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Abstrakt

Glykobiologie ptedstavuje progresivné se rozvijejici obor bunécné biologie. Interakce protein-
sacharid nema jenom organizacni a podptrnou funkci, ale je kodujicim a selektivnim faktorem.
Galektiny, skupina zivocisnych lektinti (proteint vazajicich sacharidy), které maji vysokou afinitu
k B-galaktosidim, se v bufice podileji na Siroké Skale dé&ju. Galektiny ovliviiuji mezibunééné
interakce, transmembranovou signalizaci, apoptdzu, sestiih pre-mRNA a jejich pfitomnost byla
potvrzena i Vv celé fadé nadort. Ve stromatu nadort vychazejicich z dlazdicového epitelu je
galektin-1 exprimovan ve vysoké mite. V pfedchozich studiich jsme prokazali, ze ptechod
fibroblastti na myofibroblasty, kromé uz znamého TGF-B, je indukovan i galektinem-1. Studovali
jsme vztah mezi expresi galektinu-1, pfitomnosti myofibroblasti a genovou expresi vybranych
gend v klinickém materidlu ziskaném peroperacné z dlazdicovych karcinomti hlavy a krku.
Prokazali jsme zvySenou expresi galektinu-1 ve stromatu nadord, které obsahovaly
myofibroblasty oproti nadorim bez jejich pfitomnosti. Pomoci genomického ptistupu za pouziti
mikrochipové analyzy byl vyhodnocen transkriptom na celogenomové Grovni u tumorti s Vysokou
expresi galektinu-1 a u tumort bez tohoto lektinu. Pozornost se soustiedila na geny spojené se
Spatnou prognézou vyvoje onemocnéni (MAP3K2, TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a
SPIN 1). ZvySena exprese galektinu-1 byla ve shod¢ se zvySenou expresi téchto gentli. Dale jsme
sledovali pfitomnost galektinu-9 u zdravé a nadorové tkané z oblasti hlavy a krku a jeho vliv na
expresi diferenciacnich znaku, keratinti 14 a 19. Bunky ze stratum basale zdravé tkan¢ (obsahujici
proliferujici buniky) obsahovaly galektin-9. Nadorova tkan byla vzdy galektin-9 negativni.
Nejpocetnéjsi bunécnou slozkou nadorového stromatu jsou nddorové asociované fibroblasty
(CAF). Jejich biologicka aktivita ovliviiuje vlastnosti nadort. Pomoci analyzy transkriptomu
(Illumina) jsme urcili skupinu 560 geni, které jsou rozdilné¢ exprimované u zdravych a CAF
fibroblasti. Vybrané proteiny IGF-2 a BMP 4 produkované CAF maji schopnost ménit fenotyp
zdravych epitelovych bunék, které ziskaji znaky nadorovych bunék. Zkoumali jsme, jak se méni
genova exprese CAF oddélenych inzertovym systémem od zdravych a malignich epitelidlnich
bun¢k. Exprese zanétlivych chemokint IL-8 a CXCL-1 byla u CAF kontinualni na rozdil od

zdravych fibroblasti, kde byla exprese chemokinii pouze docasna.

Zavérem lze konstatovat, Ze naSe vysledky potvrdily, Ze existuje vyznamny vztah mezi
vlastnostmi stromatu a expresi genl spojenych s vyvojem onemocnéni u dlazdicovych karcinomu

hlavy a krku.

Klicova slova: galektin, nadorove asociované fibroblasty, nadorové stroma



Abstract

Glycobiology represents a very progressive subject of cell biology. Protein-saccharide
interactions play not only supporting and cell organization role, but they also represent medium
for information storage and its decoding. Galectins, group of animal lectins (saccharide-binding
proteins), which have selective affinity to B-galactosides, are multifactorial molecules. They
participate in cell-cell and cell-matrix interaction, transmembrane signaling, apoptosis, pre-
MRNA splicing and are also present in various types of carcinomas. High expression of galectin-1
has been detected in cancer stroma originated from squamous cell epithelium. In the previous
study we established that the fibroblasts - myofibroblasts transition, apart from the known TGF-
beta, is also induced by galectin-1. We compared relationship between galectin-1 expression,
presence of myofibroblasts and gene expression in tissue samples from patients with head and
neck squamous cell carcinoma. Cancer stroma with myofibroblasts was rich in galectin-1
expression in comparison with stroma without myofibroblasts. Moreover, we used microarray
analysis (ILLUMINA) to compare the whole genome transcriptome from samples with and
without presence of galectin-1. High expression of galectin-1 in tissue samples corresponded with
expression of selective genes (MAP3K2, TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN 1)
representing markers of poor prognosis for the patients with this type of tumor. The biological
function of galectin-9 is still not well known. In this thesis we also looked at presence of galectin-
9 in relation with expression of differentation cell markers such as keratin-14 and keratin-19.
Cells from the basal layer of epithelium always expressed galectin-9 although the cancer tissue
was negative. Most abundant cell types in cancer stroma are cancer associated fibroblasts (CAF).
Illumina transcriptoma analysis showed that 560 genes are expressed differently in normal
fibroblasts compared to CAF. Two selected proteins, BMP-4 and IGF-2, are able to change the
fenotype of normal keratinocytes which acquired cancer cell-like properties. In this context, we
used transwell membrane system to look at biological activity of CAF under influence of normal
and cancer cells during a long time period. Expression of inflammation chemokines IL-8, CXCL-

1 by CAF was continual in contrast with normal fibroblasts which was just temporary.

Finally, we may conclude that relation between biological activity of cancer stroma and

expression of genes is important in progression of head and neck squamous cell carcinoma.

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

CAF - cancer-associated fibroblast
CRD - carbohydrate recognition domain
CXCL1/GRO o — cytokine

BMP-4 - bone morphogenetic protein
ECM - extracelular matrix

EMT - epithelial-mesenchymal transition
IGF-2 - insulin-like growth factor

IL-8 - interleukin

K-14,-19 - keratin

TGF-p - transforming growth factor g

o-SMA - o smooth muscle actin
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1 Uvod

Dlazdicové karcinomy hlavy a krku jsou zhoubné epitelidlni novotvary vznikajici maligni
transformaci bun€k epiteld sliznic horni ¢asti dychaciho a traviciho systému. Tvoii 85-90 % vSech
zhoubnych nadort hlavy a krku. Celosvétovou incidenci kolem 500 000 novych pfipada rocné se
fadi na 5. misto v Cetnosti mezi lidskymi malignitami. Jsou charakterizovany lokalni agresivitou,
Castym regionalnim lymfatickym metastazovanim a méné Casto metastazovanim vzdalenym,
¢asnymi recidivami a vysokou frekvenci vyskytu mnohocetnych nadord. Z rizikovych faktort se
na vzniku téchto nadort podili koufeni a abusus alkoholu, zejména destilati (Plzak et al, 2010).

I ptes pokroky v diagnostice a zavedeni novych kombinovanych lé¢ebnych postupt
(chirurgie, radioterapie, chemoterapie, biologicka 1écba) nedosSlo v poslednich dekadach
K vyraznému zlepSeni prognozy pacientd s délkou pétiletého preziti na hranici 50 %. Tato
statistika fadi dlazdicové karcinomy mezi malignity s nejhorsi prognozou.

Bézn¢ uzivané prognostické znaky (TNM staging, histopatologicky grading, extranodalni
Sifeni, vaskularni a perineuralni Sifeni, celkovy zdravotni stav nemocného, performance status
atd.) v fad¢ ptipadi selhavaji. Jedinymi specifickymi prognostickymi znaky rutinné uzivanymi pfi
planovani léebného postupu jsou tak i1 nadale lokalizace a rozsah onemocnéni spolu
s patologickymi charakteristikami. Nadory vSak vykazuji zna¢nou heterogenitu biologického
chovani a nezfidka se u pacientd s onemocnénim ve shodném stadiu setkavame s odlisnou
odezvou na lécbu. Z tohoto hlediska je nutné definovat nové znaky lépe charakterizujici
onemocnéni a odpovéd na terapii. V soucasnosti je velké uUsili zaméfeno na objasnéni
molekularnich d&ji spojenych se vznikem nédort a stejné tak na identifikaci molekularnich znaki
1épe popisujicich jejich biologické chovani. Definovani téchto tzv. biologickych markert by mélo
napomoci pii vybéru u¢inného minimalné zatézujiciho lécebného postupu.

V poslednich letech se védecké usili v pochopeni povahy nadora soustfed’uje na jednotlivé
molekularné-biologické znaky dlazdicovych karcinoml.. Do soucasnosti byla na molekuldrni
urovni popsana fada parametr vykazujicich vztah k biologickému chovani dlazdicovych
karcinoml hlavy a krku. K nejslibn&jSim patii predevSim diferenciacni znaky jako napftiklad
keratin 8, keratin 19, proliferani znak Ki67, proteiny fidici bunéény cyklus, jako cykliny, cyklin
dependentni kinazy a jejich inhibitory, proteiny rodiny p53, komponenty extracelularni matrix a
protedzy napf. matrix-metaloproteindzy, dale ristové faktory a jejich receptory, EGFR a TGFp.
K zajimavym znakim patii 1 glykobiologické parametry, predevsim exprese endogennich lektinti

a jejich vazebnych mist (Plzak et al, 2010).



Ptedlozena disertace se zabyva lidskymi endogennimi lektiny a jejich vazebnymi epitopy
u dlazdicovych nadort hlavy a krku v porovnani s normalnimi zdravymi epitely, s diirazem na
pochopeni a objasnéni ulohy téchto lektint v epitelo-mezenchymové interakci nadorového

parenchymu a stromatu.



2 Glykokéod

Pochopeni vyznamu sacharidi a jejich konjugati vedlo k vytvofeni novych pojmui
vV bunééné biologii jako je napt. glykofenotyp nebo glykokdd (Gabius, 2009).

Sacharidy jsou nejpocetnéjsi skupinou organickych molekul a jsou povazovany za jednu
ze zakladnich stavebnich jednotek zivé piirody, kde maji mnoho rozdilnych biologickych funkci
(Varki, 1993). Hraji roli nejen jako energetické rezervoary, ale maji i ulohu strukturalni a
Vv poslednich letech je zkoumana také jejich role pfi ukladani a pfenosu informace. Prestoze
sacharidy nejsou primarnim produktem genetické informace, a oproti nukleovym kyselindm a
proteinim - jichz vice nez polovina jsou glykoproteiny (Apweiler et al, 1999) - je ptenos takové
informace omezeny, pravé vysoka diverzita glykosidické vazby monosacharidu, tedy velky pocet
hydroxylovych skupin, poskytuje mnohem vét$i rozmanitost pii tvorbé jednotlivych vazeb ve
srovnani s nukleotidy ¢i aminokyselinami. Jinymi slovy, pfi zachovéani identického poctu
zakladnich strukturnich prvkl v fetézci ptesahuje informacni potencial oligo- a polysacharida
poctem moznych permutaci moznosti nukleotidl i proteind.

Pro lepsi pochopeni velkého informac¢niho potencidlu uved'me jednoduchy ptiklad.
Trinukleotid tvofeny Ctyfmi typy purinovych a pyrimidinovych nukleotidi davd 64 moZznych
permutaci. Tripeptid tvofeny tfemi aminokyselinami mize existovat ve 20°, tedy v 8000 moznych
permutaci. Naproti tomu u trisacharidu, ktery je slozen ze tfech pfirozené se vyskytujicich
monosacharidii, se miizeme setkat s poctem asi 9 x 10° moznych isomerti, kter¢é mohou dat
potencial pro 9 x 10° moznych permutaci (Sharon, Lis, 1989, 1993).

Recentni studie dokazuji, Ze biologicka informace nesend témito oligosacharidy mize byt
interpretovana specifickymi proteiny, tzv. lektiny, které rozpozndvaji cukernou doménu.
Vzhledem k vyznamné roli oligosacharidu v iloze pienosu epigenetické informace hovoii nékteti
autofi o tzv. glykokédu (Gabius et al, 2002). Cukerny kéd ma pak nékolik rovin. Prvni Groven
mizeme chapat jako sekvenci monosacharidt v oligo- ¢i polysacharidovém fetézci, ktera je dale
ovlivnéna konformaci. Druhou turoven predstavuje vétveni sacharidovych fetézci a treti
lokalizace v prostoru a Case, exprese specifickych glykokonjugatii mize byt typicka pouze pro
urcity stupen vyvoje ¢i diferenciace. Pfitomnost ¢i absence urcitych glykokonjugati se mtze také
vazat pouze na konkrétni stav napft. pti nemoci (Schachter, 1999; Gabius et al, 2002). V moderni
biologii se vyzkum sacharidového kodu jako cile selektivné pusobicich terapeutik stal

pravdépodobné hlavnim pfedmétem zakladniho 1 aplikovaného vyzkumu sacharidi.



O tom, Ze sacharidy jsou mimotfadné¢ dilezitou skupinou pfirodnich latek, svéd¢i i
skutecnost, ze za jejich vyzkum byly udéleny tfi Nobelovy ceny: Hermanu Emilu Fischerovi
(1912) za syntézu sacharidl a purinti, Walteru Normanu Harworthovi (1937) za syntézu sacharidi
a vitaminu C a Luisu Frederiku Leloirovi (1970) za objev nukleotidii a jejich vyznamu pro

biosyntézu sacharidi.



3 Lektiny

V Zivém organismu je neustald potfeba dorozumivani se na bunééné urovni. Bunééné
rozpoznavani je zdkladem vétSiny biologickych dé&ju, jako je naptiklad vyvoj zarodku, interakce
patogenu s bunéénymi povrchy a imunitni odpovéd’. Nezastupitelnd je jeho role v rozSifovani
nadorovych bunék v organismu. Aby tyto procesy vibec probihaly, musi mit organismus
k dispozici receptor (,,Cteci zatizeni), coz jsou Casto proteiny bunéénych povrchi, které obvykle
postradaji katalytickou aktivitu enzymii. V glykobiologii jsou touto receptorovou molekulou
lektiny. Ty specificky rozeznavaji cukerny motiv a v ném uloZenou informaci. K tomu, aby latka
mohla plnit funkci nositele informace, musi spliovat nékolik pozadavkl. Jednak musi byt
ptitomno specifické kddovani (informace musi byt jednozna¢na a musi byt i deSifrovatelnd s
nizkou pravdépodobnosti Spatné interpretace). Dale musi byt Sifrovaci sekce biomolekuly
pomérné mald, aby jeji syntéza nebyla energeticky narocnd, a musi byt také prostorové snadno
ptistupna. Konecné kddovaci slou¢eniny museji mit dostatecny potencial pro rychlé strukturalni
zmény. VSechny tyto pozadavky spliuji sacharidy v mife vice nez dostate¢né (Sharon, 2007).

Lektiny jsou proteiny odlisné od imunoglobulint, které vazou mono-, oligo- a
polysacharidy reverzibilné a s vysokou specifitou, ale souc¢asné nevykazuji zadnou katalytickou
aktivitu. Kazdy lektin obsahuje typicky jednu, castéji dvé a vice domén rozpoznavajicich
sacharidy (tzv. carbohydrate recognition domain, CRD). Kdyz reaguji s bunkami, vazou nejen
sacharidy na jejich povrchu, ale vyvolavaji 1 zesitovani bunck a jejich nasledné shlukovani -
aglutinaci. Tato vlastnost je charakteristickda a zakladni pro vSechny lektiny. Tento d&j je
inhibovan sacharidovymi ligandy, pro které jsou lektiny specifické. Receptory lektinového typu
se vyskytuji ve vSech organismech, od virli a bakterii pies rostliny az k zivo¢ichiim a savcim.
Tvofti heterogenni skupinu oligomernich proteini, které se lisi velikosti, strukturou i stereochemii
svych CRD domén, ale lze vystopovat jisté podobnosti v sekvencich aminokyselin. Lektiny byly
poprvé izolovany z rostlin, dnes jsou vSak znamy u vSech organismi, vcetné ¢loveéka (Sharon,
2004; Loris, 2002).

Lektiny se formalné ¢leni na jednoduché a mozaikové. Jednoduché maji molekulovou
hmotnost pod 40 kDa a vedle CRD mohou obsahovat dal§i domény. Radi se mezi né viechny
rostlinné a z zivoc¢isnych lektinti dnes hojné studované galektiny (dfive zvané S-lektiny).
Mozaikové lektiny obsahuji nékolik druhii vazebnych mist, z nichZ jenom jedno ma vlastnosti
CRD. Patii sem virové hemoaglutininy na jedné stran¢ a zivo¢isné C-, P- a l-lektiny na strané

druhé (Crocker et al, 1998).



4 Galektiny

Galektiny jsou evolu¢né velmi konzervativni zivocisné lektiny, které jsou popsany nejen u
obratlovcli a bezobratlych, ale i u virt. Galektiny jsou charakterizovany vysokou vazebnou
afinitou k p-galaktosidim, pfitomnosti specifickych sekven¢nich useki v CRD doméng,
divalentnosti ¢i schopnosti multivalentnich vazeb nebo az moznosti zesitovaténi ligandii na
bunécné membran€ nebo v extracelularni matrix.

Galektiny se klasicky déli podle struktury do tii podskupin (Hirabayashi, 1993; Cooper,
2002; Houzelstein et al, 2004):

I) ,,prototype” — s jednou CRD doménou (Galektin-1,-2,-5,-7,-10,-13,-14), vétsinou existuji jako

dimery;

I) ,,tandem repeat” — s dvéma riznymi CRD doménami na témze polypeptidovém fetézci, které

jsou vzajemné odlisné a jsou odlisné i od jinych galektint (Galektin-4,-6,-8,-9,-12);
III) ,,chimera®“ — kromé CRD obsahuje jesté jinou doménu (Galektin-3).

Interakce galektind s jejich glykoligandy neni zavisla na koncentraci Ca®* iontt (Gabius et
al, 1997). Uplatnéni galektind in vivo je velmi Siroké. Prakticky kazda bunka disponuje alespon
jednim typem galektinu. Existence jemnych rozdila ve specificité vazby k riznym glykoligandiim
je ziejm& divodem, pro¢ jsou v organismech pfitomné galektiny, které rozpoznavaji velmi
podobné spektrum cukernych epitopii. Galektiny se podili na regulaci proliferace, diferenciace,
apoptozy a hraji roli v mezibundéné interakci. Rada galektinti piisobi v imunitnich procesech,
naptiklad v amplifikaci kaskady u zéanétlivych pochodi nebo v regulaci autoimunitnich dé&ji
(Rabinovich et al, 2002; Buzas et al, 2006).

V dnes$ni dobé se také poodhaluje vyznam galektini v nddorové biologii (André et al,
1999). Recentni studie dokazuji, ze nékteré z charakteristickych ryst nadorovych bunék jsou
spojeny s kvalitativnimi ¢i kvantitativnimi odchylkami oligosacharidovych sekvenci bunécného
povrchu. Galektiny mohou slouzit také jako nezavisly prognosticky znak. Naptiklad zvySena
cytoplasmaticka exprese galektinu-1 a galektinu-3 je popsana u vsech typt karcinomu §titné zlazy
(Chiariotti et al, 1995) stejn¢ jako u kolorektalniho karcinomu (Nagy et al, 2003), kde je prokazan
vztah K pokroc¢ilému stadiu a ke kratSi dobé pieziti. Obdobné vyskyt galektinu-3 u karcinomu

prsu (Moisa et al, 2007) je spojen s hor$i prognézou onemocnéni.



5 Nadorové stroma

Znama teorie Stephena Pageta ,seed and soil“, ktera postuluje zavislost nidacni a
proliferac¢ni schopnosti diseminovanych nadorovych bun¢k na vhodnych podminkéach vzdalené¢ho
prostiedi, je historicky prvni moderni hypotézou, kterd vSak nedokaze komplexné postihnout
vSechny aspekty metastazujiciho procesu u jednotlivych typii nadora (Weinberg, 2007; Fidler et
al, 2003).

Pohled na ulohu nadorového stromatu prosel znacnym vyvojem. V dne$ni dobé neni
nadorové stroma jiz chapano jako pouha pasivni slozka nadoru, ktera plni jen funkci podptrnou
ve vztahu k nadorovému parenchymu, naopak je povazovano za dulezity faktor, ktery ovliviluje
biologickou povahu nadoru. Stroma tvofi tzv. niche pro progresi a migraci nadorovych bunék,
stejné¢ tak umoziuje nidaci pro metastazujici bunky. Nadorové stroma predstavuje velice
dynamickou populaci, kde dochazi k permanentni remodelaci, degradaci poskozenych cCasti a
syntéze Casti novych (Li et al, 2007; Egeblad et al, 2010). Nadorové stroma se tak podoba niche,
které ke své ¢innosti potiebuji kmenové bunky (Watt et al, 2011).

Je jiz dlouho zndmo, ze nadorové stroma ma rozdilnou morfologickou strukturu oproti
mezenchymové sloZce normalni tkdné. Nadorové stroma je komplexni tkan, slozend z fibroblast
a extraceluldrni matrix, cév a rlznych typl leukocytii (Polyak et al, 2009; Plzak et al, 2010).
Pomér a slozeni bunécné a extraceluldrni ¢asti stromatu neni u vSech nadort stejné. Nejpocetnéjsi
bunécnou slozkou stromatu jsou nadorové asociované fibroblasty. Jejich ptivod je nejasny.
Mohou vznikat z lokalniho mesenchymu vlivem parakrinni aktivity nadorovych bunék, epitelo-
mezenchymovou transformaci nddorovych bunék, ale i naptiklad z pericytl, makrofagi nebo
z cirkulujicich mesenchymovych kmenovych bunék kostni dfen¢ (Mishra et al, 2009). Nadorové
asociované fibroblasty jsou dulezitou sloZzkou mikroprostiedi podobného niche, které je vhodné
pro udrzovani kmenovosti mesenchymovych a nadorovych kmenovych bunék (De Wever et al,
2003; Motlik et al, 2007; Szabo et al, 2011).

Komunikace nddorového stromatu s epitelovou slozkou nadoru usti v jev nazyvany
epitelo-mezenchymova interakce (EMI). Tento biologicky d¢j je pravdépodobné zodpovédny za
uvolnéni nékterych predisponovanych nadorovych bunék z epitelové slozky, jejich transformaci
v mezenchymovou buiiku, kterd je pak schopna po transportu cévnim feciSt€ém zaloZit vzdalené
metastazy za pomoci opacného dé€je — mezenchymo-epitelové transformace (MET) (Weinberg,
2007).

Dalsim védecky inspirujicim poznatkem je fakt, ze na nadorova onemocnéni je
V soucasnosti nahlizeno jako na onemocnéni kmenovych bunék. Hypotéza tzv. nadorovych

kmenovych bunék (cancer stem cells) byla vyslovena na konci osmdesatych let minulého stoleti.



Je predpokladana existence malé subpopulace nddorovych buné¢k, které maji obdobné vlastnosti
jako bunky kmenové. Nadorové kmenové bunky pravdépodobné vykazuji nelimitovanou
mitotickou aktivitu, schopnost sebeobnovy, repopulace nadoru, vysokou schopnost migrace a
rezistence vuc¢i chemoterapeutikiim a zafeni. Je tedy velmi pravdépodobné, ze jsou zodpoveédné za
relaps onemocnéni po onkologické 1écbé (Ailles et al, 2007). Nadorové kmenové bunky by tak
navic - diky vySe uvedenym vlastnostem - mohly byt t¢mi nejvyznamné¢jsSimi bunkami, které
podstupuji epitelo-mezenchymovou transformaci a jsou tak pfipravené zalozit vzdalenou
metastazu. V soucasné dobé¢ je jiz Siroce akceptovano, ze se v nddorovém parenchymu vyskytuji
tyto bunky s vlastnostmi bunék kmenovych — tzv. nadorové kmenové bunky, které se aktivné
podileji na formovani a Sifeni nddoru (Cordon-Cardo, 2010). Je zndmo, Ze normalni tkanové
kmenové buiiky pottebuji specifické mikroprostiedi, které sehrava zasadni roli pfi udrzovani
jejich kmenovych vlastnosti. Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze toto specifické mikroprostiedi
budou vyzadovat i nadorové kmenové buinky. Timto mikroprosttedim by mohlo byt praveé
nadorové stroma. Zvlastni vlastnosti nddorového stromatu tak podporuji piezivani nadorovych
bunck a stimuluji rist a Sifeni nddoru (Li, Neaves, 2006).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze maligni tumory jsou komplexnimi systémy (Egeblad et al,
2010) a stejné jako normalni tkan obsahuji zasobu kmenovych bunék (Sell 2010).
Stromalni mikroprostfedi miiZze ovlivilovat biologické vlastnosti nadoru jako je lokalni invazivita
a metastaticky potencidl (Plzdk et al, 2010). Posledni vyzkumy v oblasti glykobiologie
nadorového stromatu naznacily, Ze pravé glykobiologické aspekty interakce nadorové bunky se

stromatem piedstavuji nadéjny cil nové generace protinadorové terapie (Smetana et al, 2013).



6 Cile disertacni prace

Ve své praci jsem se zaméfil na oblast glykobiologie nadori hlavy a krku se zietelem na
mozné ovlivnéni nasledujicich okruhi interakei nadorovych bunék se stromatem. Sledovany byly

Zejména:

1. Funkce vybranych ¢lenii rodiny endogennich lektini v mozné etiopatogenezi nadort.

2. Rozdily v transkriptomu normadlnich fibroblastl a fibroblastli izolovanych z nadord hlavy a

krku.

3. Vlivy normalnich a nadorovych epitelovych bun¢k na normalni fibroblasty a fibroblasty

ziskané z nadora.
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7 Material a metodika

Material a metody jsou detailné popsany v prilozenych publikacich. V disertaci je uveden
pouze struény souhrn pro lepsi pochopeni textu. V ramci disertatni prace jsme analyzovali
normalni tkané (sliznice hlavy a krku) a z nich vychazejici dlazdicové karcinomy. VeSkery
materidl byl ziskan na zakladé informovaného souhlasu pacienta, jehoz text byl schvalen
ptislusnou etickou komisi spolupracujiciho zdravotnického zafizeni (VSeobecnd fakultni
nemocnice Vv Praze a Fakultni nemocnice v Motole) v souladu s principy bioetiky ve smyslu
Helsinské konvence.

Tkéan¢ byly bud’ zmrazeny a histologicky zpracovany, nebo byly pouzity jako zdroj bunck
pro kultivac¢ni experimenty. Jako zdroj normalnich fibroblastli a keratinocyti byly za stejnych
podminek pouzity zbytkové klize po plastickych operacich (Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, Praha). Kromé& toho byly pouzity i standardni komeréné dostupné bunééné linie (3T3,
HaCaT, FaDu). ZjiStované proteiny byly znazoriiovany metodou nepiimé imunofluorescence.
Pouzité protilatky byly bud’ komercné dostupné, nebo byly pfipraveny v laboratofi
spolupracujiciho pracovisté (Hans-Joachim Gabius, Universita Ludwiga Maximiliana, Mnichov).
Kontrolni reakce pro ovéfeni specificity pouzitych protilatek prvniho kroku byly provedeny
nahrazenim izotypovou protilaitkou proti antigenu, ktery se v piisluSnych bunkach/tkanich
nevyskytuje, ¢imz bylo vylou€eno riziko faleSn¢ pozitivni reakce podminéné interakci Fc
fragmentu protilatky s Fc receptorem. Kromé toho bylo jako kontroly uzito i Gplné vynechani
protilatky prvniho kroku. Vazebna mista pro galektiny byla znadzornéna pomoci biotinylovanych
rekombinantnich galektinli rovnéz piipravenych v laboratofi H.-J. Gabiuse. Na Ustavu
hematologie a krevni transfuze (pod vedenim RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D.) byla provadéna
korelace ziskanych dat s HPV statusem pacientli. Sada vzorki byla téZ podrobena analyze
transkriptomu na celogenomové urovni (ILLUMINA) v Ustavu molekularni genetiky Akademie
véd (pod vedenim RNDr. Cestmira Vl¢ka, CSc.).

Vzorky na genetickou analyzu byly oSetieny pomoci RNA Later (Ambion Inc, USA),
ktery ochraituje RNA pied neZaddouci degradaci, a hluboce zmraZeny v tekutém dusiku. Do
dalgiho zpracovani byly uchovany v -80°C. Ze vzorki byly pfipraveny fezy o sile 10 um a z nich
extrahovana celkovd RNA pomoci kitu RNeasy Micro Kit (QIAGEN INC, USA) a ve dvou
krocich prepsana do cRNA kitem Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion Inc,
USA). Zdravé fibroblasty a zdravé interfolikularni keratinocyty byly pfipraveny ze vzorku
normalni lidské kize zhrudniku (Lacina et al, 2007). Bunky dlazdicového karcinomu
hypofaryngu linie FaDu (HTB-43,American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) byly

kultivovany za standardnich podminek (Smetana et al, 2008). Pomoci insertového systému, kde
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jsou ob¢ bunécné populace oddéleny membranou (Transwell Inserts, Corning, Acton, USA), ktera
umozni pranik proteint v kultivaénim médiu, byly kokultivovany normalni dermalni fibroblasty
spolu s normalnimi keratinocyty ¢i FaDu nadorovymi bufikami. Po desetidenni kultivaci byla
Z fibroblastii izolovana RNA. Pomoci systému Beadstation 500 (Illumina, USA) byl hodnocen
transkripéni profil vSech studovanych nadorti a normalnich tkani, normalnich kultivovanych
fibroblastii a fibroblastd kultivovanych pod vlivem zdravych keratinocyti a pod vlivem
nadorovych bun¢k FaDu.

Pro imunohistochemickou analyzu byly vSechny vzorky uchovany v tkanovém médiu
Tissue Tek (Sakkura, Zoeterwoude, The Netherlands) a byly zmrazeny v tekutém dusiku a
uchovany pii -80°C. Rezy o sile 10 um jsme pfipravili pomoci Cryocut-E (Reichert-Jung, Vienna,
Austria). Uzivano bylo dvou zakladnich metod. Jednak imunocyto- a imunohistochemie k detekci
ptislusnych endogennich lektint ¢i jinych proteinovych markert. A dale reverzni lektinové cyto-
a histochemie k prukazu endogennich vazebnych mist pro uzité sacharidové znaky.

Vzorky jsme po vyjmuti z tkafiového média a omyti ve fosfatovém pufrovacim roztoku
(PBS, pH 7,3) obarvili standardné¢ pomoci hematoxylinu-eosinu k posouzeni zakladnich
histopatologickych charakteristik. Vzorky pro imunofluorescen¢ni vySetfeni jsme déle fixovali
pomoci 4% paraformaldehydu po dobu péti minut a oplachli opét v PBS. Prasec¢i sérum (DAKO,
Glostrup, Denmark) jsme pouzili jako blokaéni agens k prevenci vazby protilatek cestou interakce
Fc oblasti imunoglobulini s bunéénymi Fc receptory. Galektiny jsme imunohistochemicky
detekovali specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou z domaci produkce (H.-J. Gabius).
Keratiny, hladky svalovy aktin a CD 45 jsme detekovali mySi monoklonalni protilatkou (DAKO,
resp. Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika). Vysledek imunohistochemické reakce byl
vizualizovan TRITC ¢i FITC znacenou sekundarni protilatkou. Jadra byla standardné obarvena
DAPI (Sigma Aldrich) a fezy ¢i buiikky byly montovany za pouziti média Vectashield (Vector
Laboratoriem, Burlingame, CA, USA) a vySetfovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Nikon-
Eclipse. Data byla analyzovana pomoci programu Lucia 5.1 (Laboratory Imaging, Praha, Ceska
republika).

Produkce cytokinti do kultiva¢niho média byla zjistovana komeréné dostupnymi ELISA

kity dle pokynil distributora.
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8 Vysledky

Vysledky jsou detailné uvedeny a diskutovany v nasledujicich publikacich:

Fik Z., Valach J., Chovanec M., Mazanek J., Kodet R., Kodet O., Tachezy R., Foltynova
E., André S., Kaltner H., Gabius H.J., Smetana K., Jr. Loss of adhesion/growth-regulatory
galectin-9 from squamous cell epithelium in head and neck carcinomas. J Oral Pathol
Med. 42: 166-173 (2013) (IF-2011: 1,628).

Strnad H., Lacina L., Kolaf M., Cada Z., Vi¢ek C., Dvorankova B., Betka J., Plzak J.,
Chovanec M., Sachova J., Valach J., Urbanova M., Smetana K., Jr. Head and neck
squamous cancer stromal fibroblasts produce growth factors influencing phenotype of
normal human keratinocytes. Histochem Cell Biol. 133: 201-211 (2010) (IF-2010: 4,727),
pocet citaci: 8 (dle WOS, s vylou¢enim autocitact).

Szabo P., Valach J., Smetana K., Jr, Dvofankova B. Comparative analysis of
production of IL-8 and CXCL-1 by normal and cancer stromal fibroblasts. Folia Biol. In
press (2013) (IF-2011: 1,151).

Valach J., Fik Z., Strnad H., Chovanec M., Plzék J., Cada Z., Szabo P., Sachova J.,
Hroudova M., Urbanova M., Steffl M., Pages J., Mazanek J., Vigek C., Betka J., Kaltner
H., André S., Gabius H.J., Kodet R., Smetana K., Jr., Gal P., Kolaif M. Smooth muscle
actin-expressing stromal fibroblasts in head and neck squamous cell carcinoma:
increased expression of galectin-1 and induction of poor-prognosis factors. Int J Cancer
131: 2499-2508 (2012) (IF-2011: 5,444).

13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22StrnadH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22LacinaL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22KolárM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22CadaZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22VlcekC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22DvoránkováB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22BetkaJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22PlzákJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22ChovanecM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22SáchováJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22ValachJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22UrbanováM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22SmetanaKJr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19924430

8. 1 Funkce vybranych ¢leni rodiny endogennich lektinii v moZné etiopatogenezi nadori.

8. 1. 1 Stromalni galektin-1 a myofibroblasty jako prognosticky faktor nadorii hlavy a krku
(ref. 4)

V této praci jsme se zaméfili na ucinek galektinu-1 jako faktoru indukujiciho tvorbu
stromalnich myofibroblastii a extracelularni matrix. Galektin-1 je bohaté zastoupen v nddorovém
stromatu. (Lacina et al, 2007a; Saussez et al, 2009). V jinych pracich byla navic popsana jeho
vysoka exprese I V granulacni tkani hojici se rany u prasete domaciho a potkana (Klima et al,
2009; Gal et al, 2011). Zaroven ma vysokou afinitu k a5p1 integrinu a hraje tak vyznamnou roli
V bunécné adhezi a proliferaci (André et al, 2007; Wang et al, 2009).

Celkov¢ jsme analyzovali 31 vzorkl dlazdicovych karcinomii hlavy a krku. Prevazovaly
nadory patologické klasifikace T2 s histologickym stupném G2. Do kategorie NO bez
uzlinového postizeni spadalo 42 %, do kategorii N1 a N2 shodné po 35 % testovanych nadort.
VSichni pacienti byli klasifikovani jako MO, tzn. v dobé diagnozy nebyly prokdzany vzdalené
metastazy. Lokalizaci pfevazoval karcinom tonzily. Ve vzorcich normalni tkané a resek¢éniho
okraje nebyly pfitomny myofibroblasty obsahujici hladky svalovy aktin (SMA). Ve vzorcich
nadori byly myofibroblasty pfitomny ve vice nez 60 %. Kolokalizaci SMA s endotelovym
markerem CD 31 jsme byli schopni odlisit myoblasty cév od myofibroblasti. Nebyl prokazan
vztah mezi klinickym stddiem nadorti a histologickym stupném na jedné stran¢ a SMA-
pozitivitou na strané druhé. Zadna statisticky signifikantni vazba nebyla prokazana ani mezi
detekci HPV viru a SMA pozitivitou nadorové asociovanych fibroblastii. VétSina karcinomil
tonzily byla SMA pozitivnich, zatimco nadory s SMA negativnimi nadorové asociovanymi
fibroblasty byly lokalizovany v dutin€ ustni, faryngu a na mékkém patte.

Ptitomnost galektinu-1 pii imunofluorescencnim vysetieni byla siln€ pozitivni ve stromatu
vSech nadorii s pfitomnosti myofibroblasti. V nddorovém stromatu, kde byla prokazana absence
SMA pozitivnich myofibroblastii, byla pozitivita signalu velmi slaba nebo viibec zadna. Jiz dfive
prokazaly prace naSi laboratofe antagonistickou povahu galektinu-3 vuci galektinu-1. V
testovanych vzorcich byl epitel zdravé tkané a resekéniho okraje galektin-3 pozitivni, zatimco
nadorovy epitel byl negativni nebo byla pozitivita signalu pro galektin-3 velmi slaba. Zadny
fluorescencni signal pro galektin-3 nebyl pozorovdn v nadorovém stromatu bohatém na
myofibroblasty. Tim bylo prok4zéno, Ze ptfitomnost galektinu-1 je specifickd a nejednd se o
vlastnost danou vSem clenim rodiny galektini. Na trovni mRNA exprese galektinu-1 a
pfitomnost myofibroblastii v normalni tkani pozitivné korelovaly. Naproti tomu v nadorech byla
tato korelace ztracena. Tuto ztratu lze vysvétlit pritomnosti dal§iho zdroje SMA, kterym jsou

myofibroblasty ve stromatu nadoru. Podobné¢ u angiogeneze reprezentované piitomnosti
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rustovych faktorit VEGF a EDNI1 byla prokazana statisticky vyznamna korelace s expresi
galektinu-1 u tumort obsahujicich SMA negativni fibroblasty. Naopak u nadord, kde se vyskytuji
SMA pozitivni nadorové asociované fibroblasty, tato korelace prokazana nebyla. Vysledky
jednoznac¢né potvrdily pfitomnost interdisciplinarniho pfistupu pii vySetfeni vzorkli nadort.

Dvacet jedna vzorkid z naseho souboru s imunofluorescencné definovanou ptitomnosti
galektinu-1 ve stromatu a ¢etnymi SMA exprimujicimi nadorové asociovanymi fibroblasty bylo
analyzovano pomoci mRNA mikrochipové analyzy, kdy byl vyhodnocen transkriptom
na celogenomové Urovni u tumorti s vysokou expresi galektinu-1 a u tumord bez tohoto lektinu.
U nadort s bohatou expresi galektinu-1 s Cetnymi myofibroblasty jsme identifikovali Sest
transkriptt MAP3K2, TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN1 se zndmym negativnim
prognostickym vyznamem. Tyto transkripty byly signifikantné zvySeny spole¢né s expresi
galektinu-1. Jako statisticky vyznamny byl zaznamenan rozdil v expresi téchto genl u nadort
SMA pozitivnich a SMA negativnich v korelaci s ptitomnosti genu pro galektin-1.

Vzhledem k uvaham o nadoru jako rané, ktera se nehoji (Dvorak, 1986) se nabizi otazka,
zda se galektin-1 nemize podilet na vzniku myofibroblasti jako bunétného elementu typického
jak pro nadorové stroma, tak pro hojici se ranu. Bylo zjisténo, Ze galektin-1 indukuje konverzi
fibroblastii na myofibroblasty (Dvofankova et al, 2011) s aditivnim u¢inkem k TGFp1, ktery je
znamym induktorem tohoto procesu (De Wever et al, 2003; Dvotankova et al, 2011).
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8. 1. 2 Ztrata galektinu-9 u dlazdicovych epitelu karcinomii hlavy a krku (ref. 1)

Galektiny hraji vyznamnou roli v bunééné adhezi a regulaci rustu. V nasi dalsi studii jsme
se zaméfili na ,tandem-repeat™ typ galektin-9, jehoz funkce v dlazdicovych epitelech nebyla
dosud dostate¢né zmapovana (Chovanec et al, 2005; Cada et al, 2009). Vyskyt galektinu-9 byl
korelovan s expresi zndmych diferencia¢nich znakt jako jsou keratin 14 a 19. Vyskyt téchto
molekul byl sledovan u 62 nadord, u 20 vzorki z okraje chirurgického resekatu a u 32 vzorkl
normalni tkdné z kontralateralni bukalni sliznice. Hlavnim vysledkem studie je zjisténi, ze u tii
¢tvrtin vzorkl normalni tkan¢ je exprese galektinu-9 pfitomnd v bazalni vrstvé epitelu obsahujici
proliferujici buniky. Néadorové tkané byly vzdy negativni a okraje resekdtu mély z hlediska
exprese galektinu mozaikovy vzhled. U negativnich ,,normalnich® epitelti byla vzdy pfitomna
exprese obou studovanych keratini (K14, K19) ve vsech vrstvach epitelu, zatimco ve zdravé tkani
jsou tyto keratiny pfitomny pouze ve stratum basale.

Tyto vysledky naznacuji urcity vztah mezi ,,normalnosti* epiteld a expresi studovaného
galektinu. Za velmi dualezity povazujeme negativni vysledek z histologicky normalnich - ale
fenotypove (K14 a K19) aberantnich - epiteld bukalni sliznice u pacientii s kontralateralni
malignitou v duting Gstni. Galektin-9 byl rovnéz bohaté zastoupen v infiltrujicich leukocytech.
Domnivame se, ze by se prikkazem galektinu-9 mohl rozsifit vycet prognostickych znakd u

dysplazii dlazdicovych epiteld v oblasti hlavy a krku.
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8. 2 Stanoveni rozdilu transkriptomu normalnich fibroblasti a fibroblastii izolovanych z
nadoru hlavy a krku (ref. 2)

V ptedchozich studiich vychazejicich z naSeho pracovisté¢ jsme ukézali, Ze fibroblasty
ptipravené ze stromatu dlazdicovych nddorti maji vysokou biologickou aktivitu k normalnim
epitelovym bunkam (Lacina et al, 2007 a, b). Nasi otazkou bylo, jaky je rozdil mezi normalnimi a
z nadorového stromatu ziskanymi fibroblasty. Pomoci metody vyvinuté na naSem pracovisti
(Lacina et al, 2007 a, b) jsme izolovali z dlazdicového karcinomu fibroblasty a jejich schopnost
ovlivnit normalni keratinocyty jsme ovéfili in vitro. Vysledky ukazaly, ze fibroblasty izolované z
nadoru jsou biologicky aktivni. Z bunék jsme pfipravili mRNA a pomoci postupl popsanych
v metodologické ¢asti jsme porovnali transkriptom obou populaci fibroblastl. Expresni rozdil
¢inil 560 gent. Fibroblasty pifipravené z nddorového stromatu ovliviiuji epitelové bunky i1 po
vzéjemném oddeleni obou populaci mikroporézni membranou, soustiedili jsme se tedy na
produkty gent secernované do okoli bunék. Jako kandidatni molekuly byly ur¢eny IGF-2 a BMP
4. Dale bylo zjisténo pomoci ELISA analyzy, Ze oba proteiny jsou do kultivacniho média
produkovany fibroblasty pfipravenymi z nadoru. Navic pfitomnost obou proteinii potvrdil
imunofluorescen¢ni prikaz ve vzorcich nadorové tkané. Ovéfili jsme také, ze piidani obou
faktorti do kultivaéniho média je schopné ovlivnit diferenciaci zdravych keratinocytli smérem k
fenotypu podobnému nadorové tkani. Uvedené vysledky jsou v souladu s pozorovanim ostatnich
(Ellis et al, 1998; Mathur et al, 2003, Nosho et al, 2005; Sayer et al, 2005; Arciniegas et al, 2006;
Grbesa et al, 2006; Trojan et al, 2006; Bendall et al, 2005; Pavelic et al, 2007). Tato studie tak
pfinesla na komplexni Urovni jedno z prvnich celogenomovych srovnani transkriptomu obou

populaci fibroblastl a je zdkladem pro dalsi analyzy.
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8. 3 Porovnani vlivu normalnich a nadorovych epitelovych bunék na normalni fibroblasty a
fibroblasty pripravené z nadoru (ref. 3)

Normalni dermélni fibroblasty 1 fibroblasty pfipravené z dlazdicovych karcinomi
produkuji po stimulaci zdravymi i nadorovymi epitelovymi buitkami chemokiny CXCL-1 a IL-8
(Kolaf et al, 2012). V této studii bylo prokazano, Ze existuje jistd mira podobnosti mezi nadorem
a hojici se ranou. Toto pozorovani je v souladu i s dnes jiz klasickou praci Dvoraka (1986).
Zaroven je tfeba podotknout, Ze tyto chemokiny jsou schopné stimulovat prozanétlivé prostredi,
které podporuje nddorovou progresi (Mishra et al, 2011).

V této studii jsme dale ukazali, Ze stimulace dermdlnich fibroblasti normalnimi i1
nadorovymi epitelovymi buitkami je pouze Casové omezend. Naproti tomu stimulace fibroblastl
ptipravenych z nadorové tkané a produkce obou chemokint je dlouhodoba. Tento vysledek miize
byt interpretovan odliSnosti fibroblasti z nddorového stromatu od aktivovanych normaélnich
fibroblasti. Hypoteticky by nddorové fibroblasty mohly mit ptivod v nddorovém epitelu, z n€hoz
by vznikly vySe zminénym -epitelové-mesenchymovym piechodem. Tato interpretace vsak

vyzaduje dalsi experimentalni potvrzeni.
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9 Diskuse

vvvvvv

1986) je role biologicky aktivnich fibroblastl a epitelo-mesenchymové interakce u obou procesi
klicova. Tyto induk¢ni interakce mezi epitelovymi a mezenchymovymi buiikami Vv ramci
vzajemné komunikace (cross-talk) zasadnim zptsobem ovliviiuji vyvoj dlazdicového epitelu.
V biologii nadort jsou nadorové asociované fibroblasty dilezitymi bunéénymi elementy, které
jsou schopné ménit fenotyp zdravych keratinocytti. Na zékladé naSich experimentil, ve kterych
byl ucinek obou ristovych faktori- IGF-2 a BMP-4- blokovan specifickymi protildtkami, jsme
dospéli k zavéru, Ze mize byt vzajemnd epitelo-mesenchymova interakce u nadord kontrolovana
a rustové faktory nebo jejich receptory mohou byt povazovany za potencialni terapeutické cile.

Nadorové stroma a stroma hojici se rany je bohaté na ptitomnost galektinu-1. Zda se, ze
galektin-1 se mize podilet na vzniku myofibroblastii jako bunétného elementu typického jak pro
nadorové stroma, tak pro hojici se ranu. Zjistili jsme, Ze stromalni exprese galektinu-1 mé v
dlazdicovych karcinomech hlavy a krku vztah k pfitomnosti myofibroblastli a koreluje s aktivaci
gend spojenych se Spatnou prognoézou pro pacienta. Galektin-1 indukuje konverzi fibroblasti na
myofibroblasty s aditivnim G¢inkem ke znamému induktoru TGF-f1(De Wever et al, 2003;
Dvotankova et al, 2011). Z uvedenych nalezi soudime, Ze by se galektin-1 mohl uplatnit nejen
jako prognosticky faktor, ale také pii podpofe hojeni ran nebo v technologické ptiprave
myofibroblastii. Malo znamy galektin-9 byl ptitomen v dlazdicovém epitelu jen ve stratum basale
s délicimi se buiikami, na rozdil od nadort, kde byl vZdy negativni. Jeho absence ¢i pfitomnost by
tak mohla rozsifit vycet prognostickych znakt u dysplazii dlazdicovych epitell v oblasti hlavy a
krku.

Komunikace mezi nddorovym parenchymem a podpiirnym stromatem se dé€je parakrinnim
mechanismem produkci signalnich molekul. Jednad se o cytokiny, chemokiny a rtlistové,
proliferacni a transformacni faktory produkované obéma slozkami. Nadorové asociované
fibroblasty izolované z dlazdicového karcinomu se li§i od normdlnich fibroblasti v produkci
urcitych chemokint (IL-8, CXCL-1) dulezitych pfi formovani biologicky aktivniho nadorového
mikroprostiedi. Pferuseni komunikace mezi nadorové asociovanymi fibroblasty a nadorovymi

bunikami by mohlo byt potencidlnim cilem pro budouci protinadorovou terapii.
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10 SpInéni cili disertacni prace

V disertacni praci jsme prokazali, Ze:

1) Stromalni exprese galektinu-1 ma v dlazdicovych karcinomech hlavy a krku vztah k
pfitomnosti myofibroblasti a koreluje s aktivaci gend spojenych se S$patnou progndzou pro
pacienta. Exprese galektinu-9 v bazalni vrstvé dlazdicového epitelu je moznym znakem jeho

normalnosti.

2) Fibroblasty izolované ze stromatu dlazdicovych karcinomt jsou biologicky aktivni a 1i8i se od
normalnich fibroblastli v expresi 560 gent. IGF-2 a BMP-4 se zdaji byt klicovymi pro indukci

zmény fenotypu normalnich keratinocytil do podoby nadorovych bunék.

3) Stromalni fibroblasty a normalni dermalni fibroblasty produkuji chemokiny IL 8 a CXCL 1.
V ptipadé¢ fibroblastl izolovanych z nadoru je tato produkce ve srovnani se situaci u normalnich
fibroblasti prolongovana. Stromalni nadorové fibroblasty tedy odlisné reaguji na aktivaci

epitelovymi buiikami v porovnani s normalnimi dermalnimi fibroblasty.
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