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Abstrakt

Zdivodu stadle stoupajictho  vyskytu metabolickych, kardiovaskularnich
a onkologickych onemocnéni vzrista pravdépodobnost vzniku Spatné€ se hojicich ran.
Na druhé strané, hlavni diivod limitované Gispésnosti konzervativni 1écby nadorovych
onemocnéni je dan skuteCnosti, ze klasicka onkologicka terapie cytostatiky nebo
ionizujicim zafenim je zaméiena predevSim na eliminaci rychle se délicich bunck.
Touto cestou ale nejsme schopni zdsadnim zpisobem naruSit nadorové
mikroprostiedi. Galektiny patfi mezi endogenni lektiny - bilkoviny specificky
rozpoznavajici cukerné motivy. Galektiny hraji dilezitou roli v procesech bunécné
proliferace, diferenciace, migrace a tvorby mezibunééné hmoty. Jsou navic schopny
prendSet bunécné signaly a ucastnit se mezibunécné interakce. Bylo prokazano, ze
galektiny hraji vyznamnou roli pfi tvorb&é mikroprostiedi nddoru a/nebo hojici se
rany. V této praci byla prokdzana vyznamna role galektinli, zejména galectinu-1, pii
hojeni ran a interakcich bunéénych populaci (endotelové builky, fibroblasty a
keratinocyty) tvofici soucast granulacni tkané piipadné nadorového stromatu.
Prokazali jsme, ze extracelularni matrix bohatd na Galektin-1 vytvaii vhodné
prostiedi pro kultivaci keratinocytd. Galektin-1 rovnéZ indukuje diferenciaci
fibroblasti na myofibroblasty. Poznani danych procest pfispéje k porozuméni

komplexnimu charakteru biologie naddoru a jeho paralely - hojici se rany.

Klic¢ova slova: hojeni ran, riist nddoru, mikroprosttedi rany/nadoru



Abstract

Due to the increasing incidence of metabolic, cardiovascular and oncological
diseases increases the probability of the occurrence of poorly healing wounds. On the
other hand, the main reason for the limited success of conservative treatment of
cancer is due to the fact that traditional anti-tumor therapy is based on administration
of cytostatics and/or ionizing radiation, thus is focused on the elimination of quickly
dividing cells. By this way we are unable to significantly modulate the tumor
microenvironment. Galectins are representatives of endogenous lectins, molecules
specifically recognizing distinct sugar motifs. They play an important role in the
processes of cell proliferation, differentiation, migration and extracellular matrix
formation. Furthermore, galectins are able to transfer cellular signals and to
participate in cell interaction. It has been proven that galectins play an important role
in the microenvironment formation of a tumor and/or healing wound. This study
demonstrated significant role of galectins, in particular Galectin-1, in wound healing
and cell interactions (endothelial cells, fibroblasts and keratinocytes) forming a part
of the granulation tissue and tumor stroma. We have demonstrated that the
extracellular matrix rich on galectin-1 creates a suitable environment for the
cultivation of keratinocytes. Galectin-1 also induces differentiation of fibroblasts into
myofibroblasts. The knowledge of above mentioned processes is important to better

understand the complexity of cancer biology and its parallel to wound healing.

Key words: wound healing, tumor growth, wound/tumor microenvironment



Seznam skratek

CD - cluster of differentiation (znak diferenciace)

ECM - extracellular matrix (mezibunééna hmota)

EGF — epidermal growth factor (epidermalni rastovy faktor)

ELISA — enzyme-linked immunoabsorbent assay (s enzymem spojené
imunoabsorbéni stanoveni)

FGF — fibroblast growth factor (fibroblastovy ristovy faktor)

Gal — galektin

IFN — interferone (interferon)

IGF — insiline-like growth factor (inzulinu podobny ristovy faktor)

IL — interleukin (interleukin)

KGF — keratinocyte growth factor (keratinocytovy ristovy faktor)

MIF — macrophage migration inhibitory factor (migraci makrofagt inhibujici faktor)
MMP — matrix metalloproteinasis (matrixova metaloproteinaza)

PDGF — platelet derived growth factor (od desti¢ek odvozeny ristovy faktor)

RIA — radioimmunoassay (radioimunostanoveni)

RT-PCR - reverse transcription-polymerase chain reaction (reverzni transkripéni-
polymerazova retézova reakce)

gRT-PCR — quantitative RT-PCR (kvantitativni RT-PCR)

TIMP — tissue inhibitor of MMP (tkanovy inhibitor MMP)

TGF — transforming growth factor (transformujici rastovy faktor)

TNF — tumor necrosis factor (tumor nekrotizujici faktor)

VEGF — vascular endothelial growth factor (cévni endotelovy rustovy faktor)
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1. Uvod

Zdivodu stidle stoupajictho  vyskytu metabolickych, kardiovaskularnich
a onkologickych onemocnéni vzristd pravdépodobnost vyskytu Spatné se hojicich
ran. Uz v roce 2003 se pouze ve Spojenych statech americkych utratilo pres 9 miliard
dolarti na 1é¢bu komplikaci spojenych se $patnym hojenim (Ashcroft et al., 2003).
zpomalend epitelizace, dehiscence a infekce rany, jakoz i tvorba hypotrofickych,
hypertrofickych a keloidnich jizev. Za tyto problémy je Casto odpovédnd dysfunkce
kmenovych bunék a tkanového mikroprostiedi. Tyto biologické dé&je vedou k
relativné pomalému prib¢hu hojeni a k ro zsahlé tvorb¢ jizev. Stimulace hojeni ran
tvorby extracelularni matrix nebo na indukci kontrakce rany.

Na druhé strané hlavni divod limitované uspéSnosti konzervativni 1écby
pokrocilych nadorovych onemocnéni je dan skuteCnosti, ze klasickd onkologicka
terapie cytostatiky nebo ionizujicim zafenim je zaméfena piedevsim na eliminaci
rychle se délicich bun¢k nadorového parenchymu (Korkaya et al., 2011; Scatena et
al., 2011). Touto cestou ale nejsme schopni zasadnim zptisobem narusit nadorové
mikroprostiedi a funkci nddorové kmenové bunky, kterd je odpovédna za dilezité
komplikace protinadorové terapie jako je minimalni rezidualni nemoc a multi-1ékova
rezistence (Motlik et al., 2007). Ur¢itou moznosti by byla terapeuticka manipulace
nadorového mikroprostiedi (pfedev§im stromatu), na némz jsou zavislé kmenové
buiiky. KliCovou tlohu pfi vytvafeni nddorového stromatu a granulacni tkdné hraji
fibroblasty (Plzak et al., 2010; Strnad et al., 2010). Fibroblasty jsou potentnim
zdrojem vybranych ristovych faktorti (napt. IGF-2 (inzulinu podobny rlstovy faktor-
2), BMP-4 (kostni morfogeneticky protein-4)), cytokind (napt. IL-6 (interleukin-6)) a
chemokinl (napf. CXCL-1, IL-8). Podobné nezastupitelny je jejich vyznam pfi
produkci strukturnich makromolekul (kolagen, fibronektin, tenascin), které tvofi
extracelularni matrix. Pro kontrakci rany je zésadni jejich schopnost diferenciace na
myofibroblasty, ty jsou navic schopny ovlivnit biologické vlastnosti nadori
(Desmouliere et al., 1993). Mimo zminénych regula¢nich molekul existuje i skupina
glykoprotient schopnych zasadnim zptsobem ovlivnit biologické déje zapojené do
hojeni ran a/nebo tvorby, ristu a metastazovani nadorti. Témito molekulami jsou

endogenni lektiny s komplexnim ucinkem, schopné specificky rozpoznavat a vazat
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sacharidové struktury a pienaset rizné signaly (Gendronneau et al., 2008). Mezi
endogenni lektiny patfi i galektiny.

Galektiny jsou endogenni lektiny s komplexnim ucinkem. Jejich pocet je
odhadovan minimaln¢ na 15. Galektin-1 je ve zvySeném mnozstvi piitomen v
bunikach a mezibunééné hmot¢ stromatu raznych lidskych nadorti a v hojici se rané
(Klima et al., 2009; Thijssen et al., 2010; Thijssen et al., 2007). Tento galektin hraje
dilezitou roli v nddorové angiogenezi i v samotném rustu a metastazovani nadort
(Saussez et al., 2009; Saussez et al., 2008). Piesna biologicka funkce galektinu-1 pfi
tvorbé naddorového mikroprostfedi a hojeni ran ale zistava stale predmétem dal$iho
vyzkumu. Déle je znamo, ze galektin-3 je vyznamnym induktorem tkanové fibrozy
(de Boer et al., 2009; Henderson et al., 2008; Henderson et al., 2006). Pies tyto dil¢i
informace podrobnd data o UCinku ostatnich galektinii pfi tvorbé nadorového
stromatu a granulacni tkané/jizvy nejsou zndma. PfedloZeny projekt je zaméfen na
studium role vybranych galektinl (zejména galektin-1, a -3) v biologii endotelovych
bunék, fibroblasti a keratinocytd, pii jejich vzajemné interakci a produkci
mezibunééné hmoty.

Jiz dlouhou dobu se zda, Ze existuje urcita paralela mezi hojenim rény a
ristem nadoru (Dvorak, 1986; Kolar et al., 2012). Terapeutické feSeni obou
patologickych stavii vyvolava potiebu komplexniho pfistupu, v némz nelze

opomenout vazivovou komponentu vytvarejici vhodné mikroprostiedi.
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2. Prehled dané problematiky

2.1 Mezibunécné interakce

Mezibunééné interakce umoziiuji buitkdm komunikovat mezi sebou v reakci na
zmény Vv jejich mikroprostiedi (Islam et al., 2015). Tato schopnost odesilat a pfijimat
signaly je zasadni pro pieziti bunky. Interakce mezi buitkami mohou byt stabilni (i),
které se podileji na komunikaci a organizaci bun¢k v urcité tkani. Tyto interakce jsou
vytvateny prostiednictvim bunécnych spojeni. Jiné (i) jsou piechodné nebo docasné,
jako jsou interakce mezi bunikami imunitniho systému a/nebo interakce vyskytujici
se pii zanétu. Tyto typy mezibunéénych interakci se odliSuji od jinych typa,
naptiklad od téch, které jsou mezi buitkami a extracelularni matrix (ECM). Dnes je
jiz dobfe znamo, Ze preruseni normalni komunikace mezi buitkami mlze vést k

nekontrolovatelnému ristu bunék a vzniku rakoviny.

2.1.1 Fyziologické interkce

Normalni interakce rozdélujeme podle doby trvani na stabilni a labilni nebo
prechodné. Stabilni interakce mezi buikami jsou nutné pro adhezi, udrZeni tvaru a
funkci (Suzuki, 2013). Tyto stabilni interakce zahrnuji bunécné spoje, které jsou
tvofeny proteinovymi komplexy zajiStujicimi kontakt mezi sousednimi buiikami.
Patfi sem: tésnd spojeni (zonula ocludens a zonula adherens), kotevni spojeni
(desmosom a hemidesmosom), gap junction, nexus a signalizace receptor-ligand
(Lullmann-Rauch, 2012).

Do ptechodnych mezibunéénych interakci fadime interakce bunék imunitniho
systému (Howard and Baudino, 2014) a interakce krevnich desti¢ek pii srazeni krve
(Versteeg et al., 2013).

2.1.2 Patologické interakce

Ve zdravych tkanich je rast bun¢k kontrolovan kontaktni inhibici, kdy kontakt buniky
se sousedicimi bunikami vede k zastave proliferace (Abercrombie, 1970). Kontaktni
inhibice je zprostfedkovana cadheriny, proteiny, které hraji vyznamnou roli v

bunécné adhezi. Tato inhibice zabranuje buiikdm hromadit se nad sebou a tvofit

12



tumory. Nicméné, v rakovinnych buitkkach dochézi ke ztraté exprese E-cadherinu, coz

vede k nekontrolovanému rustu a vzniku nadora (Robert et al., 2006).

2.2 Interakce buiiky a extracelularni matrix (ECM)

Organizované skupiny bun¢k, jako je naptiklad svalova tkai, jsou obklopeny ECM z
kolagennich vlaken, proteoglykani a multiadhesivnich matricovych proteint
(Lullmann-Rauch, 2012). Tato ECM slouzi k n¢kolika ciliim. Organizuje bunky do
tkani a koordinuje jejich funkce. Kromé toho matrice poskytuje cestu pro bunécnou
migraci, a molekuly v ECM mohou aktivovat klasické signdlni transduk¢ni drahy,
které indukuji rust bunék, proliferaci a genové exprese. Hlavni skupinou molekul,
které zprosttedkuji adhezi bunka-matrix jsou integriny, ale patii sem i rizné

proteoglykany a glykoproteiny véetné galektinti (Zhang et al., 2015).
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2.2 Hojeni ran

Hojeni ran je definovano jako nahrada mrtvé nebo chybéjici tkané zivou (Rubin,
1994) svyraznou tulohou adultnich kmenovych bunék (Herdrich et al., 2008).
Prakticky v kazdé tkani se nachézi lokality s vyskytem tzv. kmenovych bunék s
limitovanou diferenciacni schopnosti, které zabezpecuji obnovu bunécné populace
schopné v riizné mife vyhojit poskozenou tkan (Barker et al., 2010). Na druhé stran¢
se vSak ukazuje, ze v mnohych pfipadech jsou prave tyto adultni kmenové bunky
zodpovédny za nadorova onemocnéni (Barker et al., 2010). VSeobecné vsak Ize fici,
ze hojeni ran je velmi komplexni proces regulovany obrovskym mnoZstvim
rustovych faktorti a ovlivnény spoustou mezibunéénych interakei.

Samotny proces hojeni tkdn€¢ mize v zavislosti na schopnosti obnoveni tkané
probihat dvojim zptsobem. V pfipadé, Ze se tkan vyhoji do ptivodniho stavu, ad
integrum, hovofime o regeneraci. Naopak pokud se tkan vyhoji jizvou, pak hovoiime
o fibroze (Kumar, 2003). Kize predstavuje vhodny model pro studium obou
zakladnich procesti hojeni, protoze epidermis je schopnd vyhojeni ad integrum,
naproti tomu dermis se hoji jizvou (Vidinsky et al., 2006). V pfipad¢ poranéni obou

slozek kiize probihaji oba procesy soucasné.

2.2.1 Regenerace epidermis

Hlavni funkci kryciho epitelu je vytvofit bariéru mezi vnéjSim a vnitinim prostredim.
Epitel je schopny po poranéni uplného vyhojeni, tedy se hoji procesem zvanym
regenerace (Kumar, 2003). Reepitelizace zacina jeden az dva dny po poranéni
aprobihd rtizné dlouhy Cas v zavislosti na velikosti rany. V ktzi jsou zdrojem
proliferujicich epidermalnich bunék, tzv. keratinocyti, dvé zakladni reepitelizacni
centra. Jednak jsou to buiiky bazalni vrstvy epidermis nachéazejici se na okraji rany a
jednak koZni adnexa a to piedevs§im vlasové folikuly, bez kterych probiha hojeni o
poznani pomaleji (Langton et al., 2008). Dilezitost téchto koznich adnex podtrhuje
fakt, ze se tvofi 1 v novotvoiené epidermis. Ukdzalo se, ze pravé buiky, které se
nachazeji ve specialnich oblastech vlasovych folikulti, maji potencial adultnich
kmenovych bun¢k (Taylor et al., 2000).

Po poranéni ktize migruji keratinocyty vzniklé z kmenovych bun¢k folikulu

do rany a pfispivaji k novotvorbé epidermis. Keratinocyty v zavislosti na stupni
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diferenciace exprimuji rozlicné typy keratin. Existuje priblizné 19 typl rGznych
keratintl, které patfi mezi intermedialni filamenta a tvoii soucast cytoskeletu bunky.
Keratin-10 je ranny znak diferenciace (Carter et al., 2003; Reichelt et al., 2001)
aexprimuje se Vsuprabazalni vrstvé epidermis. Naproti tomu keratin-14 je
exprimovan v bazalni vrstvé epidermis a charakterizuje malo diferencované
keratinocyty (Peryassu et al., 2005; Reichelt et al., 2001). Epidermové kmenové
buiky vlasovych folikull jsou vSak s porovnani s bazalni vrstvou epidermis jesteé
méné diferencované a k jejich rozliSeni slouzi dal$i znaky. V ramci keratinli se
povazuje za zékladni protein exprimovany epidermovymi kmenovymi bunikami
keratin-19 (Dvorankova et al., 2005).

Sit¢ keratinii funguji jako kostra buiiky, kterd zabezpeCuje mechanickou a
dynamickou oporu nejen pro samotné bunky, ale také pro kompletni soustavy bunék
tvofici napiiklad epidermis (van der Velden et al., 1993). Spoustéci impuls pro
pocatek proliferace a migrace keratinocytd po poranéni kiize je degranulace desticek,
ztrata kontaktni inhibice bunék (Coulombe, 2003) a z poskozenych cév uvolnény
oxid dusnaty (NO) (Witte and Barbul, 2002). Poskozené keratinocyty na okraji rany
se napnou, ¢imZ se zméni jejich vlastnosti a morfologie. Dochéazi k vyraznému
zvétseni jejich velikosti, coZz vede k "zhrubnuti" epidermis na okraji rany. Za
normalnich okolnosti keratinocyty proliferuji a migruji nad intaktni bazalni
membranou. V ptipadé, Ze je pfi poranéni naruSena rovnéz bazdlni membrana,
keratinocyty migruji skrz nové vytvofenou ECM tvofenou prevdzné fibrinem a
fibronektinem. Migrace keratinocytd je umoznéno pomoci transmembranovych
integrinovych receptort (Chernyavsky et al., 2005). Hlavni ulohu pfi iniciaci migrace
sehrava laminin-5, ktery tvoii soucast kotvicich fibril bazalni membrany (Nguyen et
al., 2000). Jeste¢ pred samotnou migraci musi keratinocyty uvolnit svoje bunééné
spoje — desmozomy a hemidesmozomy, coz se déje za pomoci intermedidlnich
filament cytoskeletu (Chernyavsky et al., 2005). Keratinocyty na vodicim konci
epidermis zméni svij tvar, pricemz se stavaji plossi a protahlé. Pomoci aktinovych
filament vytvaii rizna pseudopodia a posouvaji se smérem do stiedu rany. Tento
pohyb umoznuji i integriny, kterymi se pfichytavaji k ECM (Chernyavsky et al.,
2005).

Béhem migrace si musi keratinocyty vytvafet prostor, proto fagocytuji
mrtvou tkan a debris. Z toho divodu produkuji aktivator plazminogenu aktivujici

pfeménu plazminogenu na plazmin, ktery je schopen rozrusovat escharu (Toriseva
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and Kahari, 2009). Vzledem k tomu, Ze tyto buiiky jsou schopny migrace pouze po
zivé tkéni, musi produkovat i matrixové metaloproteinazy (MMP), jez rozruSuji
poskozenou ECM (Hattori et al., 2009), aby si vytvofily volnou cestu pro neruseny
prab¢eh reepitalizace.

Pro zastaveni migrace epitelovych buné¢k je pravdépodobné diilezita kontaktni
inhibice, ktera se uplatni v okamziku, kdy se epitelové buiiky migrujici z protilehlych
stran stietnou (Curtis and Rooney, 1979). V piipadé, ze doSlo pii poranéni i
K poruSeni bazalni membrany, obnovuji ji béhem procesu reepitelizace samotné
keratinocyty. Zéakladni stavebni slozkou membrany je kolagen IV, laminin, a né¢kolik
proteoglykanti a glykoproteini (Kumar, 2003). Epitelové bunky se diferencuji
smérem k povrchu, ¢imz se organizuji do vice vrstev. V piipad¢, Ze v histologickém
fezu je pfitomna keratinizujici vrstva, 1ze hovofit o kompletni regeneraci epidermis.
Migrace, proliferace a diferenciace keratinocytd se d¢je pod regula¢nim vlivem vice
cytokind a rustovych faktort (napt. EGF, FGF, KGF, TGF-B...) (Galkowska et al.,
2006).

2.2.2 Fibroza

V ptipadé, Ze dojde k poranéni tkan€ s omezenou proliferacni schopnosti a tkan neni
schopna vyhojeni ad integrum dochéazi ke tvorbé granulacni tkané. Vysledkem
takového procesu je vznik fibrézni tkdn€ — jizvy, ktera je v konecné fazi acelularni a
avaskularni (Kumar, 2003). Takovy proces muzeme pozorovat napi. v kizi, pokud
dojde k poruseni dermis. V takovém piipadé hojeni probiha ve tfech nezavislych, ale

v sebe se prolinajicich fazich: zanétlivé, proliferacni a maturacni (Barbul, 1993).

2.2.2.1 Zanétliva faze

Prvni reakei organismu na naruSeni celistvosti, které vede ke vzniku nekrotické tkané
je zanét (Barbul, 1993). Samotna zanétliva faze zahrnuje tfi etapy/reakce: koagulacni

kaskadu, vaskularni reakci a celularni reakci.

2.2.2.1.1 Koagula¢ni kaskada a vaskularni reakce

16



V piipadé, Ze poranéni je natolik hluboké, ze poskodi cévni fecCisté, v kiazi dochézi ke
kontaktu krve s ECM, piedevsim kolagenem. Krevni desti¢ky adheruji, degranuluji a
zaCinaji produkovat zanétlivé mediatory. Cestou aktivace destiCkového faktoru-Ill,
ktery ve spojeni s faktorem-V a Ca®* aktivuje faktor-X, se spusti vnitini cesta srazeci
kaskady. Na druhé stran¢ kontakt s kolagenem a poranéni endotelu cévni stény
vngjsi cestu srazeni (Furie and Furie, 2005).

Pti poranéni endotelu desticky adheruji k subendotelové vrstvé cévni stény a
dochazi tak k jejich aktivaci, kterd je provazana uvolnénim obsahu granul. Desticky
obsahuji dva hlavni typy granul:

- a-granula (obsahuji: PDAF — angiogenni faktor odvozeny od desti¢ek, TGF-
B, PDEGF — epidermalni rastovy faktor odvozeny od desti¢ek, PF-4 — destickovy
faktor 4).

- denzni téliska (obsahuji ADP — adenozin-difosfat, adrenalin, Ca®*, histamin a
serotonin).

Ukazalo se, Ze faktory obsazené v granulech jsou nevyhnutelné pro normalni
prubéh hojeni (Knighton et al., 1988). Tésné po adherenci a aktivaci desti¢ek dochazi
diky tromboxanu A2 k jejich agregaci (Kumar, 2003). Z rozpusténého plazmatického
fibrinogenu vznikaji nerozpustna vlakna fibrinu a spolu se shluky krevnich desticek
a fibronektinem vytvareji zatku, ktera zabranuje dal§im ztratam krve (Barbul, 1993).
Tato provizorni matrix sestavajici z fibrinu a fibronektinu slouzi jako kostra pro
migrujici bunky, které pozdéji vytvari granulacni tkdn, v niz se fibronektin zacne
postupné nahrazovat kolagenem (Midwood et al., 2004).

Okamzité¢ po poruSeni celistvosti cévy dochdzi k vazokonstrikei, ktera je
spuSténa naruSenim bunéné membrany endotelové builky, pricemZ se uvolni
zanétlivé medidtory tromboxany a prostaglandiny. Timto mechanismem, ktery trva
priblizn¢ Etvrt hodiny, se zabraniuje ztratdm krve. Nasledné dochdzi k histaminem
indukované vazodilataci, coZ umozni infiltrovat rdnu zénétlivymi builkami
(Stadelmann et al., 1998). Diky histaminu se stavaji cévy permeabilni, ¢imz dochazi
K uniku proteint a vody do extravaskularniho prostoru, coz vede k rozvoji edému.
ZvySena porozita cévnich stén umozni prestup leukocytli do rany atim 1 plynuly

ptechod do posledni a nejdéle trvajici reakce zanétlivé faze (Barbul, 1993).
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2.2.2.1.2 Celularni reakce

Polymorfonuklearni leukocyty (PMNL), zejména neutrofily, se zacinaji objevovat v
ran¢ jako prvni bunky bilé krevni slozky uz v pribéhu prvnich nekolika hodin po
poranéni. Jejich pocet plynule stoupa a maxima dosahuje okolo druhého dne po
poranéni (Vidinsky et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze cirkulujici krev obsahuje
vysoké procento neutrofilli, relativné velké mnozstvi téchto bunck se dostane do
mista poranéni uz béhem naruSeni celistvosti cévni stény. Po tomto pasivnim d&ji
neutrofily aktivné pod vlivem riznych chemokind, migruji do mista poranéni
(Gillitzer and Goebeler, 2001). Hlavni funkci PMNL vV hojeni ran je zabijeni
(uvolnovanim volnych radikalt) a fagocyt6za mikroorganizmi, jakozto i formovani
demarkra¢niho lemu, ktery oddéli odumfelou tkan od tkané vitdlni. V ptipadé
absence infekce pak infiltrace rany PMNL rychle klesa. Po tietim dni za¢nou
podléhat apoptdze a jsou fagocytovany makrofagy (Barbul, 1993).

Dva dny po poranéni zac¢inaji postupné nahrazovat PMNL tkanové makrofagy
(Kumar, 2003). Tyto bunky jsou chemotakticky pfitahovany do rany pomoci
cytokinli a chemokinii produkovanych krevnimi destickami a ostatnimi pfitomnymi
bunikami. Na zaklad¢ téchto signalii prestupuji cirkulujici monocyty pies cévni sténu
do mista poranéni a méni se na tkadnové makrofagy. Makrofdgy maji v procesu
reparace tkani n€kolik dilezitych uloh: prezentaci antigenu, fagocytézu a produkci
rustovych faktori. Na druhé strané se predpoklada jejich negativni dopad na
vysledny vzhled jizvy (Rodero and Khosrotehrani, 2010). Makrofagy piispivaji k
degradaci ECM, protoze produkuji celou fadu proteinaz (Riches et al., 1996). Béhem
ttetiho a Ctvrtého dne hojeni zacind v ran¢ prevazovat produkce riistovych faktort,
mezi n¢Z patii TGF-a, TGF-B, IGF, TNF-a (tumor nekrotizujici faktor-a), ¢i IL-1
(interleukin-1), které stimuluji postupny piechod do proliferacni faze hojeni (Werner
and Grose, 2003). TGF-p stimuluje syntézu kolagenu, IL-1 a TNF-a ji inhibuji. TNF-
a ma silny prozanétlivy a makrofagy aktivujici efekt. Makrofagy produkovany TGF-
a, TGF-p a IGF (inzulinu podobny rlstovy faktor) moduluji proliferaci a migraci
keratinocytti. Makrofagy jsou hlavnim zdrojem NO v ran¢ (Rizk et al., 2004). Na
regulaci migrace makrofagh se podili také cytokin MIF (migraci makrofagh
inhibujici faktor) (Gilliver et al., 2011).

Dalsim typem bun¢k, které sehrévaji ulohu v prabéhu zanétlivé faze hojeni

rany, jsou T-lymfocyty produkujici celou fadu lymfokinG (Schaffer and Barbul,
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1998), prostiednictvym nichz jsou schopné modulovat mnohé funkce bunék

zapojenych do hojeni ran.

2.2.2.2 Proliferacni faze - tvroba granula¢ni tkané

V piipadé, ze hojeni probihd bez infekce, zanétliva faze plynule prechazi do
proliferacni faze hojeni, ktera za¢ina druhy az teti den po poranéni (Barbul, 1993).
Proliferacni faze je charakteristickd tvorbou granula¢ni tkané, kterd je tvotfena
fibroblasty, endotelovymi bufikami, zdnétlivymi buiikami a nové vytvotrenou ECM

(Kumar, 2003). Tuto fazi je mozné rozd¢lit na dva procesy formujici novou tkan.

2.2.2.2.1 Fibroplazie a produkce extracelularni matrix

Fibroblasty se zacinaji objevovat v ran¢ od druhého dne po poranéni a jejich pocet
dosajuje maxima po tydnu hojeni (Kumar, 2003). Toto relativné rychlé osidleni rany
fibroblasty je mozné diky kombinaci procesu proliferace a migrace (Ross et al.,
1970). Pro novotvorbu tkan¢ se k témto procestim musi piidat jesté¢ depozice ECM.
Fibroblasty pochazi z okolni intaktni tkang. Ugast kmenovych bunék kostni diené se
zda byt omezena na zanétlivou fazi hojeni, nebot’ vétSina t€chto bunek se diferencuje
na bunky imunitniho systému (Barisic-Dujmovic et al., 2010). Ptisun fibroblasti do
rany je fizeny chemotakticky cytokiny a chemokiny uvolnénymi z krevnich desticek,
makrofagh a lymfocyti. Tyto bunky predstavuji hlavni synteticky aparat
v novotvorbé ECM, ktera sestava z fibronektinu, kolagenu, glykosaminoglykant,
elastinu, glykoproteini a proteoglykant (Sorrell and Caplan, 2009). Pfedevsim
hyaluronan a fibronektin vytvareji vhodné vlhké prostiedi pro migraci buné¢k.

Depozice kolagenu v novotvorené tkani je klicova pro zabezpeceni
mechanické pevnosti budouci jizvy (Gal et al., 2006). Od tietiho dne se v rané
produkuje kolagen typu Il spolu s fibronektinem, jejich maximalni produkce nastava
ptiblizné dva tydny po poranéni (Lawrence, 1998). Kolagen typu III tvofi retikularni
vlakna, kterd jsou v nejrangjSich fazich maturace rany nahrazen kolagenem typu I za
soucasného poklesu exprese fibronektinu (Kumar, 2003).

Mezi hlavni ristové faktory stimulujici chemotaxi fibroblastli a produkci

ECM patii TGF-B. Piedev§im TGF-B1 zvySuje migraci fibroblastt a stimuluje jejich
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diferenciaci na myofibroblasty (Brenmoehl et al., 2009), které zabezpecuji kontrakci
rany. Mimoto je diferenciace fibroblastii indukovana i nékterymi izoformami PDGF
produkovanymi krevnimi destickami a makrofagy (Peacock, 1978). Diferencované
myofibroblasty migruji po provizorni ECM tvotfené fibrinem a fibronektinem az k
okrajiim rany, kde pomoci integrini vytvatri spojeni s ECM a taktéz se poji 1 mezi
sebou pomoci desmozomul. Takto zasitované bunky jsou nasledné schopny
kontrahovat ranu za casti kontraktilni molekuly hladkosvalového aktinu, jez je ptes
bunéénou membranu v kontaktu s kolagenem a fibronektinem spojem nazyvanym
fibronexus (Hinz, 2006). Dalsim dilezitym rastovym faktorem je FGF (fibroblastovy

rustovy faktor), ktery taktéz stimuluje fibroplazii.

2.2.2.2.2 Angiogenese

Intenzivné probihajici procesy fibroplazie a reepitelizace si vyzaduji neustaly piisun
kysliku a zivin. Za téchto okolnosti vznikd v ran¢ akutni hypoxické prostredi, které
vede ke stimulaci angiogeneze. Na druhé stran¢ je dobie znamo, Ze chronicka
hypoxie zpomaluje vSechny procesy reparace tkani (Tandara and Mustoe, 2004). Za
normalnich okolnosti za¢nou do granulacni tkané prortstat proudy endotelovych
bungk, které puci z okolnich cév a vytvarti kapilarni fecisté. Endotelové buiiky jsou
do novotvofené tkané ptitahovany fibronektinem a angiogennimi faktory, které
produkuji zejména makrofagy akrevni destiCky jeSte v obdobi akutni hypoxie.
Pfitomnost laktatu vrané taktéZz stimuluje puceni cév. Hlavni rlstovy faktor
stimulujici angiogenezi je VEGF (cévni endotelovy riistovy faktor). Tento faktor je
produkovan mnohymi mezenchymovymi a intersticialnimi butikami, av$ak jeho
receptory se ve vétsing piipadd exprimuji pouze na endotelovych bunkach (Kumar,
2003).

Na to, aby endotelové buiiky mohly migrovat do novovytvoiené tkane,
potiebuji enzymy, které jim okolni tkan natrdvi. Mezi hlavni proteiny zapojené do
tohoto procesu patfi matrixové metaloproteinazy (MMP) a plazmin. MMP jsou na
zinku zavislé endopeptidazy schopné natravit bazalni membranu a ECM a tim se
podilet na remodelaci tkan¢ (Goetzl et al., 1996). RozlisSujeme 5 zakladnich skupin
MMP (Visse and Nagase, 2003):

- kolagenazy (MMP-1, -8, -13 a -18),
- gelatinazy (MMP-2 a -9),
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- stromelyziny (MMP-3, -10 a -11),

- matrilyziny (MMP-7 a -26) a

- membranové matrixové metaloproteinazy (MMP-14, 15, 16, 17, 24 a 25).
Mimo tyto existuje jeSte sedm dalSich neklasifikovanych MMP, které¢ exprimuji
predevsim makrofagy (Shapiro et al., 1993).

Kolagenaza-1 (MMP-1), -l (MMP-8) a —Ill (MMP-13) stépi vlaknité
kolageny tfech typt (I, II a III) tvofici fibrily struktury trojitého helixu (Visse and
Nagase, 2003). Gelatinaza A (MMP-2) aB (MMP-9), degraduje denaturovany
kolagen (zZelatinu) a MMP-2 je navic schopna degradovat kolagen I, II a lll
(Patterson et al., 2001). Stromelyziny-1 (MMP-3) a -2 (MMP-10) jsou schopné §tépit
komponenty ECM, ale nejsou schopny natravit kolagenové fibrily struktury trojitého
helixu. Matrilyziny-1 (MMP-7) a -2 (MMP-26) jsou schopny natraveni komponent
ECM. Matrilyziny-1 mimo to jeSté zpracovavaji n€které povrchové molekuly, mezi
néz patii napt. E-kadherin, Fas-ligand a jiné (Visse and Nagase, 2003). Posledni tfidu
tvofi s plazmatickou membranou a bunéénym povrchem asociované MMP-14, 15,
16, 17, 24, and 25 (MT1- az MT6-MMP), které jsou schopny natravit mnohé
komponenty ECM. MT1-MMP ma dokonce kolagenolytickou aktivitu (Ohuchi et al.,
1997).

Exprese mnohych MMP je stimulovdna stejnymi ristovymi faktory jako
migrace endotelovych bun€k béhem angiogeneze. Mezi tyto rlstové faktory
zatazujeme VEGF, TNF-a a FGF (Cornelius et al., 1998). Avsak aktivované MMP
jsou rychle inhibované rodinou specifickych tkanovych inhibitort matrixovych
metaloproteinaz (TIMP-1, -2, -3 a -4) (Visse and Nagase, 2003). AZ na n¢kolik malo
vyjimek jsou TIMP schopny inhibovat viechny typy MMP. Ulohou TIMP je
kontrolovat funkci kolagendz. Metaloproteindzy a jejich tkanové inhibitory se tak
podileji na regulaci pifestavby tkané a procesu hojeni rany. Ke konci proliferaéni
faze, v dusledku pokrocilé angiogeneze, zanikd v ran€ hypoxické prostfedi. Na
zakladé této zmény bunky piestavaji produkovat pro-angiogenni faktory. Vysledkem
je redukce proliferace a migrace endotelu a zpomaleni aZ zastaveni celého procesu

angiogeneze.
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2.2.2.3 Maturaéni faze

Maturaéni faze predstavuje posledni fazi procesu reparace tkani. Charakterizuje ji
remodelace ECM (Kumar, 2003). Po akumulaci dostate¢ného mnozstvi komponent
ECM v mist¢ poranéni rdna pokracuje v kontrakci, kterd zacala na vrcholu
proliferani faze. Tento proces je velmi dulezity predevSim pro uzavieni ran s
velkym tkanovym defektem a vede téZz K redukci objemu vysledné jizvy (Barbul,
1993).

Postupné zacina klesat syntéza kolagenu typu III, ktery je navic degradovan
azacind vzrustat produkce kolagenu I, ktery se postupné usporfadava do
kolagenovych fibril s podstatné vyssi mechanickou pevnosti (Peacock, 1978). Avsak
jeste 1 po trech tydnech hojeni v granula¢ni tkani ptevazuje kolagen III nad
kolagenem I, coz je pfesné opacné nez v intaktni dermis. Metabolizmus kolagenu je
regulovan cestou aktivit jednotlivych MMP a mirou syntézy samotného kolagenu. V
rannych fazich hojeni rany jsou kolagenni fibrily uspofddané nahodné. Toto jejich
usporadani mize zC¢asti vysvétlovat fakt, ze rany v Casnych stadiich hojeni jsou sice
bohaté na kolagen, ale jsou také charakteristické relativné nizkou mechanickou
pevnosti (Baum and Arpey, 2005). Pozd€ji se mezi fibrilami kolagenu zacinaji
vytvaret kiizové vazby a dochazi tak k remodelaci kolagenu, coz vede ke zvySeni
pevnosti rany v tahu. Mechanicka pevnost vSak stoupa pomalu, rdna dosahuje na
zacatku maturacni faze hojeni pouze 5% pevnosti zdravé kiize a i po ukonceni hojeni
dosahne pouze piiblizné 80% pevnosti intaktni kiize (Burkitt, 1990).

Zatimco rany na vrcholu proliferani faze hojeni obsahuji bohatou kapilarni
sit’, pocet cév v ranach béhem maturaéni faze se vyrazné redukuje (Kumar, 2003).
Tak, jako ubyvaji kapilary v granulaéni tkéni, sniZuje se 1 infiltrace rany fibroblasty.
Tento d&j vede k postupnému poklesu produkce kolagenu. Vysledkem téchto procest
je vznik avaskularni a acelularni jizvy tvofené kolagenem typu 1. Procesy, které jsou
zékladem remodelace ECM, probihaji s nejvétsi intenzitou prvnich 6 mésici hojeni,

ovSsem v mensi mife pretrvavaji cely zivot (Peacock, 1978).
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2.3 Zakladni znaky podobnosti rany a nadoru

Ukazalo se, Ze biologicky aktivni fibroblasty a epitelo-mesenchymova interakce
(EMI) hraji v procesech vzniku a rastu nadori a hojeni ran kli¢ovou roli (Choe et al.,
2013; Chong et al., 2009). O téchto podobnostech mezi nadorem a ranou bylo
spekulovano jiz v 80-tych letech minulého stoleti (Dvorak, 1986). V posledni dobé
vSak doslo k znacnému vyvoji pohledu na roli naddorového stromatu v procesech
ristu a metastazace nadoru. Na rozdil od pfedchozich nazort dnes jiz nadorové
stroma neni chapano pouze jako podplurnd ¢ast nadoru, ale je povazovano za
dulezitou aktivni slozku ovliviiujici jeho biologickou aktivitu (Plzak et al., 2010).
Predpoklada se, ze stroma tvoii vhodné mikroprostiedi pro proliferaci a migraci
bunck nadorového parenchymu a umoziuje nidaci metastazujicich bunék.
Pouzivanym nazvem pro toto prostiedi je "niche". Podobné jako je tomu pii zrani
granula¢ni tkan¢ dochazi v nadorovém stromatu k permanentni remodelaci (Egeblad
et al., 2010; Li et al., 2007). Nadorové stroma ma tak obdobnou funkci jako niche,
které ke své ¢innosti vyzaduji kmenové bunky (Watt and Fujiwara, 2011).

Je dlouhou dobu znamo, Ze nadorové stroma méa morfologickou strukturu
podobnou s granula¢ni tkani avSak rozdilnou ve srovnani s mezenchymovou slozkou
zdravé tkané. Nadorové stroma/granulacni tkan jsou komplexni utvary slozené z
fibroblastti, ECM, cév a riznych typu leukocytd (Gal et al., 2008; Plzak et al., 2010;
Polyak et al., 2009). Nejpocetnéjsi bunécnou slozkou stromatu/granulacni tkané jsou
fibroblasty. Jejich piivod v pfipadé¢ nddorii neni zcela jasny. O téchto nadorové
asociovanych fibroblastech se ptedpoklada, Ze mohou vznikat z lokalniho
mezenchymu vlivem parakrinni aktivity nadorového parenchymu, epitelo-
mezenchymovym piechodem, ale i napiiklad z cirkulujicich mezenchymovych
kmenovych bunék kostni difené (Mishra et al., 2009). Na druhé strané jejich vznik z
nadorovych buné€k se po transplantaci nddorovych bunék do nu/nu mysi nepodatilo
prokazat (Dvorankova et al., 2015). Piedpokladd se, ze nadorové asociované
fibroblasty hraji dilezitou roli pii tvorbé mikroprostiedi podobného niche, které je
vhodné pro udrzovani kmenovosti bunék (De Wever and Mareel, 2003; Motlik et al.,
2007; Szabo et al., 2011).

V soucasnosti je na rakovinné onemocnéni nahlizeno jako na onemocnéni

kmenovych bunék (Smetana et al., 2010). Hypotéza tzv. nadorovych kmenovych
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bunék (cancer stem cells) byla vyslovena na konci osmdesatych let minulého stoleti.
Nadorové kmenové bunky pravdépodobné vykazuji schopnost asymetrického déleni
a maji schopnost rezistence vici cytostatické 1é¢b¢ a ionizujicimu zafeni (Pine and
Liu, 2014). Z toho vyplyva, Ze jsou odpovédny za relaps onemocnéni po 1é¢bé
(Ailles and Weissman, 2007; Cordon-Cardo, 2010). Je znamo, ze normalni dospélé
kmenové bunky, které se UuCastni regenerace tkani, potiebuji specifické
mikroprostiedi, které sehrava zasadni roli pii udrzovani jejich kmenovych vlastnosti.
Z tohoto pohledu se jevi jako nejvice pravdépodobné, ze toto mikroprostiedi budou
vyzadovat 1 nadorové kmenové buiikky. V nadorech je toto prostfedi vytvafeno
nadorovym stromatem (Li and Neaves, 2006). Z vyse uvedeného vyplyva, ze maligni
tumory jsou komplexnimi systémy (Egeblad et al., 2010) s urcitou zasobou
kmenovych nebo progenitorovych bunék (Sell, 2010). Posledni studie v oblasti
glykobiologie nadori naznacuji, ze pravé mezibunééné interakce zprostiedkované
cukry by mohly tvofit nadéjny cil nové generace protinadorové terapie (Smetana et
al., 2013).
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2.4 Zakladni modely hojeni ran

Pouziti jednoduchého a reprodukovatelného modelu ptedstavuje zédkladni kamen pro
objektivni testovani vlivu ruznych vnéjSich faktori na fyziologické a patologické
procesy organizmu véetné hojeni ran (Gal et al., 2008). Otazkou vsak zGstava, do
jaké miry jsou modely schopny odrazit realnou situaci, kterou nam ptredklada zivot.
Idealni animalni model by mél z klinického pohledu odrazet etiologii a patogenezi
rany. Avsak zadny model nespliiuje toto kritérium (Gottrup et al., 2000).

Pii vybéru vhodného modelu se nabizi cela Skdla organizmi od
jednobunéénych az po Simpanze. Samotné modely lze dé€lit na in vitro ain vivo.
Vyhodou in vitro modelt ve vyzkumu hojeni ran je moznost piimého zkoumani
ulohy bunééného a molekularniho mechanizmu ¢i vnéjSiho faktoru na danou
bunéénou populaci bez externich vlivii (Gottrup et al., 2000). Na druhé strané z této
relativni vyhody vyplyva zasadni nevyhoda v extrapolaci vysledkd do realné situace,
ktera se odehrava v hojici se rané. Hlavni vyhodou in vivo modelt je to, ze rany lze
modelovat velmi realné€ v porovnani s klinickou situaci.

Pii vybéru vhodného modelu reparace tkani je potfebné piihlizet k vice
skute¢nostem. Model musi mit reprodukovatelné poranéni, musi byt realizovatelny
ve standardnich zvéfincich alesponi na dvou animdlnich druzich, z rany musi byt
mozné odebrat vice bioptickych vzorkll a v neposledni fad€ by idealni model mél byt

Casové a manipula¢né nenaro¢ny (Leader and Padgett, 1980).

2.4.1 In vitro modely

Bunécné a tkanové kultury predstavuji rychlou a jednoduchou cestu jak se dostat
k pfedbeznym vysledkiim, pfipadné jak objasnit pozorovany efekt na bunééné
urovni. Moderni kultiva¢ni techniky, jako napft. insertové ko-kultury, pfinesly nové
moznosti v modelovani a sledovani bunécnych interakci mezi dvémi az tfemi
bunéénymi liniemi (Strnad et al., 2010). Z pohledu hojeni ran jsou nejzajimavé;si
kultury endotelovych bungk, fibroblast a keratinocytti. U téchto bunécénych linii je
mozZné sledovat zdkladni procesy hojeni, mezi které patii migrace, proliferace

a syntéza proteini (v¢etné sledovani diferencia¢nich znaka a novotvorby ECM).
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Z pohledu objasnéni mechanizmu uc¢inku na jednotlivou bunécnou populaci
predstavuji jednobunééné (tzv. monokultura) systémy optimalni model (Gottrup et
al., 2000). Bunky mohou rist na jednoduchych plastovych ¢i sklenénych povrsich,
piipadné¢ na specialnich substratech, mezi které patii kolagen, Zzelatina, fibrin,
fibronektin, ¢i rizné polymery. V piipadé piimé ¢i nepiimé kokultivace vice
bunécnych linii hovofime o vicebunééném (tzv. kokultura) systému, ve kterém lze

sledovat mezibunééné interakcie (Kunz-Schughart et al., 1998).

2.4.1.1 Migra¢ni test

Migrace predstavuje zakladni proces zapojeny do reepitelizace, angiogeneze
a fibroplazie. V tomto jednoduchém testu je mozné sledovat vliv urCité latky c¢i
prostedi na rychlost migrace bunék bud’ v monokultuie (Cheung and Li, 2002), nebo
insertové kokultute (sleduje se vliv napf. fibroblasti ulozenych v insertu na migraci

keratinocytti ulozenych pod insertem na spodin€ kultiva¢ni desky nebo opacng).

2.4.1.2 Proliferaéni test

Vzhledem k tomu, Ze samotnd migrace nesta¢i k tomu, aby se do rany dostal
dostate¢ny pocet bunc¢k schopnych uspéSného vyhojeni, je potieba, aby se pocet
bun€k zvysil mitotickym délenim (Kumar, 2003). Z toho divodu je pro hojeni
zajimava 1 bunéfna proliferace, ktera muze byt studovana rlznymi zplsoby od
jednoduchého poéitani bun€k at’ uz manualné nebo pomoci ptistroje (Calderon et al.,
1996), az po sofistikované znaceni DNA a vyuziti pritokové cytometrie (Stal et al.,
1986).

Na druhé strané lze sledovat proliferaci bunék pomoci specidlnich protilatek,
které jsou charakteristické pro syntézu DNA, jako jsou napi. Ki67 (Scholzen and
Gerdes, 2000) a nebo PCNA (prolifera¢ni bunécny jaderny antigen).

2.4.1.3 Testy syntézy proteinii a exprese gent

Produkty proteini média lze hodnotit vice zptisoby. Naptiklad produkce ristovych

faktori se da méfit v supernatantu metabolizovaného kultivaéniho média pomoci
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ELISA (s enzymem spojeny imunoabsorbéni) testu (Germeyer et al., 2009).
Produkce kompotnentii ECM se da vizualizovat imunohistochemicky. Dilezitou
soucasti novotvorené ECM je kolagen. Produkci kolagenu je mozné méfit jednak
pomoci metody RIA (radioimunostanoveni) (Rasmussen et al., 1992), nebo po
natraveni pepsinem a separaci produktu elektroforeticky na gelu (Miller and Rhodes,
1982).

Dal§im vyznamnym znakem v pfipadé¢ hojeni ran je diferenciace bunck.
Tento stav je mozné taktéZ zobrazovat pomoci riznych diferenciacnich
znakl/proteinli. Pro hojeni je zajimava piedevS§im normdlni diferenciace keratinocytl
(Wertheimer et al., 2001) a pfeména fibroblasti na myofibroblasty (Hinz et al.,
2007). Tyto procesy se daji imunohistochemicky relativné jednoduse detekovat.

V neposledni fadé¢ lze po izolaci RNA z bun¢k detekovat expresi vSech gent
pomoci modernich technik micro-array ¢ipi nebo jednotlivé tradiéni RT-PCR
(reverzni transkriptdza - polymerdzova fetézova reakce) nebo modernéjsi

kvantitativni qRT-PCR technikou.

2.4.2 In vivo modely

Potkani patfi mezi nejbéznéji pouzivana zvifata ve vyzkumu hojeni ran (Dorsett-
Martin, 2004). Animalni modely hojeni ran mizeme rozdé€lit na akutni, kde je na
riznych typech ran sledovany pribéh hojeni za normalnich okolnosti u jinak
zdravych jedinci, dale na modely alterovaného hojeni a nakonec na modely

s chronickym hojenim.

2.4.2.1 Modely akutniho hojeni

Akutni modely reflektuji biologické pochody v ranach, které probihaji po
chirurgickém vykonu nebo traumatu za idealnich podminek (Davidson, 1998).
Takové hojeni se vyskytuje u zdravych jedinct, u kterych rany nebyly infikovany.
Zname tfi zdkladni modely hojeni:

- incizni,

- excizni,

- popaleninovy (Dorsett-Martin, 2004).
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2.4.2.1.1 Incizni model

Tento model je optimalni pro simulaci operac¢nich ran. Rany je mozné vytvorit
standartnim chirurgickym skalpelem, piipadné elektrokauterem, ¢i jinym zafizenim
(napft. laserem). V pfipad¢, ze se rdana uzavie suturami, jedna se o primarni hojeni,
sanatio per primam intentionem. Nejcastéji se na uzavér ran pouzivaji jednoduchy
a intradermalni steh. Pii praci s laboratornimi zvitaty je pouziti intradermalniho stehu
vhodnéj$i, nebot’ zvife neni iritovano ZzZrany vyCnivajicim S§icim materidlem
a nasledna manipulace se vzorkem pifi odbéru na histologické vySetfeni a méteni
pevnosti ran je rychlejsi ajednodussi (Gal et al., 2009). V piipadé, Ze se rana
ponecha oteviend, dochdzi k vyrazné tvorbé granula¢ni tkané atakové hojeni
nazyvame sekundarni, sanatio per secundam intentionem (Kumar, 2003). Incizni

rana je vhodna na histologické vySetreni a na méfeni pevnosti v tahu.

2.4.2.1.2 Excizni model a model mrtvého prostoru

V ptipadé, ze dojde Kuplnému odstranéni uréitého mnozstvi tkan€, hovotime
0 excizni rané. Takova rana se vzdy hoji sekundarné (Kumar, 2003). Protoze se
V tomto typu rany tvoii tkan v relativné velkém mnozstvi (v zavislosti na velikosti
defektu), je tento model v porovnani s inciznim vhodny i na dalsi vySetfeni, mezi néz
patii izolace proteint, nukleovych kyselin s naslednym sledovanim exprese gent, Ci
méteni kontrakce radny. V porovnani s incizni rdnou je rdna excizni vhodngj$i na
histologické vySetieni, protoze tu dochazi k podstatné Sir§im histologickym zméndm
(Gal et al., 2008).

Excizni rany mohou zasahovat do rizné hloubky kiize. Jsou znamy modely
ran, které postihuji pouze epidermis, avSak nejCastéji se vytvaieji experimentdlni
rany probihajici celou hloubkou ktze (Davidson, 1998).

Pokud nas zajima pouze tvorba granulacni ¢i spojové tkané (jde tedy
0 sekundarni hojeni a proto mizeme tento model fadit mezi excizni modely), jsou
pro tyto ucely nejvhodnéj§i modely tzv. mrtvého prostoru. V tomto piipad¢ se
nejCastéji pouzivaji celulozni a silikonové implantaty ¢i implantity na bazi

syntetickych polymert ruznych tvard, které se skrz drobnou incizi zavedou do
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podkozi experimentalniho zvifete (Davidson, 1998). Ideélni jsou nedegradovatelné
a inertni implantaty. Jejich hlavni vyhodou je, ze maji definovany rozmér a jsou tedy
vhodné k pfesnému stanoveni obsahu rtiznych biochemickych produkti.

Modern€jsi zpiisob je vyuziti matrigelt, do kterych je mozné velmi jednoduse
piimisit sledovanou latku s ofekavanym modulacnim ucéinkem na angiogenezi,

ptipadné fibroplazii (Lo et al., 2010).

2.4.2.1.3 Popaleninovy model

Popéleninové urazy jsou relativné bezné, atak se tento model zatfadil mezi tfi
zakladni modely akutniho hojeni ran. Popélenina mtze byt zptisobena agresivni
chemikalii, chladem, elektrickym proudem, teplem, ¢i zafenim (Sevitt, 1979).

Podle hloubky poSkozeni tkané délime popaleniny na 4 stupné. Popélenina
prvniho stupné zasahuje pouze epidermis aje charakteristicka zéervenanim
postizeného mista. Pfi popaleniné druhého stupné dochdzi k poskozeni epidermo-
dermalniho spojeni a tvorbé puchyit. Dermis je v tomto piipadé poskozena, nikdy
vSak v celém rozsahu. V ptipad¢ popaleniny tietiho stupn€ dochdzi k poskozeni kiize
Vv celé své hloubce. Dojde-li k zuhelnaténi kize, podkozi a struktur nachazejicich se
pod kuzi, jako jsou napfi. svaly, jedna se o popaleninu ¢tvrtého stupné (Perry et al.,

1996).
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2.5 Galektiny

Prvni galektin (Gal) byl objeven vroce 1975 Vivianem Teichbergem z extraktu
elektrického uhote, jako hemaglutinin s nizkou molekularni hmotnosti (14-16 kDa),
vazici beta-galaktosidy (Teichberg et al., 1975). Tento protein byl oznacen jako
elektrolektin — dnes nazyvany Gal-1 (nova systematicka nomenklatura oznacuje
galektiny arabskymi cCislicemi na zdkladé potadi jejich objevu). Pozdéji byly
objeveny podobné lektiny v dalSich tkénich riznych zivocisSnych druhti véetné
cloveka.

Galektiny maji mnoho znaki cytoplazmatickych proteind, jsou syntetizovany
cytosolickymi ribosomy, nemaji disulfidické miistky, sacharidové fetézce ani Zadnou
signalni sekvenci a ve vétsiné piipadu je jejich N-konec acetylovan (Leffler et al.,
2004). Morfologicka lokalizace galektinti neni omezena pouze na cytoplazmu, ale
nachdzeji se v zdvislosti na typu galektinu 1 v jadie, cytosolu a mezibunéénych
prostorach (Gendronneau et al., 2008). Zakladem jejich struktury je pfitomnost tzv.
sacharid-rozpoznavajici domény CRD (carbohydrate recognition domain) tvofené
piiblizné 130 aminokyselinami. V zavislosti na jejich struktufe a po¢tu CRD jsou
galektiny rozdélené do 3 skupin (Obr. 1) (Hirabayashi and Kasai, 1993). 1)
prototypové galektiny, obsahujici bud’ jednu (monomer) nebo dvé identické
nekovalentné spojené CRD (homodimer) (Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15);
2) chiméra typ galektin, ktery je reprezentovan pouze Gal-3, jeZz je slozen
z nelektinové domény napojené na CRD; a 3) tzv. tandemové galektiny, sestavajici
ze 2 CRD navzajem spojenych kratkym polypeptidovym fetézcem (Gal-4, -6, -8, -9,
a-12).

Funkéni interakce Gal s glykokonjugaty ovliviiuji adhezi bunék a bunéénou
signalizaci. Interakce Gal s intracelularnimi ligandy ovliviiuje mnozstvi signalnich
cest (Cummings and Liu, 2009). Diky témto funk¢nim interakcim jsou Gal zapojeny
do mnohych biologickych dé&ii zasahujicich do funkce bunék, jako naptiklad: rist,
diferenciace, proliferace, migrace (Hsu and Liu, 2004), sestiih mRNA (Liu et al.,
2002), adheze (Hughes, 2001), chemotaxe (Sano et al., 2000) a apoptoza (Hsu et al.,
2006).
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PROTOTYPOVY GALEKTIN TANDEMOVY GALEKTIN CHIMERICKY GALEKTIN
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(karbohydrat rozpoznavajici doména)

HOMODIMER

—

Nelektinova doména

PENTAMER

Obr. 1 Zakladni schema struktury galektina
2.5.1 Role galektinii 1. skupiny v reparaci tkani a ristu nadora
2.5.1.1 Galektin-1

Gal-1 je pfitomen intra i extracelularné (Camby et al., 2006) a zasahuje do mnohych
fyziologickych a patologickych procesi. Ukazalo se, ze Gal-1 je ve zvySené miie
pritomen v bunikdch a mezibunééné hmoté stromatti rtiznych lidskych nadort a
v granula¢ni tkani hojici se rany (Klima et al., 2009; Thijssen et al., 2010; Thijssen et
al., 2007). Tento galektin rozpoznava poly-N-acetyllaktosaminové epitopy
nachazejici se na mnozstvi glykoproteinti a nékterych glykolipidech.

Gal-1 je ve zvySené mife exprimovan Vv zanétlivé fazi hojeni ran u prasat
(Klima et al., 2009) a ma protizanétlivy ucinek, ktery souvisi se supresi
prozanétlivych mediatort IL-2, TNF-o, IFN-y (interferon gama) (Rabinovich et al.,
1999a), a indukci protizanétlivych mediatorti IL-10, IL-5 a TGF-B (van der Leij et
al., 2004). Proto se vice studii orientuje timto smérem a snazi se najit vyuziti Gal-1
Vv 1écbé chronickych zanétlivych onemocnéni, jako je artritida (van der Leij et al.,
2004), kolitida (Rabinovich et al., 1999a) a chronicka pankreatitida (Wang et al.,
2000).

Na druhé strané se téz ukazalo, ze Gal-1 v nizkych koncentracich vyznamné
podporuje rust bunék (Wang et al., 2000) a zvySuje adhezi bunék k mezibunétné
hmot¢ (van den Brule et al., 2004). Gal-1 miZe interagovat s integrinovymi receptory

a indukovat anoikis (programovana bunééna smrt indukovana ztratou kontaktu bunky

s ECM) (Adams et al., 1996; Andre et al., 2007). Zajimavé bylo zjisténi, ze Gal-1
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existuje i v oxidované formé, ktera ztratila lektinovou aktivitu. Tato oxidovana forma
vSak urychluje regeneraci axont periférnich nervii (Miura et al., 2004).

Bylo dokazéno, Ze tento endogenni lektin hraje vyznamnou tlohu v nadorové
angiogenezi ataktéZ v samotném rustu a metastdzovani nadort (Laderach et al.,
2013; Saussez et al., 2008). Ptesna biologicka funkce Gal-1 pti tvorbé nadorového
mikroprostiedi a hojeni ran ale zistdva stale pfedmétem dalsiho vyzkumu. Nicméné
jiz dnes jsou znamy mnohé samostatné mechanizmy, kterymi Gal-1 stimuluje
angiogenezi. Jednim z nich je interakce s neurolipinem-1 na povrchu endotelovych
bunck, ktery se chové jako ko-receptor pro receptor cévniho endotelového ristového
faktoru (VEGFR — vascular endothelial growth factor receptor). Neurolipin zvySuje
fosforylaci VEGFR, coz nésledné aktivuje mitogenem-aktivovanou protein kinazu
(MAPK) (Saussez et al., 2009). Dalsim z mechanizmti je stimulace proliferace,
adheze a migrace endotelovych bunék jako dusledek aktivace Ras-Raf-Erk signalni
drahy (Thijssen et al., 2010). Ukazalo se, Ze exogenni aplikace Gal-1 stimuluje
proliferaci a migraci endotelovych bunék jakoZzto i tvorbu cév v in vitro (D'Haene et
al., 2013; Hsieh et al., 2008; Saussez et al., 2009) a in vivo (Thijssen et al., 2010)
podminkach. Zvysena exprese Gal-1 v nadorovych endotelovych bunikach byla
pozorovana ve zvitecich i lidskych nadorech (Ito et al., 2011; Thijssen et al., 2008).
Navic, vyfazeni genu pro Gal-1 v nadorovych bunikach vedlo ke sniZeni ristu nadoru
inhibici angiogenese (Clausse et al., 1999).

Spatna prognéza spojend s upregulaci Gal-1 je spojend i s inikem nadorovych
bunék imunitnimu dozoru a apoptdézou T-lymfocytti (Rabinovich et al., 1999b). Gal-

1 tak mtize byt cilem, ktery by mohl spojovat protinadorovou terapii a 1é¢bu ran.

2.5.1.2 Galektin-2

Gal-2 je dominantné exprimovan v gastrointestinalnim traktu (Paclik et al., 2008a).
Bylo dokézano, Ze signifikantné zlepSuje obnoveni stfevniho epitelu nezavisle na
TGF-B, coz je skuteCnost, ktera muze najit uplatnéni pii 1écbé zanétlivych
onemocnéni sttevni stény (IBD — inflammatory bowel disease) (Paclik et al., 2008b).
V epidermis jsou vazebna mista pro Gal-2 pfitomna v normalnim i transformovaném
epitelu. U stresovanych bunék je Gal-2 lokalizovany v PML (promyelocyticky

leukemicky protein) téliscich buné¢nych jader (Dvorankova et al., 2008).
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2.5.1.3 Galektin-7

Gal-7 se exprimuje ve vicevrstvych epitelech: epidermis, cornea, Ustni dutina,
oesophageus, anorektalni epitel (Magnaldo et al., 1998). Je asociovany s migraci
epitelovych bungk, kde sehrava vyznamnou ulohu v procesu reepitelizace kize a
rohovky (Cao et al.,, 2003). Ukazalo se, Ze tento galektin je exprimovany i v
prudusnici a hraje ulohu pii dozravani folikulti v ovariu (Sato et al., 2002a; Saussez
and Kiss, 2006). Gal-7 rovnéz pisobi jako pro-apoptoticky faktor prostfednictvim
p53 (Polyak et al., 1997). U nadort vychazejicich z dlazdicového epitelu je exprese

Gal-7 vyznamné snizena (Cada et al., 2009).

2.5.1.4 Galektiny-5, -10, -11, -13, -14 a -15

Tyto galektiny nehraji podle doposud znamych literarnich dat az tak vyznamné alohy
v tkanové reparaci (Rapoport et al., 2008). Ukazalo se, ze Gal-5 je lokalizovan
v cytosolu ana povrchu retikulocytl a erytrocyti a podili se na diferenciaci
erytroblasti na zralé erytrocyty (Barres et al., 2010). Gal-10 se exprimuje v
eozinofilnich granulocytech, kde vytvafi krystalické formy znamé jako Charcot-
Leydenovy krystaly. Na rozdil od ostatnich galektinll vykazuje o mnoho vyssi afinitu
pro mandzu jako i pro beta-galaktosidy (Cummings and Liu, 2009). Gal-11 se
exprimuje v gastrointestinalnim traktu (Barres et al., 2010). Z onkologického
pohladu je zajimavy Gal-13, ktery je exprimovan v makrofazich, NK-buiikach a v
mnohych typech nadord (napf.: karcinom prsu, adenokarcinom prostaty, maligni
melanom atd.). ZvySend exprese Gal-13 vede k indukci apoptézy bunék
prostfednictvim JNK/sePK (C-junN-terminalni kindza / stresem aktivovana
proteinkinaza) aktivace (Boronkai et al., 2009). K uvolnéni Gal-14 dochazi pii
alergickych  zanétech  respiratniho  traktu a  parazitarnich  infekcich
gastrointestinalniho traktu. Béhem téchto zanéth ovliviiuje adhezi bunék a méni
vlastnosti epitelu (Young et al., 2009). Gal-15 byl lokalizovan v epitelovych bunkach
endometria a v zéarodecnych bunkéch trofoektodermu. Extracelularné reguluje
migraci bunék trofoblastu a jejich adhezi k epitelu endometria. Intracelularné
ovlivituje preziti, rist a diferenciaci bunék trofoblastu. Zaroven muze slouzit jako

znak funkce endometria a plodnosti (Gray et al., 2004).
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2.5.2 Role galektiniti I1. skupiny v reparaci tkani a rastu nadorua

2.5.2.1 Galektin-3

Gal-3 je exprimovan v aktivovanych makrofazich, eozinofilech, mastocytech,
fibroblastech, epitelovych bunkach gastrointestinalniho a respira¢niho traktu,
ledvinéch a senzorickych neuronech. Tento lektin je schopny zrychlit epitelizaci ran
(Cao et al., 2002). Podobn¢ se ukazalo, ze Gal-3 stimuluje proliferaci stelarnich
bunék jater (Maeda et al., 2003) a rovnéz je modulatorem interakci burika-
mezibuné¢na hmota (Matarrese et al., 2000). Z tohoto pohledu bylo logické zjisténi,
ze Gal-3 je vyznamnym induktorem tkanové fibrozy v rtiznych tkanich (de Boer et
al., 2009; Henderson et al., 2008; Henderson et al., 2006; Wang et al., 2000).
Vyrazny vzestup koncentrace Gal-3 exprimovaného na povrchu, ale i v cytoplazmé
alveolarniho epitelu byl pozorovan pii rozvoji plicni fibrozy (Kasper and
Fehrenbach, 2000). Navic se ukazalo, Zze Gal-3 aktivuje tvorbu myofibroblastd
a fibrozu jater a ledvin (Henderson et al., 2008; Henderson et al., 2006).

Z pohledu hojeni a tvorby néddorli je zajimavy i vliv galektinii na zanét.
Obecné pusobi Gal-3 jako prozanétlivy faktor (Cummings and Liu, 2009). Inhibuje
muze aktivovat mastocyty, neutrofily, monocyty a bazofily (Zuberi et al., 1994).
Navic mé¢li Gal-3 deficitni makrofagy o mnoho niz8i schopnost chemotaxe a
fagocytozy (Sano et al., 2003). Gal-3 sehrava kli¢ovou ulohu v ranné fazi zanétu,
prostfednictvim jeho vazby na integrinové receptory a patii k dulezitym
modulatorim funkce neutrofild. Interaguje s povrchovym receptorem neutrofilti
CD66b, ktery je zodpovédny za aktivaci NADPH (nikotin amid adenin dinukleotid
fosfat) oxidazy (Almkvist et al., 2002), ¢imz indukuje respira¢ni vzplanuti neutrofilti
(Hsu and Liu, 2004). Zlepsuje adhezi neutrofili k lamininu (Kuwabara and Liu,
1996), podporuje jejich extravazaci do zanétlivého loziska (Sato et al., 2002b).
Ukazalo se, ze tyto regulace probihaji ptes alternativni MAPK cestu (Fernandez et
al., 2005).

Gal-3 vyrazné ovlivituje proces apoptozy bunek. Intracelularné pusobi jako
antiapopticky faktor T lymfocytii a nadorovych bunék (Yang et al., 1996), avsak
nizké davky exogenné ptidaného Gal-3 indukuji proapopticky signal (Fukumori et
al., 2003). Zvysena exprese Gal-3 byla pozorovana pii mnohych typech karcinomu.

Gal-3 zvySuje invazivitu nadoru a podporuje tvorbu metastaz (Matarrese et al.,
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2000). Podobn¢ jako Gal-1 i Gal-3 je zapojen do procesu nadorové angiogenese. Je
schopen stimulovat angiogenesi ovlivnénim funkce VEGF a bazalniho
fibroblastového rustového faktoru (bFGF). K tomuto uc¢inku dochdzi po navéazani
Gal-3 na 0,3 integrin na povrchu endotelovych bunék. Tato interakce aktivuje FAK
(fokaln¢ adhezni kinaza), coz nasledné¢ vede k VEGF- a bFGF-zprostiedkované
tvorbé cév (Markowska et al., 2010). Exogenné ptidany Gal-3 zvySuje angiogenni
odpoved’ in vitro a stimuluje vaskularizaci in vivo (Nangia-Makker et al., 2000).

Kromé zapojeni Gal-3 do hojeni ran a nadorového rustu sehrava tento lektin
ulohu i v patogenezi srde¢niho selhaniho, kde je povazovan za novy potencialni
prognosticky faktor. Ve vice klinickych studiich bylo totiz prokazano, Ze pacienti se
zvySenou hladinou cirkulujiceho Gal-3 maji hor§i prognoézu (zvySené riziko
mortality) ariziko hospitalizace v porovnani s pacienty snizkymi ¢i normalnimi
hladinami (Motiwala et al., 2013; van der Velde et al., 2013). Chimericky Gal
spousti proliferaci fibroblastd v myokardu pfi srde¢nim selhani (Hrynchyshyn et al.,
2013; Luecke et al., 2010).

2.5.3 Role galektinii III. skupiny v reparaci tkani a ristu nadora

2.5.3.1 Galektin-4

Z této skupiny galektinli ma z pohledu hojeni ran pravdépodobné nejvétsi vyznam
Gal-4, ktery je podobné jako Gal-2 dominantné exprimovan v gastrointestinalnim
traktu (Huflejt and Leffler, 2004). Ukazalo se, Ze i tento lektin dokaze signifikantné
zrychlit stfevni reepitelizaci nezavisle na TGF-f (Paclik et al., 2008b).

2.5.3.2 Galektin-6, -8, -9 a -12

Skupina téchto galektinli nema vyznamny dopad na biologické procesy zapojené do
tkanové reparace. Gal-6 se exprimuje V epitelovych bunkach gastrointestinalniho
traktu (GIT) (Rapoport et al., 2008). Gal-8 je exprimovan v plicich, jatrech, srdci,
mozku a ledvinach. Specificky interaguje s a3p1 a a6p1 integriny na bunéénych
povrsich, ¢imz inhibuje adhezi bun¢k v procesech, které vyzaduji interakci protein-
sacharid. Navic se ukazalo, ze Gal-8 indukuje proces apoptézy nezavisle od p53

(Hadari et al., 2000) a podili se na regulaci funkce neutrofilti pii fagocytoze (Nishi et
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al.,, 2003). Na druhé stran¢ Gal-9 pusobi jako chemotakticky faktor eozinofili
(Matsumoto et al., 2002), coz naznaCuje jeho potencialni ulohu v modulaci
alergickych a parazitarnich onemocnéni (Rabinovich and Gruppi, 2005). Je
exprimovany v thymu, jatrech, gastrointestinalnim traktu, plicich a indukuje
apoptozu aktivovanych T-lymfocyti a rakovinnych bunék (Kageshita et al., 2002).
Gal-8 a -9 jsou krom¢ toho exprimovany i endotelovymi bunkami. V porovnani
s Gal-1 a -3, které jsou intenzivné studovany v souvislosti s nadorovou angiogenesi
a jejich zapojenim do progrese ristu nadoru, je o Gal-8 a -9 dostupné pouze omezené
mnozstvi informaci. Studie v§ak naznacuji proangiogenni charakter pfedevsim Gal-8
(Delgado et al., 2011). Gal-9 je v normalnich dlazdicovych epitelech exprimovan
Vv bazalni vrstvé, kterd ma proliferac¢ni aktivitu. Béhem aktivace epitelovych bunék
nebo v nadorech se tento galektin z epitelovych bunék ztraci (Fik et al., 2013). Toto
pozorovani naznafuje moznou funkci Gal-9 Vv procesu hojeni a kancerogenese.
Exprese Gal-12 je lokalizovana v jadfe a mitochondriich adipocyti, pficemz

indukuje jejich apoptozu (Hotta et al., 2001).
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3. Cile

Ve své praci jsem se zaméfil na oblast glykobiologie hojeni ran se zietelem na
mozné ovlivnéni tohto procesu galektinem-1 a interakci normdalnich a malignich
bunck s ECM. Sledovany byly zejména:

1. Exprese a reaktivita vybranych galektinii v hojici se rané.

2. Vliv vybranych galektinli na produkci extracelularni matrix fibroblasty.

3. Interakce extracelularni matrix s keratinocyty a endotelovymi bunkami.

4. Paralela mezi hojenim ran a rstem a prognézou nadoru z pohledu glykobiologie.
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4. Metody a vysledky

Material, metody a vysledky jsou detailn€ popsany v ptilozenych publikacich:

1. Gal P, Vasilenko T, Kostelnikova M, Jakubco J, Kovac I, sebol F, André S,
Kaltner H, Gabius H-J, Smetana K Jr. Open Wound Healing In Vivo: Monitoring
Binding and Presence of Adhesion/Growth-Regulatory Galectins in Rat Skin during
the Course of Complete Re-Epithelialization. Acta Histochem Cytochem. 2011 Oct
26;44(5):191-9. [IF 2010 = 1,000]

2. Grendel T, Sokolsky J, Vas¢adkova A, Hudak V, Chovanec M, sebol F, André S,
Kaltner H, Gabius H-J, Frankovicova M, Lenc¢e$ P, Betka J, Smetana K Jr, Gal P.
Early stages of trachea healing process: (immuno/lectin) histochemical monitoring of
selected markers and adhesion/growth-regulatory endogenous lectins. Folia Biol
(Praha). 2012;58(4):135-43. [IF 2011 = 1,151]

3. Dvorankova B, Szabo P, Lacina L, Gal P, Uhrova J, Zima T, Kaltner H, André S,
Gabius H-J, Sykova E, Smetana K Jr. Human galectins induce conversion of dermal
fibroblasts into myofibroblasts and production of extracellular matrix: potential
application in tissue engineering and wound repair. Cells Tissues Organs.
2011;194(6):469-80. [IF 2010 = 2,302]

4. Perzel'ova V, Varinskd L, Dvofankova B, Szabo P, Spurny P, Valach J, Mojzis J,
André S, Gabius H-J, Smetana K Jr, Gal P. Extracellular matrix of galectin-1-
exposed dermal and tumor-associated fibroblasts favors growth of human umbilical
vein endothelial cells in vitro: a short report. Anticancer Res. 2014 Aug;34(8):3991-
6. [IF 2013 = 1,872]

5. Valach J, Fik Z, 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 H-J, Kodet R, Smetana K Jr, Gal P, Kolaf M. Smooth muscle

actin-expressing stromal fibroblasts in head and neck squamous cell carcinoma:
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increased expression of galectin-1 and induction of poor prognosis factors. Int J
Cancer. 2012 Dec 1;131(11):2499-508. [IF 2011 = 5,444]

Cast vysledk? je shrnuta v piehledovém &lanku:

1. Smetana K Jr, Szabo P, Gal P, André S, Gabius H-J, Kodet O, Dvofankova B.
Emerging role of tissue lectins as microenvironmental effectors in tumors and
wounds. Histol Histopathol. 2015 Mar;30(3):293-3009. [IF 2013 = 2,236]
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4.1 Gal P et al. Open Wound Healing In Vivo: Monitoring Binding
and Presence of Adhesion/Growth-Regulatory Galectins in Rat
Skin during the Course of Complete Re-Epithelialization. Acta
Histochem Cytochem. 2011 Oct 26;44(5):191-9.

Cilem studie bylo sledovat expresi a reaktivitu vybranych galektini v pribéhu
zakladnich fazi hojeni ran. V této studii byly pouzity protilatky proti keratinim-10 a
-14, Sirokospektralnimu cytokeratinu, vimentinu a fibronektinu, galektinim-1, -2, a -
3, které byly aplikovany na zmrazené vzorky koznich ran, odebiranych dva
(zénétliva faze), sedm (prolifera¢ni faze), a jedenadvacet (matura¢ni faze) dni po
poranéni. Pfitomnost vazebnych mist pro Gal-1, -2, -3, -7 byla stanovena za pouZiti
znacenych sond. NaSe studie zjistila fadu zmén v parametrech galektini béhem
riznych fazi hojeni ran. Pfitomnost Gal-1 je zvySena v ranné fazi hojeni. Naproti
tomu Gal-3 byl ptitomen az v nové vytvoiené granulaéni tkani. Mimo to, nuklearni
reaktivita epidermalnich bunék pro Gal-2 byla pozorovana sedm dni po traumatu. V
této praci jsme ukazali dynamickou regulaci galektini b&éhem re-epitelizace rany.
Takové zmény mohou poukazovat na potencialni cile pro vyvoj novych Iékiu ke

stimulaci hojeni rany a nasledné 1 1é¢bé pacientt.
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4.2 Grendel et al. Early stages of trachea healing process:
(immuno/lectin) histochemical monitoring of selected markers
and adhesion/growth-regulatory endogenous lectins. Folia Biol
(Praha). 2012;58(4):135-43.

Tracheotomie muze byt spojena s fadou akutnich a chronickych komplikaci véetné
rozsahlé¢ tvorby granulacni tkén€. Pfi pouziti protildtek a znalenych tkanovych
lektini (Gal-1, -2 a -3) jsme sledovali pfitomnost a regulaci reaktivity galektint
béhem hojeni ran priudusnice. Navic jsme pouzili protilatky proti vysoko-
molekularnim Kkeratinim, Sirokospektralnim cytokeratinim, keratinu-10 a -14, o-
hladko-svalového aktinu, vimentinu, fibronektinu a Sox-2, s pomoci kterych byly
srovnavany zmrazené tezy z poranénych (7, 14, a 28 dni po traumatu) a intaktnich
priadusnic. Jasny trend jsme pozorovali u Gal-1, pricemz jeho exprese s dobou hojeni
Klesala a reaktivita se zvySovala. Sox-2-pozitivni bunky byly pfitomny po sedmi
dnech v luzku rany. Z tohoto pohledu je zajimavé, Ze ve srovnani s hojenim ktze

byla pozorovana podobnost zejména pii regulaci Gal-1.
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4.3 Dvorankova et al. Human galectins induce conversion of dermal
fibroblasts into myofibroblasts and production of extracellular
matrix: potential application in tissue engineering and wound
repair. Cells Tissues Organs. 2011;194(6):469-80.

V této Casti nasi prace jsme studovali, zda jsou lidské galektiny schopny stimulovat
preménu lidskych dermélnich fibroblastl na myofibroblasty a produkci bioaktivni
extracelularni matrix vhodné pro péstovani bunécné kultury. Testovali jsme panel
galektinii vSech tifi podskupin, vcetn¢ pfirodnich a umélych variant (proto-typ
galektin-1 a galektin-7, chiméra typ galektin-3 a-tandemové opakovaci typ galektin-
4). Aktivita galektinu-1 si vyzaduje integritu domény rozpoznavajici uhlohydraty a
byla nezavisla na piitomnosti TGF-B1, ale vykazovala aditivni ucinek.
Myofibroblasty jsou relevantni napiiklad pro progresi nadoru a jimi generovana
ECM bohata na fibronektin a Gal-1 podporovala rist kultury keratinocytl bez
aplikace podpurnych bunék. Za zminku stoji informace, ze Keratinocyty kultivované
na tomto podlozi mé¢ly fenotyp podobny bunikam kmenovym (malé rozméry a
exprese keratinu-19). V in vivo experimentu jsme ukazali, ze stimulace hojeni s Gal-
1 méla pozitivni vliv na kontrakci ran. V této praci navic popisujeme diferencialni
potencial vybranych lidskych galektint (1, 3, 4 a 7) k vyvolani konverze dermalnich
fibroblasti myofibroblasty a jejich schopnost produkovat bioaktivni ECM.
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4.4 Perzelova et al. Extracellular matrix of galectin-1-exposed
dermal and tumor-associated fibroblasts favors growth of
human umbilical vein endothelial cells in vitro: a short report.
Anticancer Res. 2014 Aug;34(8):3991-6.

Cilem této Casti naSi prace bylo stanovit ucinek bioaktivni ECM produkované
normalnimi dermalnimi nebo nadorovymi fibroblasty vystavenymi ptsobeni Gal-1
na lidské pupecnikové endotelové bunky (human umbilical vein endothelial cells -
HUVEC). Fibroblasty byly kultivovany 10 dni s lektinem, nasledné byla kultura
zbavena bunéénych slozek osmotickym $okem. Cerstvé izolované HUVEC byly
nasazeny na takto vytvofenou ECM. Soubézné byly HUVEC naockovany na Cisté a
Zelatinou potazené povrchy. Pozitivni kontrolou ristu bunék bylo pouziti média
doplnéného 0 wvaskularni endotelidlni ristovy faktor. Buiiky jsme ndasledné
kultivovali po dobu dvou dnt a pak podrobili imunocytochemickému Setfeni.
Endotelové buiky péstované na ECM generované fibroblasty vykazovaly pomérné
vysoky stupenn proliferace. Kromé toho vedl kontakt HUVEC se substratem
produkovanym nadorové-asociavanymi fibroblasty ke tvorb¢ sité obzvlasté bohaté na
fibronektin. NaSe prace ukazuje, ze Gal-1 je schopen vyvolat produkci ECM
stimulujici rast endotelovych bunék. Avsak v budoucnu bude potieba realizovat dalsi

praci na charakterizaci strukturalnich ryst ECM a in situ korelaci ptitomnosti lektinu

v ECM a angiogenezi.
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4.5 Valach et al. 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 Dec 1;131(11):2499-508.

Adhezi a rast regulujici lektin Gal-1 je efektor pro generovani myofibroblastl. V nasi
studii jsme srovnavali pfitomnost SMA-pozitivnich nadorové asociovanych
fibroblasti s endogennim lektinem Gal-1 a jeho in vivo konkurentem Gal-3. Ukazalo
se, ze ve spinocelularnich karcinomech hlavy a krku je up-regulace Gal-1 velmi
vyznamné korelovana s pfitomnosti SMA-pozitivnich nadorovych fibroblasti. Pro
uréeni dalSich korelaci na molekularni Grovni jsme pouzili microarray analyzu
odpovidajicich nadord. V nadorové asociovanych fibroblastech jsme nalezli
vyznamnou korelaci mezi nékolika transkripty a Gal-1. Tyto aktivované geny
(MAP3K2, TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN1) jsou spojeny se
znamymi faktory spojenymi se Spatnou prognézou u dlazdicovych karcinomt,
upregulaci NF-kB a downregulaci splicingu. Tyto vysledky poskytuji novy pohled na

vyznam pritomnosti myofibroblastii v karcinomech dlazdicovych epitelti.
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5. Diskuse

Ukazali jsme, Ze exprese jednotlivych galektini je Casto odliSna. Piestoze galektiny
maji zjevnou sekvencni homologii, kazdy protein nasleduje sviij charakteristicky
vzor exprese a biologické ulohy v pribéhu hojeni. Zda se, Ze existuje urcita paralela
mezi hojenim ran a ristem nadort (Dvorak, 1986; Kolar et al., 2012). Terapeutické
feSeni obou patologickych stavii vyvolava pottebu komplexniho piistupu, z n¢hoz
neni mozné vyjmout vazivovou slozku vytvaiejici vhodné mikroprostiedi.

Zda se, ze na modulaci mikroprostfedi se vyraznou mirou podili Gal-1, ktery
je up-regulovan v ranné fazi hojeni (Gal et al., 2011; Klima et al., 2009) jakozZto i v
karcinomech hlavy a krku s horsi prognézou (Valach et al., 2012), kde zasadnim
zpusobem ovliviiuje zénét a diferenciaci bunck. Podobné tomu je i v nékterych
jinych nadorech. Naproti tomu vyskyt Gal-3 je stimulovan v matura¢ni fazi hojeni
a pravdépodobné sehrava vyznamnou ulohu v procesu vyzravani granulac¢ni tkané
anasledné tvorb¢ jizvy. Tento lektin je v dne$ni dob& povazovan za znak fibrozy
(Henderson et al., 2006) a srde¢niho selhani (Luecke et al., 2010). Z publikovanych
praci vyplyva, ze v hojeni ran miize mit urcity modulacni efekt jest¢ galektin 2,4 a 7.
Zasadni uloha ostatnich galektinti v samotném hojeni tkani zistava zatim nejasna.

Pfi detailngj$im studiu Gal-1 v nadorovém stromatu a granula¢ni tkani jsme
zjistili, ze ob¢ tkané jsou za urcitych okolnosti ¢asto bohaté na tento lektin. V obou
ptipadech se zda, ze se tento galektin podili na vzniku myofibroblasti. Zejména se
ukazalo, ze exprese Gal-1 v nadorovém stromatu v dlazdicovych karcinomech hlavy
a krku ma vztah k ptitomnosti myofibroblastii a pozitivné koreluje s expresi genti
spojenych se $patnou prognézou pacienta (Valach et al., 2012). Gal-1 indukuje
diferenciaci fibroblasti na myofibroblasty s aditivnim U¢inkem ke TGF-$1/3
(Dvorankova et al., 2011). Z uvedenych vysledki muzeme piedpokladat, Ze by se
Gal-1 mohl uplatnit jako (i) prognosticky faktor, (ii) stimulant hojeni ran a (iii) v
lécbe Gal-1 pozitivnich nadort by jeho blokace mohla pfispét k zefektivnéni
soucasné terapie. Z toho pohledu by pravé glykobiologické aspekty interakce
nadorové buniky se stromatem mohly pifedstavovat nadéjny cil nové generace
protinadorové terapie (Smetana et al., 2013).

Mizeme usuzovat, ze maligni tumory jsou komplexnimi systémy (Egeblad et
al., 2010), které mohou stejné¢ jako normalni tkan obsahovat uréitou zasobu

kmenovych bun¢k (Sell, 2010). Tento fakt je nezbytné brat na zietel pii vyvoji
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novych terapeutickych piistupti v 1¢cbé zhoubnych nadorovych onemocnéni a terapii
hojeni ran. Na druhé strané je potieba uvést, ze vétSina prace byla realizovana na
bunécnych kulturach a hlodavcich. Korelace téchto studii k ¢lovéku by byla mozna,
pokud by neexistovala zadna mezidruhova variabilita anebo pokud by in vitro
experimenty odrazely komplexnost organismu. Nicméné diky dostupnosti lidskych
rekombinantnich tkanovych lektini mtze byt jejich tloha v procesu hojeni ran a
rustu nddord i1 naddle studovana v dalSich experimentalnich i humannich klinickych

vyzkumech.
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6. Zavéry a zhodnoceni cili

V disertacni praci jsme prokazali, ze:

1. Exprese a reaktivita vybranych galektint (-1, -2 a -3) v pribéhu hojeni kize (Gal
et al., 2011) a trachey (Grendel et al., 2012) je zna¢né podobna. Dokazali jsme, ze
galektin-1 je stimulovan v rannych fazich hojeni a galektin-3 spiSe pozdé&ji po dobu
zrani granulacni tkané a tvorby jizev. Zajimavé bylo pozorovani, ze v hojici se rané
dochdzi ke tvorbé vazebnych mist pro galektin-2 v jadfe keratinocytd behem

prolifera¢ni faze hojeni (Gal et al., 2011).

2. Galektin-1 ve srovnani s ostatnimi testovanymi galektiny (-3, -4 a -7) nejlépe
stimuluje produkci extracelularni matrix u fibroblasti. Tato matrix je bohatd na

fibronektin a galektin-1 (Dvorankova et al., 2011).

3. Extraceluldrni matrix bohatd na galektin-1 vytvaii vhodné mikroprostiedi pro
vyskyt a prezivani malo diferencovanych keratinocyti (Dvorankova et al., 2011) a
podporuje zejména rust endotelovych bunék ¢asteéné jejich produkci ECM
(Perzelova et al., 2014).

4. Existuje urcitd paralela mezi hojenim ran a ristem a nadoru. ZvySena exprese
galektinu-1 koreluje s vyskytem myofibroblasti v karcinomech hlavy a krku a mtze
byt povazovana za znak maligni progrese (Valach et al., 2012). Podobné¢ je exogenné
pfidany galektin-1 schopen indukovat diferenciaci fibroblastii na myofibroblasty, coz

vede k lepsi kontrakci rany u potkant (Dvorankova et al., 2011).
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