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Abstrakt

Galektiny hraji dilezitou roli v procesech bunécné proliferace, diferenciace, migrace a tvorby
mezibunééné hmoty. Jsou navic schopny prenaset bunécné signaly a i¢astnit se mezibunécéné
interakce. Bylo prokazano, ze se galektiny vyznamné i€astni pfi tvorbé mikroprosttedi nadoru
a/nebo hojici se rany. V této praci byla prokazana vyznamna role galektinl, zejména
galectinu-1, pfi hojeni ran a interakcich buné¢nych populaci (endotelové buiiky, fibroblasty a
keratinocyty) tvorici soucast granulacni tkan¢ piipadné nadorového stromatu. Zjistili jsme, ze
extracelularni matrix bohat4 na galektin-1 vytvaii vhodné prostfedi pro kultivaci keratinocytt.
Galektin-1 rovnéz indukuje diferenciaci fibroblastd na myofibroblasty. Poznani danych
procest ptispéje k porozuméni komplexnimu charakteru biologie nadoru a s jeho paralelou -

hojici se ranou.

Klic¢ova slova: tkanova reparace, regenerace, galektin, nador



Abstract

Galectins 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: tissue repair, regeneration, galectin, tumor



1. Uvod
Z divodu stale stoupajiciho vyskytu metabolickych, kardiovaskularnich a onkologickych

onemocnéni vzrista pravdépodobnost vyskytu Spatné se hojicich ran. Uz v roce 2003 se
pouze ve Spojenych statech americkych utratilo pfes 9 miliard dolarti na 1écbu komplikaci
ran patii stagnace tvorby granulacni tkdn€, zpomalena epitelizace, dehiscence a infekce rany,
jakoz 1 tvorba hypotrofickych, hypertrofickych a keloidnich jizev. Za tyto problémy je Casto
odpovédna dysfunkce kmenovych bunck a tkdnového mikroprostiedi. Tyto biologické déje
vedou k relativné pomalému priibéhu hojeni a k rozsahlé tvorbé jizev. Stimulace hojeni ran je
extracelularni matrix nebo na indukci kontrakce rany.

Na druhé¢ stran¢ hlavni divod limitované GspéSnosti konzervativni 1écby pokrocilych
nadorovych onemocnéni je dan skutecnosti, ze klasicka onkologicka terapie cytostatiky nebo
ionizujicim zafenim je zamétena predevsim na eliminaci rychle se délicich bunék nadorového
parenchymu (Korkaya et al., 2011; Scatena et al., 2011). Touto cestou ale nejsme schopni
zasadnim zplisobem naruSit nadorové mikroprostiedi a funkci nddorové kmenové bunky,
ktera je odpoveédna za dulezité komplikace protinddorové terapie jako je minimalni rezidudlni
nemoc a multi-l1ékova rezistence (Motlik et al., 2007). Ur¢itou moznosti by byla terapeuticka
manipulace nddorového mikroprostredi (pfedevSim stromatu), na némz jsou zavislé kmenové
buiiky. Klicovou ulohu pfi vytvareni nddorového stromatu a granula¢ni tkdné hraji fibroblasty
(Plzak et al., 2010; Strnad et al., 2010). Fibroblasty jsou potentnim zdrojem vybranych
rastovych faktord (napf. IGF-2 (inzulinu podobny rustovy faktor-2), BMP-4 (kostni
morfogeneticky protein-4)), cytokind (napt. IL-6 (interleukin-6)) a chemokini (napi. CXCL-
1, IL-8). Podobné nezastupitelny je jejich vyznam pii produkei strukturnich makromolekul
(kolagen, fibronektin, tenascin), které tvofi extracelularni matrix. Pro kontrakci rany je
zasadni jejich schopnost diferenciace na myofibroblasty, ty jsou navic schopny ovlivnit
biologické vlastnosti nadort (Desmouliere et al., 1993). Mimo zminénych regula¢nich
molekul existuje 1 skupina glykoprotienli schopnych zadsadnim zptsobem ovlivnit biologické
déje zapojené do hojeni ran a/nebo tvorby, ristu a metastazovani nddorti. Témito molekulami
jsou endogenni lektiny s komplexnim uUc¢inkem, schopné specificky rozpoznavat a vazat
sacharidové struktury a pfenaset rtizné signaly (Gendronneau et al., 2008). Mezi endogenni

lektiny patii i1 galektiny.



Galektiny jsou endogenni lektiny s komplexnim ucinkem. Jejich pocet je odhadovan
minimaln¢ na 15. Galektin-1 je ve zvySeném mnozstvi pfitomen v buiikdch a mezibunécné
hmot¢ stromatu riznych lidskych nadort a v hojici se rané (Klima et al., 2009; Thijssen et al.,
2010; Thijssen et al., 2007). Tento galektin hraje dulezitou roli v nadorové angiogenezi i
Vv samotném rustu a metastazovani nadoru (Saussez et al., 2009; Saussez et al., 2008). Ptesna
biologické funkce galektinu-1 pfi tvorbé nadorového mikroprostedi a hojeni ran ale zGstava
stale pfedmétem dalSiho vyzkumu. Daéle je zndmo, 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 galektinli pti tvorbé nddorového
stromatu a granulacni tkdné/jizvy nejsou zndma. Predlozeny projekt je zaméfen na studium
role vybranych galektini (zejména galektin-1, a -3) v biologii endotelovych bunék,
fibroblastii a keratinocyt, pii jejich vzajemné interakci a produkci mezibunééné hmoty.

Jiz dlouhou dobu se zd4, Ze existuje urCitd paralela mezi hojenim rdny a ristem
nadoru (Dvorak, 1986; Kolar et al., 2012). Terapeutické feSeni obou patologickych stavi
vyvolava potiebu komplexniho pfistupu, v némz nelze opomenout vazivovou komponentu

vytvarejici vhodné mikroprostredi.



2. Hypotézy a cile prace

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

1. Exprese a reaktivita vybranych galektinii v hojici se ran¢.

2. Vliv vybranych galektinti na produkei extracelularni matrix fibroblasty.

3. Interakce extracelularni matrix s keratinocyty a endotelovymi bunikami.

4. Paralela mezi hojenim ran a ristem a prognozou nadoru z pohledu glykobiologie.



3. Material a metodika a vysledky

Tato ¢ast je shrnuta do kapitol podle publikaci, které jsou obsahem disertacni prace.

4.1 Open Wound Healing In Vivo: Monitoring Binding and Presence of Adhesion/Growth-
Regulatory Galectins in Rat Skin during the Course of Complete Re-Epithelialization

Cilem studie bylo sledovat expresi a reaktivitu vybranych galektinii v prubéhu 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 (zanétliva faze), sedm (proliferaéni faze), a
jedenadvacet (maturacni 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
galektinli béhem riznych fazi hojeni ran. Pfitomnost Gal-1 je zvySend v ranné fazi hojeni.
Naproti tomu Gal-3 byl pfitomen az v nové vytvotfené granulacni tkani. Mimo to, nuklearni
reaktivita epidermélnich bunék pro Gal-2 byla pozorovéna sedm dni po traumatu. V této praci
jsme ukdézali dynamickou regulaci galektinti béhem re-epitelizace rany. Takové zmény mohou
poukazovat na potencialni cile pro vyvoj novych 1éki ke stimulaci hojeni rany a nasledn¢ i

1é¢be pacienttl.

4.2 Early stages of trachea healing process: (immuno/lectin) histochemical monitoring of

selected markers and adhesion/growth-regulatory endogenous lectins

Tracheotomie miize byt spojena s fadou akutnich a chronickych komplikaci v¢etné rozsahlé
tvorby granulacni tkang. Pti pouziti protilatek a znacenych tkanovych lektint (Gal-1, -2 a -3)
jsme sledovali pfitomnost a regulaci reaktivity galektinii béhem hojeni ran pridusnice. Navic
jsme pouzili protilatky proti vysoko-molekularnim  keratinim, Sirokospektralnim
cytokeratinim, keratinu-10 a -14, a-hladko-svalového aktinu, vimentinu, fibronektinu a Sox-
2, s pomoci kterych byly srovnavany zmrazené fezy z poranénych (7, 14, a 28 dni po
traumatu) a intaktnich pradusnic. Jasny trend jsme pozorovali u Gal-1, pfi¢emz jeho exprese s
dobou hojeni klesala a reaktivita se zvySovala. Sox-2-pozitivni buiiky byly pfitomny po sedmi
dnech v lazku rany. Z tohoto pohledu je zajimavé, ze ve srovnani s hojenim kiize byla

pozorovana podobnost zejména pfi regulaci Gal-1.



4.3 Human galectins induce conversion of dermal fibroblasts into myofibroblasts and
production of extracellular matrix: potential application in tissue engineering and wound
repair

V této Casti nasi prace jsme studovali, zda jsou lidské galektiny schopny stimulovat pfeménu

lidskych dermalnich fibroblastii na myofibroblasty a produkci bioaktivni extracelularni matrix

vhodné pro péstovani bunécné kultury. Testovali jsme panel galektini vSech tfi podskupin,
véetné piirodnich 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 ptitomnosti TGF-B1, ale vykazovala aditivni
ucinek. Myofibroblasty jsou relevantni naptiklad pro progresi nddoru a jimi generovana ECM
bohata na fibronektin a Gal-1 podporovala riist kultury keratinocytl bez aplikace podpirnych
bun¢k. Za zminku stoji informace, Ze keratinocyty kultivované na tomto podlozi mély fenotyp
podobny buinkdm kmenovym (malé rozméry a exprese keratinu-19). V in vivo experimentu
jsme ukazali, Ze stimulace hojeni s Gal-1 méla pozitivni vliv na kontrakei ran. V této praci
navic popisujeme diferencialni potencial vybranych lidskych galektinti (1, 3, 4 a 7) k vyvolani
konverze dermalnich fibroblastl myofibroblasty a jejich schopnost produkovat bioaktivni

ECM.

4.4 Extracellular matrix of galectin-1-exposed dermal and tumor-associated fibroblasts

favors growth of human umbilical vein endothelial cells in vitro: a short report

Cilem této casti nasi prace bylo stanovit ucinek bioaktivni ECM produkované normalnimi
dermalnimi nebo naddorovymi fibroblasty vystavenymi piisobeni Gal-1 na lidské pupecnikové
endotelové bunky (human umbilical vein endothelial cells - HUVEC). Fibroblasty byly
kultivovany 10 dni s lektinem, néasledné byla kultura zbavena bunécnych slozek osmotickym
Sokem. Cerstvé izolované HUVEC byly nasazeny na takto vytvotenou ECM. Soub&zné byly
HUVEC naockovany na Cisté a Zelatinou potazené povrchy. Pozitivni kontrolou ristu bunék
bylo pouZiti média doplnéného o vaskularni endotelidlni riistovy faktor. Buiiky jsme nasledné
kultivovali po dobu dvou dnli a pak podrobili imunocytochemickému Setfeni. Endotelové
buiky péstované na ECM generované fibroblasty vykazovaly pomérné vysoky stupeni
proliferace. Kromé toho vedl kontakt HUVEC se substraitem produkovanym nadoroveé-
asociavanymi fibroblasty ke tvorb¢ sit¢ obzvlasté bohaté na fibronektin. NaSe prace ukazuje,
ze Gal-1 je schopen vyvolat produkci ECM stimulujici rust endotelovych bunék. Avsak v
budoucnu bude potieba realizovat dalsi praci na charakterizaci strukturdlnich rysit ECM a in

situ korelaci pfitomnosti lektinu v ECM a angiogenezi.
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4.5 Smooth muscle actin-expressing stromal fibroblasts in head and neck squamous cell

carcinoma: increased expression of galectin-1 and induction of poor prognosis factors

Adhezi a rust regulujici lektin Gal-1 je efektor pro generovani myofibroblasti. 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 pritomnosti SMA-pozitivnich nadorovych fibroblastd. 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, PTPLADI1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN1) jsou
spojeny se znamymi faktory spojenymi se Spatnou prognézou u dlazdicovych karcinomi,
upregulaci NF-kB a downregulaci splicingu. Tyto vysledky poskytuji novy pohled na vyznam

ptitomnosti myofibroblasti v karcinomech dlazdicovych epitelt.

11



5. Diskuse

Ukazali jsme, Ze exprese jednotlivych galektini je Casto odliSna. Prestoze galektiny maji
zjevnou sekvencni homologii, kazdy protein nasleduje sviij charakteristicky vzor exprese
a biologické ulohy v pribéhu hojeni. Zda se, Ze existuje urcitd paralela mezi hojenim ran a
rastem nadort (Dvorak, 1986; Kolar et al., 2012). Terapeutické feseni obou patologickych
stavll vyvolava potiebu komplexniho pfistupu, z néhoz neni mozné vyjmout vazivovou slozku
vytvéiejici vhodné mikroprostiedi.

Zda se, ze na modulaci mikroprosttedi se vyraznou mirou podili Gal-1, ktery je up-
regulovan v ranné fazi hojeni (Gal et al., 2011; Klima et al., 2009) jakozto i v karcinomech
hlavy a krku s horsi prognézou (Valach et al., 2012), kde zasadnim zpisobem ovliviiuje zanét
a diferenciaci bun¢k. 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 granulacni tkané a nasledné tvorbé jizvy. Tento lektin je v dnes$ni dobé
povazovan za znak fibrozy (Henderson et al., 2006) a srde¢niho selhani (Luecke et al., 2010).
Z publikovanych praci vyplyva, Ze v hojeni ran mlze mit urcity modulacni efekt jesté galektin
2,4 a 7. Zasadni uloha ostatnich galektinii v samotném hojeni tkani zistava zatim nejasna.

Pfi detailnéj$im studiu Gal-1 v nddorovém stromatu a granulacni tkani jsme zjistili, Ze
ob¢ tkang jsou za urcitych okolnosti Casto bohaté na tento lektin. V obou piipadech se zda, ze
se tento galektin podili na vzniku myofibroblastl. Zejména se ukazalo, ze exprese Gal-1 v
nadorovém stromatu v dlazdicovych karcinomech hlavy a krku ma vztah k pfitomnosti
myofibroblasti a pozitivné koreluje s expresi gentli spojenych se §patnou progndzou pacienta
(Valach et al., 2012). Gal-1 indukuje diferenciaci fibroblasti na myofibroblasty s aditivnim
ucinkem ke TGF-B1/3 (Dvorankova et al.,, 2011). Z uvedenych vysledkii mutzeme
predpokladat, Ze by se Gal-1 mohl uplatnit jako (i) prognosticky faktor, (ii) stimulant hojeni
ran a (iii) v 1é¢bé Gal-1 pozitivnich nadorti by jeho blokace mohla piispét k zefektivnéni
soucasné terapie. Z toho pohledu by pravé glykobiologické aspekty interakce nadorové builky
se stromatem mohly pfedstavovat nadéjny cil nové generace protinadorové terapie (Smetana
etal., 2013).

Mizeme usuzovat, ze maligni tumory jsou komplexnimi systémy (Egeblad et al.,
2010), které mohou stejné jako normalni tkan obsahovat uréitou zasobu kmenovych bunék
(Sell, 2010). Tento fakt je nezbytné brat na zfetel pti vyvoji novych terapeutickych piistupt v
1écbeé 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
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studii k ¢lovéku by byla mozna, pokud by neexistovala zddna mezidruhovéa variabilita anebo
pokud by in vitro experimenty odrazely komplexnost organismu. Nicméné diky dostupnosti
lidskych rekombinantnich tkanovych lektint mize byt jejich uloha v procesu hojeni ran a
rustu nadorti 1 nadale studovana v dalSich experimentalnich i humannich klinickych

vyzkumech.
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6. Zavéry

V disertacni praci jsme prokazali, ze:

1. Exprese a reaktivita vybranych galektind (-1, -2 a -3) v prub&hu 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 pozd¢ji po dobu zrani granulacni tkané
a tvorby jizev. Zajimavé bylo pozorovani, ze v hojici se ran¢ dochazi ke tvorbé vazebnych

mist pro galektin-2 v jadfe keratinocytii béhem proliferacni faze hojeni (Gal et al., 2011).

2. Galektin-1 ve srovnani s ostatnimi testovanymi galektiny (-3, -4 a -7) nejlépe stimuluje
produkeci extracelularni matrix u fibroblastli. Tato matrix je bohata na fibronektin a galektin-1

(Dvorankova et al., 2011).

3. Extracelularni matrix bohata na galektin-1 vytvafi vhodné mikroprostiedi pro vyskyt
a pfezivani malo diferencovanych keratinocyta (Dvorankova et al., 2011) a podporuje

zejména rust endotelovych bunék ¢astecné jejich produkci ECM (Perzelova et al., 2014).

4. Existuje urcitd paralela mezi hojenim ran a ristem a nddoru. ZvySend exprese galektinu-1
koreluje s vyskytem myofibroblastti v karcinomech hlavy a krku a mize byt povazovana za
znak maligni progrese (Valach et al., 2012). Podobn¢ je exogenné piidany galektin-1 schopen
indukovat diferenciaci fibroblasti na myofibroblasty, coz vede k lepsi kontrakci rany u

potkanti (Dvorankova et al., 2011).
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