem k nizce
diferencovanym bunkam nezavisle na existenci mezibunécnych

spoju.

3. Stroma nadoru vyznamnym zplisobem ovliviiuje podil
nizce diferencovanych bun¢k, které jsou svou charakteristikou

blizké buiikkdm kmenovym.
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