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SOUHRN

Tato dizertani prace je vénovana epitelové mezenchymovym
interakcim v nadorech vychazejicich z dlazdicovych epiteld vcetné
minoritni bunééné populace (melanocytll) zastoupené v tomto epitelu.
Navazuje i na nase piedchozi studie na téma glykobiologie resp. studium
endogennich lektini, galektini v dlazdicobunéénych karcinomech
hlavy a krku.

Prokazali jsme pritomnost galektinu-1 a -2 a jejich glykoligandt
Vv interfazickych a mitotickych jadrech. Déle jsme prokazali galektin-9
jako mozny a ptredevsim citlivy znak pfechodu normalniho epitelu v
dysplasticky dlazdicovy epitel v oblasti hlavy a krku. Pomoci nadorové
asociovanych fibroblastl jsme prokazali vliv na indukci exprese
kmenovych znakt v linii karcinomu hypofaryngu. Dale jsme porovnali
vliv nadorové asociovanych fibroblastli z rozdilnych nédort na linii
duktalniho karcinomu prsu, kde se ukazalo, Ze jejich biologicka funkce
je prakticky uniformni.  V dalSim experimentu jsme detekovali
v dermalnich fibroblastech indukci exprese kontraktilnich proteinti
cytoskeletu a tedy jejich moznou konverzi v myofibroblasty. Zcela
novym pfinosem této prace je uplatnéni in vitro modelovani v biologii
melanomu, zde jsme prokazali vliv nddorové asociovanych fibroblasti
na indukci exprese diferenciaCnich znakli nadorovych melanocyti a
demonstrovali jsme vliv nadorovych melanocyti na diferenciaci
keratinocytt.

Epitelové mezenchymové interakce a galektiny hraji tedy v
biologii nadorového mikroprostiedi vyznamnou tulohu a jejich

porozuméni je klicem k novym lécebnym schématiim.
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SUMMARY

This thesis is focused on the epithelial mesenchymal interactions in
tumors derived from squamous epithelium and minor cell population
(melanocytes) which are present in this epithelium. We also followed in
our previous study of the glycobiology resp. study of the endogenous
lectins, the galectins, in head and neck squamous carcinomas.

We demonstrated the presence of the galectin-1 and -2 and their
glycoligands in the interphase and the mitotic nuclei. We also detected
the galectin-9 as the sensitive marker of change the normal squamous
epithelium to the dysplastic epithelium in head and neck. Using the
cancer-associated fibroblasts, we demonstrated their influence on the
induction of expression of stem cells like markers in hypopharyngeal
line. In addition, we compared the effect of cancer-associated fibroblasts
from the different types of tumors on the ductal breast cancer line, where
this influence was practically uniform. In the next experiment, we
detected the influence of the epithelial line to the dermal fibroblasts and
induction of expression of cytoskeletal contractile proteins and therefore
their possible conversion into the myofibroblasts. A completely new
contribution of this thesis is the application in vitro modeling to the
biology of melanoma, where we demonstrated the effect of cancer-
associated fibroblasts on induction of expression the differentiated
markers in tumor melanocytes and demonstrated the influence tumor
melanocytes to differentiation of keratinocytes. The epithelial
mesenchymal interactions and thus the galectins play in the biology of
the tumor microenvironment major role and understanding of this is the

key to new schemes of treatment.



1. UVOD

Tato doktorska prace je veénovana studiu epitelove
mezenchymovych  interakci v nadorech  vychazejicich
z dlazdicovych epitelll. Je ziejme, Ze urcité mechanizmy, jejichz
podstatou je interakce mezi epitelovymi a mezenchymovymi
bunkami, se uplatnuji jak béhem vyvoje tkdni a organt
prenatalné, tak i postnatalné. Obdobné interakce doprovazeji
naprtiklad 1 fazi hojeni, podobné tak sehravaji roli pii progresi
nadorovych onemocnéni. Tyto mechanizmy jsou ve vSech
uvedenych piipadech principialné velmi blizke, ¢asto vyvojove
konzervované a na molekularni Grovni pouzivaji 1denticke
signalni kaskady. Klicové rozdily v téchto procesech jsou tak
mnohdy dany spiSe kontextem, neZ vlastnim mechanizmem.
S ohledem na nadorovou biologii se navic zdd pozoruhodné, Ze
ne¢které tyto mechanizmy mohou byt spolecné i pro ftadu
rozdilnych naddorovych onemocnéni.

V patogenezi nadorovych onemocnéni se tedy vyznamné
uplatiiuyji interakce maligné transformované bunécne populace a
okolni tkan€, tvofené jinymi maligné netransformovanymi
bunéénymi typy a mezibunéénou hmotou (ECM), souhrnné
oznaCovan¢ jako nadorove stroma. V souCasné nadorové
biologii je jiz prokazano, Ze¢ stroma ovliviiuje biologické
chovani nadort (Li et al., 2007; Plzak et al., 2010). Epitelové

mezenchymoveé  interakce ~ v nadorové  biologii  jsou
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zprostredkovany zeyjména pomoci nadorové asociovanych
fibroblastti (CAFs). Ty produkuji nejen komponenty ECM, ale i
fadu rastovych faktorii a cytokinli/chemokinti odpovédnych za
proliferaci a migraci bunék nadorového klonu, a tak se pfimo
podili na ovlivnéni biologického chovani nadorového klonu (De
Wever et al., 2008).

Porozuméni t€émto mechanizmim by tedy mohlo vést
v budoucnosti ke zlepseni onkologické, ale i chirurgické 1é¢by

nadoru.

2. HYPOTEZY A CILE DIZERTACNI PRACE

Tato dizertaCni prace je zaméfena na studium epitelové
mezenchymovych  interakci v nadorech  vychdazejicich
z dlazdicovych epitelt a aplikovani téchto poznatkii 1 na nadory
vychazejici z minoritni populace dlazdicovych epitelil. Prace je
zalozena predevSim na in vitro modelovani nadorového
mikroprosttedi a dale 1 na imunohistochemické analyze vzorkl
nadorovych tkani a jejich porovnani s vytvafenymi modely.
Tematicky lze predkladanou praci rozdélit do ¢ty na sebe

navazujicich okruht.

1.  Glykobiologie nadorovych onemocnéni — cilem je prohloubeni
poznatkli o expresi galektini a jejich vazebnych mist u

nadorovych onemocnéni a na in vitro modelech.



2. Mikroprosttedi a kmenovost HNSCC — zde se zaméfime na
hlubsi pochopeni vyznamu mikroprostfedi pro udrzeni znakl
kmenovostia  dale na  vytvofeni  standardizovaného
reproducibilniho in vitro modelu pro navazujici projekty.

3. Nadorové mikroprostiedi melanomu — cilem v tomto okruhu je
izolace CAFs z melanomu, jejich imunocytochemicka
charakterizace a transkriptomickd analyza. Dale chceme ovéfit
jejich biologickou aktivitu podle metodiky zavedené pro in vitro
modely mikroprostfedi v laboratofi pii studiu nadorovych
onemocnéni v piedchozich letech.

4.  Specificita CAFs — na zaklad¢é vysledkti vysSe uvedenych studii
chceme provést analyzu funkéni specificity nadorovych
fibroblastli z rozdilnych nadort. Dale se chceme vénovat i
studium vlivu normalnich a nadorovych bun€k na in vitro
indukci a-SMA pozitivnich fibroblasti jako zaklad modelu

geneze stromatu z lokalniho mezenchymu.

3. MATERIAL A METODIKA

V ptedloZené dizertatni praci byly analyzovany dlazdicobunééné
karcinomy hlavy a krku (HNSCC) odebrané na Klinice
otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole a
Klinice ustni, obli¢ejove a Celistni chirurgie 1. LF UK a VFN, ze kterych
byla provedena i izolace CAFs. Dale byly vySetfeny melanomy a jejich
koZni metastazy ziskané¢ na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a
VFN a na Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FNM.

Z epitelovych nadorovych linii  byly pouzity linie karcinomu



hypofaryngu FaDu a nadorova linie duktalniho karcinomu prsu EM-GS3.
Z linii malignich melanocyti byly pouzity linie BLM, A2058 a
izolovana bunééna populace nadorového ascitu ASC. Jako kontrolni
linie melanocytl byla pouZita linie Mel-HP. V experimentu jsme pouzili
I kmenové bunky neuralni listy izolované z lidského vlasového folikulu
(NCSCs).

Tkan¢ a bunétné kultury byly vySetieny pomoci nepiimé
fluorescencni a peroxidazové imunohistochemie, cytochemie a lektinové
imunohistochemie. Vazebna mista pro galektiny byla znazornéna
pomoci  biotinylovanych  rekombinantnich  galektini.  Analyza
transkriptomu byla provedena mikrocipovou analyzou a vysledky byly
ovéfovany RT-PCR na Ustavu molekularni genetiky AV CR.
Proteomicka analyza byla provedena na Ustavu Zivodisné fyziologie a

genetiky AV CR v Libéchové.

4. VYSLEDKY

4.1. Glykobiologie nadadorovych onemocnéeni

Srovnani jaderné exprese galektini a jejich vazebnych mist
Vv interfazickych a mitotickych buinikach CAFs, buiikach karcinomu

hypofaringu a nadorovych melanocytech in vitro

V této studii jsme sledovali zastoupeni galektind v jadrech.
Komparativn¢ jsme porovnali expresi galektinu-1, -2, -3 a -7 a
ptitomnost jejich glykoligandid v interfazickych a mitotickych bunkach
resp. v CAFs, linii FaDu a linii A2058.

Vysledek této studie ukdzal, Ze jadernd exprese galektinll a jejich

glykoligandli je zavisla na bunéfném typu. Ze Ctyf porovnavanych



galektinti byl vjadrech vSech linii zaznamenan pouze galektin-1 a
vazebna mista pro galektin-2. V mitotickych buiikdch byla vazebna
mista pro galektin-l a -2 pozorovdna jednak v oblastech
kondenzovanych chromozomi, tak v piipadé vazebnych mist pro
galektin-1 1 v oblasti d¢liciho vieténka a kontraktilniho prstence

rozd¢lujiciho dcefiné bunky.

Ztrata exprese galektinu-9 Vv dysplastickém dlazdicovém epitelu
hlavy a krku

V této praci jsme se zaméfili na studium exprese galektinu-9
v dlazdicobunééném karcinomu hlavy a krku. Bylo vySetieno 62
nadorovych vzorki, 20 tkani z chirurgického okraje resekatu a 32
vzorkll morfologicky normalni tkané epitelu dutiny ustni.

Ve vzorcich znormalni sliznice jsme detekovali galektin-9
v rozsahu celé bazalni vrstvy spole¢né s keratinem-14 ve 20 piipadech,
ve zbylych 12 ptipadech byl galektin-9 zastoupen nepravidelné.
Soucasné byla v téchto epitelech zastizena 1 aberantni exprese keratinu-
14 a -19. V oblasti resekcniho okraje (N=20) byla opét detekovana
aberantni exprese Keratinu-14 a -19. Nepravidelna exprese galektinu-9
bazalni vrstvy byla nalezena jen v 7 pfipadech. V Zadném
z vySettovanych karcinomil se nepodafilo prokdzat expresi galektin-9,
ktery zde byl patrny jen v lymfocytech infiltrujici nadorové prostiedi,

coz bylo ovéfeno kolokalizaci exprese galektinu-9 a CD45.



4.2. Mikroprostredi a kmenovost HNSCC

Ovlivnéni diferencia¢niho stupné nadorové linie hypofaryngu FaDu
pomoci CAFs in vitro.

V této praci jsme sledovali nadorovou linii FaDu a zaméfili jsme
se na expresi potencidlnich znak nadorovych kmenovych bunék a
znakli nizké bunécné diferenciace (CD29, CD44, CD133, keratin-8,
keratin-19, pfitomnost vazebnych mist pro galektin-1 v jadie). Na tomto
modelu jsme tedy sledovali vliv CAFs na linii FaDu a to jak v piimé ko-
kultufe, tak i v nepiimé ko-kultufe. Ko-kultivace byly provedeny ve
titech Casovych intervalech tj. 2, 7 a 9 dnti. Piima ko-kultivace ovlivnila
jak intenzitu exprese sledovanych znaki, tak i pocet pozitivnich bungk,
které byly lokalizovany pfedev$im na periferii kolonii. Pfi pouziti
nepiimé ko-kultivace jsme nepozorovali zasadni rozdil v expresi

sledovanych znakd, jen jejich distribuce byla patrna i v centru kolonii.

4.3. Nadorové mikroprostiedi melanomu
Diferenciace nadorovych melanocyti pomoci CAFs z melanomu a
kondiciovanych médii

V tomto tematickém okruhu jsme se zamétili na moZnost ovlivnéni
nadorovych linii malignich melanocyti (linie BLM, ASC) modelovanim
embryonalniho prostiedi in vitro. Pouzili jsme kondiciované medium
ziskan¢ z lidskych embryonalnich kmenovych bunck, médium
obohacené o kufeci embryonalni extrakt a ko-kulturu s CAFs.
V samotném experimentu jsme pouzili nadorové melanocyty, které
nevykazovaly pfitomnost Zadného z diferenciacnich znak specifickych
pro melanocyty jako je HMBA45, melan-A/MART-1 a tyrosinasa.
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Vysledek experimentu demonstroval zménu imunofenotypu nadorovych
melanocytd pomoci vSech tii kultivaénich systémi. Podafilo se navodit
expresi vySe zminénych znakli v plivodné negativnich nadorovych

melanocytech.

Ovlivnéni diferencia¢niho stupné normalnich keratinocyti

v melanomu in vivo a pomoci nadorovych melanocytu in vitro.

V této praci jsme se zaméfili jak na vliv nddorovych melanocytii na
keratinocyty pfitomné v okoli nadoru in vivo, tak i na ovlivnéni stupné
diferenciace normalnich keratinocytd  prostfednictvim nadorovych
melanocytt in vitro. Bioptické vzorky melanomu jsme histochemicky
analyzovali se zaméfenim na diferenciacni znaky keratinocytli v okoli
melanomt a ziskana data jsme porovnali s in vitro modelem, kde lidské
keratinocyty byly ko-kultivovany s linii BLM, linii Mel-HP a bunikami
NCSCs.

Hyperplasticky epitel v okoli nadoru vykazoval silnou pozitivitu
keratinu-14 a aberantni expresi keratinu-10. Prace na modelu in vitro
poukazala na schopnost jak nadorovych melanocyti, tak bunék NCSCs
indukovat expresi keratinu-8, -14, -19 a expresi vimentinu v ko-
kultivovanych keratinocytech a tedy navodit v téchto bunkach fenotyp
az dediferencovanych epidermalnich bunék. Na zakladé¢ molekularné
genetickych analyz byla vlinii BLM a NCSCs detekovana zvysena
exprese mRNA cytokinli IL-8 a CXCL-1 a ristovych faktori FGF-2 a
VEGF-A, které¢ se na téchto zménach podileji.
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4.4. Specificita CAFs

Porovnani vlivu CAFs 2z dlazdicobunééného Kkarcinomu,
bazocelularniho karcinomu, kozni metastizy melanomu a koZni
metastazy karcinomu prsu na linii nadorovych epitelovych bunék
karcinomu prsu EM-G3 v in vitro podminkach.

V tomto experimentu jsme testovali vliv CAFs izolovanych
zruznych typt nadord na linii EM-G3. Tato linie z duktalniho
karcinomu prsu imunohistochemicky ,,in vivo* vykazovala pozitivitu
keratinu-19, -8 -14. Po izolaci in vitro vsak tato linie ztratila schopnost
exprese keratinu-19 a jen velice omezen¢ si ponechala pozitivitu
keratinu-8 a -14. Ko-kultivace téchto bunék s CAFs navodila uniformni
zménu exprese znaku bazalni myoepitelové vrstvy Kkeratinu-14 i
luminarniho markeru keratinu-8, specifického pravé pro karcinom prsu,

bez ohledu na histogenezi nadoru, ze kterého byly CAFs izolovany.

Zmény exprese kontraktilnich proteini cytoskeletu dermalnich
fibroblastii jako vysledek epitelové mezenchymovych interakei
v modelu prostredi hojici se rany a nadori.

V této studii jsme se zaméiili na model hojici se rany a nadoru, ve
kterém jsou dermdlni fibroblasty ovlivnény pfitomnosti jednak
normalnich lidskych keratinocyti a dale pak nadorovou linii FaDu.
Kontraktilni proteiny cytoskeletu jsme detekovali  proteomickou
analyzou. Ta ukézala zvysSenou pfitomnost kontraktilnich proteint
v dermalnich fibroblastech jak pod vlivem normalnich keratinocytd, tak
i1 pod vlivem linie FaDu. Detekovanymi proteiny byl caldesmon

(jednotka 115), cofilin-1, t-komplex protein 1 podjednotka beta a lehky
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fetézec 12A regulujici myosin. Vysledek téchto pozorovani poukézal na

jemnou

regulaci formovani kontraktilniho cytoskeletu Vv dusledku

epitelové mezenchymové interakce.

5.

1.

DISKUZE A ZAVERY

Prvni z témat predkladané prace navazalo na predchozi studie
zabyvajici se glykobiologii dlazdicobunéénych karcinomt hlavy
a krku. Nase pozorovani ukazala, ze pfitomnost jednotlivych
galektinii v jadie neni zcela uniformni, je zavisla jak na fazi
galektiny, pravé pro mozny vliv na regulaci bunécne¢ho cyklu
jsou galektin-1 a -2, které lze detekovat jak v interfazickych
jadrech, tak 1 jadrech mitotickych, bez ohledu na bunécny typ.
V dalsi ¢asti nasi prace jsme se zabyvali galaktinem-9, ktery dle
naSich pozorovani se zda byt velice citlivy marker pfechodu
morfologicky normalniho epitelu v epitel dysplasticky, coz by
mohlo vést 1 ke zpfesnéni diagnostiky a radikality chirurgického

vykonu.

Druhym cilem této prace bylo studium role CAFs na indukci
kmenového fenotypu nadorovych bunék v in vitro modelu.
Sledovali jsme znaky, CD29, CD44, CD133, keratin-8, keratin-
19 a pfitomnost vazebnych mist pro galektin-1 v jadie. Tyto
markery byly detekovany ptevazné pod piimym vlivem CAFs
v okrajovych castech kolonii linie FaDu, v oblasti podobné
invazivni front¢ nadoru, kde se CSCs in vivo vyskytuji. CAFs

tedy predstavuji klicovou soucast v epitelové mezenchymovych

13



interakcich pfi modelovani nadorového ,,niche* (Weiland et al.,
2012).

Ve tieti ¢asti jsme studovali, pomoci jiz vytvofeného in vitro
modelu, mezibunééné interakce ve zcela histogeneticky
odliSném nadoru a to melanomu. Prokazali jsme efekt CAFs a
embryonalniho prostiedi na indukci diferenciaénich znaku
nadorovych melanocyti a piiblizeni jejich fenotypu in vitro
fenotypu in vivo. To dokazuje plasticitu nadorovych melanocytt
Vv zavislosti na kultivacnich podminkdch a mozny podil CAFs
pifi mezibunéénych interakcich v melanomu. Dale jsme
prokazali  vliv  nadorovych  melanocyti na zménu
diferenciacniho stupné keratinocytt jak in vitro, tak i in vivo,
kde tato zména odpovida za pseudohyperplazii epitelu v okoli
nodularnich melanom®. Navic zde spatfujeme 1 urcité
podobnosti v jemné regulaci ,,niche melanomu a ,,niche*
v oblasti bulge vlasového folikulu, kde dochazi k vzajemné
regulaci progenitorovych epidermalnich buné€k a melanoblastl

zde uloZzenych (Chang et al., 2013).

V poslednim vyty¢eném cili jsme se zaméfili na otazku, zda
schopnosti CAFs jsou nadorové specifické, ¢i zda budou pod
obrazem spole¢ného mechanismu. V samotném experimentu
jsme pouzili CAFs izolované zrozdilnych nador a tyto
stromalni fibroblasty byly schopny prakticky uniform¢é zménit
diferencia¢ni stupent studované linie duktalniho karcinomu prsu.

Pokud bychom byli schopni detekovat signalni molekuly
14



odpovédné za tento efekt, mohly by tyto znalosti slouzit jako
pudorys k vyvoji preparat ovliviiujici biologické funkce CAFs.

Jednim z témat této dizertacni prace je i srovnani vlivu
nadorového mikroprostiedi a prostiedi hojici se rany na
formovani myofibroblastti, které hraji Vv patogenezi obou
procestt vyznamnou roli. Pii provedeni detailni proteomicke
analyzy dermalnich fibroblastii vystavenych shodnému prostiedi
normalnich a nadorovych keratinocytli jsme detekovali proteiny
ucastnici se regulace kontraktilni bunééné aktivity a formovani
kontraktilniho cytoskeletu. Tyto vysledky tedy dokazuji
podobnost aktivanich mechanismi konverze fibroblastl
v myofibroblasty v in vitro modelu hojici se rany a nadorového

mikroprostiedi.
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