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Abstrakt:

Tato dizerta¢ni prace je tematicky vénovana epitelové mezenchymovym interakcim
v nadorech vychazejicich z dlazdicovych epiteli a to vcetné minoritni bunééné populace
(melanocytl) zastoupené vtomto epitelu. Navazuje také na predchozi studie na téma
glykobiologie, resp. studium endogennich lektinu,  galektind, v dlazdicobunéénych
karcinomech hlavy a krku.

Galektiny reprezentuji v sou¢asném pojeti bunééné a zejména pak nadorové biologie
molekuly s nezanedbatelnym potencidlem. U¢astni se kromé regulace pre- i postnatalni
homeostazy v normdlnich tkdnich také mnoha d&ii patologickych, jako jsou autoimunitni
reakce ¢i maligni bujeni.

V této praci jsme prokazali pfitomnost galektinu-1 a -2 a jejich glykoliganda
Vv interfazickych a mitotickych jadrech, kde se mohou podilet na regulaci bunécného cyklu.
Dale jsme prokazali galektin-9 jako pomérné citlivy znak piechodu normalniho epitelu v
dysplasticky dlazdicovy epitel v oblasti hlavy a krku.

Epitelové mezenchymové interakce reprezentuji mechanizmy odpovidajici za
dynamické udrzovani homeostazy organizmu jak béhem prenatalniho vyvoje, postnatalniho
ristu, tak i b&hem cyklické obmény nékterych tkani. Ucastni se i faze hojeni, ale také hraji
vyznamnou Ulohu V procesu nddorové transformace, progrese a metastazovani. Tyto interakce
napomahaji utvaret specifické mikroprostiedi, oznacované ve vyvojové 1 nadorové biologii
jako ,,niche*. Prostiednictvim nadorové asociovanych fibroblasti v in vitro modelu jsme
prokazali vliv na expresi kmenovych znakt nadorové linie karcinomu hypofaryngu. Dale
jsme porovnali vliv nadorové asociovanych fibroblasti zrozdilnych nadord na linii
duktalniho karcinomu prsu, kde jsme prokazali, Ze jejich biologicka funkce v in vitro modelu
je prakticky uniformni. V dal§im experimentu jsme prostfedniCtvim proteomické analyzy
detekovali v dermalnich fibroblastech pod vlivem nadorové linie karcinomu hypofaryngu
indukci exprese kontraktilnich proteinti cytoskeletu, a tedy jejich moznou konverzi
v myofibroblasty.

Dalsim piinosem této prace je aplikace in vitro modelovani mikroprostiedi v biologii
melanomu. Demonstrovali jsme, Ze mezibunécné interakce mohou i zde sehravat vyznamnou
ulohu. V nasem in vitro experimentu jsme prokazali vliv nadorové asociovanych fibroblastt
z melanomu na indukci exprese diferencia¢nich znakt nadorovych melanocyti a piiblizili tak
jejich fenotyp in vitro fenotypu pozorovanému in vivo. Dale jsme prokazali vliv nadorovych
melanocytd na ovlivnéni diferenciatniho stupné keratinocytd v in vitro modelu. Tento

mechanizmus je pravdépodobné odpovédny za pseudohyperplazii epitelu v okoli melanomu,
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ktera byla znama jiz diive, ale nami dokumentovana ve velkém rozsahu. Prostiednictvim
celogenomové analyzy transkriptomu se podafilo urcit rastové faktory zodpovédné za tento
efekt, a sice: FGF-2, VEGF a chemokiny/cytokiny IL-8 a CXCL-1.

Epitelové mezenchymové interakce a galektiny hraji tedy v biologii nadorového
mikroprostiedi vyznamnou ulohu. Porozuméni témto mechanizmim mize piispét nejen
k rozvoji cilené a personalizované onkologické terapie nadoru, ale i ke zpfesnéni

chirurgickych vykont, které jsou nadéle kli¢em k uspésné 1écbe téchto nadord.

Kli¢ovéa slova: Epitelové mezenchymové interakce, stroma, nddorové asociované fibroblasty,

galektiny, dlazdicobunécny karcinom hlavy a krku, melanom.

Abstract:

This thesis is focused on the epithelial mesenchymal interactions in tumors derived
from squamous epithelium including tumors arising from minor cell population
(melanocytes). This study is also reflecting aspects of epithelial glycobiology resp. the study
of endogenous lectins, the galectins, in head and neck squamous carcinomas.

Galectins represent, in the current concepts of cell and tumor biology molecules with a
remarkable potential. Galectins participate, besides in regulation of pre- and postnatal
homeostasis in normal tissues, also in many pathological processes such as autoimmune
reactions or malignancies. In this thesis, we demonstrated the presence of galectin-1 and -2
and their glycoligands in interphasic and mitotic nuclei, which may contribute to regulation of
the cell cycle. Furthermore, we demonstrated galectin-9 as a sensitive marker of
transformation normal to the dysplastic squamous epithelium in head and neck.

The epithelial mesenchymal interactions represent mechanisms, which are responsible
for dynamic maintenance of the homeostasis of the organism during prenatal development,
postnatal growth and during cyclic renewal of certain tissues. These interactions also
participate in wound healing. On the other hand they play a crucial role in the process of
tumor transformation, progression and metastasis. These interactions help to shape the
specific microenvironment known in developmental and tumor biology as a "niche". We
showed the effect of tumor-associated fibroblasts on the induction of expression of the stem
cell like markers in tumor cell line of hypopharyngeal carcinoma in vitro. Furthermore, we
also compared the effect of cancer-associated fibroblasts from different tumor types on the

breast ductal carcinoma cell line. We demonstrated in this experiment that the biological



function of cancer-associated fibroblasts is almost uniform in this in vitro model regardless
the type of source tumor.

In another set of proteomic experiments, we detected induction of expression of contractile
cytoskeletal proteins in dermal fibroblasts under the influence of tumor cell line of
hypopharyngeal carcinoma and so their possible conversion into myofibroblasts.

Novelty of this thesis is also in the application of the in vitro model to melanoma
biology, where the cell interactions may also play a significant role. We demonstrated the
effect of cancer-associated fibroblasts to induce expression of differentiation markers in tumor
melanocytes and approximate their phenotype in vitro to phenotype observed in vivo. In
consecutive study, we demonstrated the influence of tumor melanocytes on differentiation of
keratinocytes in in vitro model. This effect is probably responsible for the pseudohyperplastic
epithelium in the vicinity of melanoma. Using whole genome transcriptome analysis we
managed to determine growth factors such as FGF-2, VEGF and chemokines/cytokines like
IL-8 and CXCL-1 responsible for this effect.

Epithelial mesenchymal interactions as well as the galectins play a crucial role in
biology of tumor microenvironment. Understanding these mechanisms may contribute not
only to the development of targeted and personalized oncology therapy of the tumors, but also

improvement of surgery, which remains the key to successful treatment of the tumors.

Keywords: Epithelial mesenchymal interactions, stroma, cancer-associated fibroblasts,

galectins, squamous cell carcinoma of the head and neck, melanoma.
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CXCL-1: chemokin motiv C-X-C ligand 1 (anglicky: Chemokine (C-X-C motif) ligand 1)
EGF: epidermovy riistovy faktor (anglicky: Epidermal Growth Factor)
EMT: epitelové-mezenchymovy piechod (anglicky: Epithelial-Mesenchymal Transition)

Erk1/2, 9: extracelularnim signalem regulovana kinaza 1/2 (anglicky: Extracellular signal-

regulated kinase 1/2)

FAP: fibroblasty aktivujici protein (anglicky: Fibroblasts Activating Protein)

FGF: fibroblastovy ristovy faktor (anglicky: Fibroblast Growth Factor)

FSP1/ S100A4: fibroblastovy specificky protein 1 (anglicky: Fibroblast Specific Protein 1)
HGF: hepatocytarni rustovy faktor (anglicky: Hepatocyte Growth Factor)

HNSCC: dlazdicobunéény karcinom hlavy a krku (anglicky: Head and Neck Squamous Cell
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HPV: lidsky papilomavirus, (anglicky: Human Papilloma Virus)

IGF-2: inzulinu podobny ristovy faktor (anglicky: Insuline-like Growth Factor 2)
IL-8, IL-6: Interleukin 8, Interleukin 6 (anglicky: Interleukin 8, Interleukin 6 )
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1. Uvod

Tato dizertacni prace je vénovana studiu epitelové mezenchymovych interakci
v nadorech vychazejicich z dlazdicovych epiteli a vznikla na ptidorysu dlouhodobé
spoluprace mezi Anatomickym ustavem 1. LF UK a Dermatovenerologickou klinikou
1. LF UK. Téma epitelové a zejména pak nddorové biologie je na obou pracovistich
tradiéné silné akcentovano a v minulosti bylo ndmétem mnoha UspéSné obhdjenych
doktorskych praci. Predkladana prace tematicky na pfedchozi prace navazuje a dale je
rozviji, zejména pak v problematice minoritnich populaci ptfitomnych v dlazdicovych
epitelech.

Je zfejmé, ze ur¢ité mechanizmy, jejichz podstatou je interakce mezi
epitelovymi a mezenchymovymi butikami, se uplatiiuji jak béhem vyvoje tkani a organt
prenatalng, tak doprovazi jejich dalsi vyvoj postnatalné. Obdobné interakce nalézame
naptiklad pti fazi jejich hojeni, podobn¢ tak sehravaji vyznamnou roli i pii progresi
nadorovych onemocnéni. Tyto mechanizmy jsou ve vSech uvedenych piipadech
principialné¢ velmi blizké, Casto vyvojové konzervované a na molekularni Grovni
pouzivaji dokonce identické signalni kaskady. Klicové rozdily v téchto procesech a
jejich vysledcich jsou tak mnohdy dany spise kontextem nez vlastnim mechanizmem.

S ohledem na nadorovou biologii se navic zda byt pozoruhodnym, ze nékteré
tyto mechanizmy epitelové mezenchymovych interakci mohou byt spole¢né pro fadu
zcela rozdilnych nadorovych onemocnéni. Porozumeéni témto mechanizmim by tedy
mohlo vést v budoucnosti ke zlepSeni onkologické 1é¢by. Predpokladem studia téchto
déju v nadorech je ale znalost vyvoje, struktury a funkce normalnich tkani.

Z lingvistického hlediska se predkladané dizertace obecné piidrzuje progresivni
pravopisné formy doporudované Ustavem pro jazyk &esky AV CR
(http://prirucka.ujc.cas.cz/). Ve specidlni problematice uzivame formy obecné
akceptované dermatologickou obci (tj. zejména uzanci odborného &asopisu Cesko-
slovenska dermatovenerologie a poslednim vydanim monografie Dermatovenerologie,
Stork et al.). Dale se terminologicky pfidrzujeme nomenklatury zalozené na Nomina
anatomica et histologica (Feneis), terminy latinské (popfipad¢ ponechané v anglickém
originale) jsou vyznaceny kurzivou. V oblasti patologie je nami akceptovana recentni

jazykova forma udana celostatni zakladni oborovou uéebnici Povysil et Stainer.



1.1.  Struktura a funkce vrstevnatych dlazdicovych epitelt

Vrstevnaty dlazdicovy epitel piedstavuje povrchovy kryci epitel. Jeho funkeci je
tedy na prvnim misté ochrana organizmu pied nezadoucim pusobenim zevnich vlivi.
Morfologické vlastnosti epitelu umoziuji pro zachovani homeostazy organizmu s
riznou mirou efektivity omezovat jak vlivy fyzikalni (napfiklad mechanické, termické,
radiacni), tak chemické i biologické (bakterie, viry, parazité etc.). Dale pak vrstevnaté
dlazdicové epitely plni i1 funkci diftzni bariery, prostfednictvim produkce polarnich
lipida a piitomnosti husté sité¢ zonulae occludentes omezuji napi. i ztraty tekutin
z organizmu (Lullmann-Rauch, 2012).

Podle charakteru nejsvrchnéjsi vrstvy a jejiho stupné finalni diferenciace
rozliSujeme dale rohovéjici a nerohovéjici variantu dlazdicovych epiteld. Rohovéjici
vrstevnaty dlazdicovy epitel (epidermis, pokozku) nachazime v ktzi. Na jeho zevnim
povrchu jsou patrny jiz odumielé oplostélé bunky bez jader tvofici jemné Supiny.
Vrstevnaty dlazdicovy epitel nerohovéjici vystyla télni dutiny (napf. dutinu Ustni, jicen,
plicae vocales laryngu, anus, vaginu a Gsti mocové trubice) a na rozdil od kize je
povrch tohoto epitelu tvofen plochymi buikami tzv. stratum superficiale
s pyknotickymi jadry (Lullmann-Rauch, 2012).

Vrstevnatost téchto epitelti, tzv. stratifikaci, lze dobfe demonstrovat na
epidermis, kde nejhloubé&ji pfi bazilni membrané uloZenou vrstvou je tzv. stratum
basale tvofené jednou vrstvou palisadovité uspofadanych cylindrickych keratinocytt
s velkymi jadry a malym mnozstvim cytoplazmy. Pro tuto vrstvu je typickd ptitomnost
intermedialnich filament keratinu-5 a keratinu-14 (Coulombe et al., 1989). Jednotlivé
buiiky jsou té€sné€ propojeny navzajem pomoci desmozomil a hemidesmozomy k bazalni
membrané, ktera odd€luje vrstvu epitelovou od hloubéji leziciho vaziva v kizi, tedy od
dermis.

V dalsi vrstvé, tzv. stratum spinosum, nachazime né€kolik vrstev keratinocytt s
typickym polyedrickym tvarem a napadnym mnozstvim desmozomi, které davaji
buitkdm v rutinnim histologickém obraze ostnity vzhled. Tyto buiiky jsou vétsi nez
V oblasti bazalni vrstvy, ale smérem k povrchu se postupné oplostuji. S postupem
diferenciace v povrchové vrstvé stratum spinosum nastava jiz kone¢na diferenciace a
keratin-5 a keratin-14 jsou zde nahrazeny keratiny-1 a -10, typickymi intermedialnimi
filamenty terminalné diferencovanych keratinocytt (Luo et al., 2011), a v nejsvrchnéjsi
Casti stratum spinosum dale i keratinem-2. V dalsi vrstvé stratum granulosum se

keratinocyty nadale oploStuji a v cytoplazmé muzeme spatiovat napadna bazofilni
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granula keratohyalinu. Stratum lucidum je dobfe patrné jen v akralni epidermis dlani a
plosek (tzv. tlusty typ kize), predstavuje uréity ptrechod mezi nezrohovélou epidermis a
stratum corneum (Lullmann-Rauch, 2012). Tato nejsvrchnéjsi vrstva, stratum corneum
je jiz zrohovéla, burky zde zastoupené, obecné oznacované jako korneocyty, jiz nemaji
ani jadro, jsou oplostélé a jsou seskupeny sloupcovité v lamely (Stork et al., 2007). Jako
znaky kone¢né diferenciace epidermdlnich keratinocytl  jsou znamy filagrin,
trichohyalin, loricrin a involucrin, které tvoii sitovitou zrohovatélou obalku terminalné
diferenciovanych keratinocytu (Presland et Dale, 2000).

Ne zcela identickd nomenklatura je wuzivana pro popis nerohovéjicich
vrstevnatych dlazdicovych epiteli. Analogicky i zde nachazime stratum basale s
cylindrickymi bunkami s pomérné malou silné bazofilni cytoplazmou. V dalsi vrstvé
stratum parabasale jsou bunky vice polygonalni. Nasleduje vrstva oznaovana jako
stratum intermedium, kde je cytoplazma jiz eozinofilni a jadra se vice kondenzuji.
Denzita jader, resp. az jejich tplna pykndza, je vystupiiovana v povrchové vrstvé
ozna¢ované jako stratum superficiale. Cytoplazma je v zakladnim histologickém obraze
napadné svétla diky velkému obsahu glykogenu.

Minoritni buné¢né populace zastoupené ve struktuie vrstevnatych dlazdicovych

epitelt jsou podrobnéji popsany Vv nasledujici podkapitole 1.2.

Bazalni membrana (lamina) pfestavuje rozhrani mezi epitelem a vazivovou
komponentou tkani. Soucasné se ale jedna i 0 strukturni element umoziujici napojeni
jednotlivych tkani a jejich vzéjemnou komunikaci. Zakladni slozkou bazalni membrany
je kolagen typu IV a glykoprotein laminin. Dale zde nachazime protein nidogen
(synonymum: entactin), jehoz hlavni funkci je zprostfedkovani kontaktu jednotlivych
komponent bazalni membrany a komponent okolni extracelularni matrix (dale jako
ECM, anglicky: Extra Cellular Matrix) (Breitkreutz et al., 2013).

Bunky epitelu jsou k bazalni membrané ukotveny pomoci transmembranovych
adhezivnich molekul, tzv. integrint. Integriny se ale mimo této strukturni role ucastni i
intra- a extracelularni signalizace (Epifano et Perez-Moreno, 2012). Samotné napojeni
bazalni membrany a okolni vazivové tkané se déje pomoci lamina fibroreticularis
bohaté predevS§im na kolagen typu Il (Lullmann-Rauch, 2012). V elektronovém
mikroskopu je patrné, ze bazalni membrana je slozena z lamina lucida, casti blizsi
epitelu, kterou jemna vlakna (kotvici filamenta tvofena kolagenem typu XVII) spojuji

S buné¢nou membranou bunék bazalni vrstvy v misté¢ hemidesmosomu (Castanon et al.,
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2013; Powell et al., 2005), a z lamina densa, casti piiléhajici ke koriu (dermis,
respektive k podslizni¢nimu vazivu V piipadé sliznic), ke kterému je fixovana tzv.
kotvicimi fibrilami tvofenych kolagenem typu VII (van der Rest et Garrone, 1991). V
nadorové biologii je dlouhodobé vénovana velka pozornost funkci lamininu. Laminin je
glykoprotein, ktery nachazime v oblasti lamina densa, kde tvofi bohatou vzajemné
propletenou sit’ spolu s kolagenem typu IV. Laminin se pravdépodobné podili na
stimulaci proliferace a navic aktivuje nékteré signalni kaskady, a tak umoznuje
nadorovym buiikam invadovat skrze bazalni laminu (Givant-Horwitz et al., 2005).
Kolagen typu IV ma funkci pifedev§im mechanickou a stabiliza¢ni. Béhem progrese
nadorovych onemocnéni je §tépen pomoci matrix metaloproteinaz-2 a -9 (dale jako
MMP, anglicky: Matrix Metaloprotease). Dale je popsano, Ze vazba nadorovych bunék
a napt. Bl-integrinti s kolagenem typu IV stimuluje migraci a proliferaci se souc¢asnou
inhibici bunééné apoptozy (Ohlund et al., 2013). Bazalni membrana umoznuje i vyménu
fady signalnich molekul (rustovych faktord, cytokinl, chemokini a hormont) mezi
epitelem a mezenchymem pod ni ulozenym. Pro mnoho téchto molekul soucasné slouzi
i jako depotni tlozisté. Za cirkulaci téchto molekul jsou v oblasti bazalni membrany
zodpoveédné interakce integrint, rastovych faktord s jejich receptory a interakce
s proteiny napomahajici transdukci signalu, jako jsou dystroglykany. Dystroglykany se
vazi napf. na protein perlekan (Synonymum pro proteoglykan 2 heparan sulfat), ktery
vV oblasti bazalni membrany slouzi k propojeni komponent ECM a bunéénych
membranovych molekul, a tak se neptimo podili na transdukci signalu v oblasti bazalni

laminy (Yurchenco, 2011).

1.2.  Minoritni buné¢né zastoupeni ve vrstevnatém dlazdicovém epitelu

Kromé¢ keratinocytl, které tvoii majoritni bunéénou populaci epidermis (cca. 80
%) (Prost-Squarcioni, 2006), jsou i za normalnich situaci pfitomny v lidské epidermis
dlazdicovém epitelu jsou Langerhansovy bunky, Merkelovy bunky, intraepitelové

lymfocyty a melanocyty.

Langerhansovy buiiky jsou dendritické buiiky pochéazejici z kostni dfené a jsou
tedy histogeneticky naprosto odlisného puvodu a do epidermis migruji az posléze
(nejvice v prvnich tydnech po narozeni). Langerhansovy bunky jsou derivatem

hematopoetické kmenové buiiky a fadime je funkéné do skupiny antigen prezentujicich
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bun¢k (Ng-Cheng-Hin et al., 2011). V epidermis rozeznavaji a vazi antigeny, Se kterymi
posléze migruji do lymfatické uzliny, kde na svém povrchu navézany antigen prezentuji
a slouzi tedy kindukci specifické T-bunééné (lymfocytarni) imunitni odpovédi.
Langerhansovy bunky jsou pfitomny V epidermis ve vrstvach suprabazalnich, ale
migruji i do vlasového folikulu (Calonje et al. 2011). V rutinnich barvenich jsou tézko
odlisitelné (Langerhans, 1886), snaze se daji prokéazat pomoci specifickych protilatek
(anti S100 protein, anti CD1a, anti Langerin) nebo pomoci elektronové mikroskopie,
kdy jsou v cytoplazmé ptitomna charakteristicka Birbeckova granula (Ng-Cheng-Hin et
al., 2011; Upadhyay et al., 2013).

Merkelovy bunky se nachazeji v bazalni vrstvé epidermis a v oblasti vlasového
folikulu, vyvojové pochazi z derivatli neuralni listy. V elektronovém mikroskopu jsou
pro né charakteristicka cytoplazmatickd neurosekrecni granula obklopend membréanou.
Tyto buiikky maji synaptické spojeni s volnymi nervovymi zakoncenimi a ptredstavuji
nejspiSe mechanoreceptory kize. Nové&ji se pripodobiuji  k bunkam difuzniho

neuroendokrinniho systému (Halata et al., 2003).

Melanocyty, které jsou jednim ztémat této dizertaéni prace, jsou bunky
pochézejici vyvojove rovnéz z neurdlni liSty. Béhem uzéveru neurdlnich vall v 5. tydnu
lidského embryonalniho vyvoje nékteré neuroektodermnové buiky V dorzolateralni
oblasti neuralni trubice podstupuji epitelové mezenchymovy piechod (dale jako EMT,
Epithelial Mesenchymal Transion) a aktivné vstupuji do okolniho mezodermu.
Rozhodujicim krokem v delaminaci a nésledné migraci bun€¢k z neurélni trubice je
fizena ztrata exprese E—cadherinu pod vlivem transkrip¢éniho faktoru snail (Cano et al.,
2000; Uong et Zon, 2010). V mezodermu delaminované burnky dale migruji dorzalnim
smérem, tedy do budouci dermis a vni do vyvijejicich se vlasovych folikult, kde
naslednou diferenciaci davaji vzniknout melanocytim (Erickson et Reedy, 1998; Osawa
et Fisher, 2008). Jednu z kli¢ovych roli zde sehrava signalizace Wnt, ktera indukuje a
stabilizuje prekurzory neuralni listy a spolupodili se na jejich delaminaci a fizeni
migrace do cilovych organt (Carmona-Fontaine et al., 2008).

Melanocyty tedy piedstavuji buiiky neuroektodermového puvodu. Jejich
hlavnim vyslednym produktem je pigment melanin, ktery vyznamné pfispiva
k fotoprotekci epidermis. Melanocyty nachazime predevsim v kizi a vlasovém folikulu,
dale pak vcévnatce a duhovce oka, ale napf. i ve vnitinim uchu (viz. Tab. 1)
(Borovansky et Riley, 2011; Hirobe, 1995; Takeda et al., 2007; Tobin, 2008).
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V samotném vlasovém folikulu se nachazeji pfinejmensim dvé rozdilné populace
melanocytd. Jedna se o diferencované melanocyty v oblasti matrix vlasového bulbu,
které podminuji barevnost vlasti a ochlupeni (Tobin, 2008). Dale jsou zde ale i
melanocyty (respektive melanoblasty) s charakteristikami kmenovych bunék v oblasti
tzv. bulge (tj. ztlusténi zevni kotfenové pochvy) vlasového folikulu. Tyto prekurzorové
melanocyty jsou aktivovany béhem anagenni faze vlasového cyklu a slouzi k obnové
diferencovanych melanocyta (Buac et Pavan, 2007; Gola et al., 2012; Tobin, 2008).
Nejlépe se melanocyty daji odlisit v elektronovém mikroskopu, kde jsou
identifikovany podle velkého jadra, pfitomnosti melanosomt v cytoplazmé a dle
typickych dendritickych vybézkli. Melanin je enzymaticky syntetizovan Vv nékolika
krocich ve specializovanych organelach, melanosomech, z tyrozinu za pomoci mj.
enzymu tyrozinazy (Hearing, 2011). Tyto organely slouzi k hromadéni kone¢ného
produktu melaninu, ktery je posléze prostiednictvim dendritickych vybézki
transportovan mezi okolni keratinocyty epidermis a ve vlasovém folikulu keratinocytim
matrix vlasového bulbu (Tobin, 2008). Samotny mechanizmus pfedavani melanosomi
keratinocytum neni zcela objasnén, ale predpoklada se, Ze keratinocyty mechanizmem
podobnym fagocytéze pohlcuji odlomené konce dendritickych vybézki s melanosomy,
nebo pfijimaji volné melanosomy vyloucené exocytéozou (Schiaffino, 2010; Van Den
Bossche et al., 2006). Melanocyt takto zasobuje pigmentem v pruméru 36 keratinocytd
a tvofi tzv. epidermalni melanocytarni jednotku (Haass et Herlyn, 2005). Samotny pocet
melanocytd kolisa podle anatomické lokalizace kiize, ale i mezi riznymi jedinci a
rasami (v praméru asi 1200/mm?) (Cichorek et al., 2013). Rasové rozdily v pigmentaci
kize neodrazi jen rozdilné zastoupeni melanocytt, ale hlavné jejich riznou zakladni
aktivitu v syntéze melaninu. Samotna produkce melaninu a jeho transport do
keratinocytd je vyznamny protektivni faktor k ochrané pokozky pted ultrafialovym
zatenim (dale jako UV =zafeni, anglicky: Ultra Violet radiation). Role melanocytt

V patogenezi melanomu je popsana v kapitole 4.2.1.



Tab.: 1 Fyziologické rozlozeni melanocyti v organizmu; modifikovano dle Borovansky

et Riley, 2011.

epidermalni (interfolikularni; folikularni: bulge, bulbus)
Klasické melanocyty

Dermalni

oko (uvea: iris, corpus ciliare;choroidea); retina

Neklasické melanocyty | vnitini ucho (cochlea, vestibularni aparat)

organové (meningy, slzné zlaza, kosti, gonady)

Pro detekci melanocytli jsou vhodnéjsi rozsifené barvici techniky, protoze jen
zakladni technikou barveni (H&E) se melanocyty od okolnich keratinocytl odliSuji
obtizné. Z rozsitenych histologickych technik se nejvice vyuziva barveni podle
Fontana-Massona (metodika popsana v monografii Bancrofft, 2012).
V imunohistochemickém znaceni lze pouzit nejriznéjsi protilatky. Nejb&znéji se
pouziva anti S100 (respektive S100B) patiici mezi proteiny vazici vapnik (Gown et al.,
1986), jde ale o znak spole¢ny pro mnoho bunéénych typi pochazejicich z neuralni
listy. Specificita tohoto znaku je tedy nizka, jakkoli vyhodou metody je jeji vysoka
senzitivita. Vice specifické protilatky jsou napi. HMB-45 protilatka proti glykoproteinu
PMEL 17, ktery je soucasti membrany melanosomil, nebo Melan-A vazici se na
protieny matrix melanosomu (oznacovan jako MART-1, melanosomal matrix proteins)
(Gown et al., 1986). K bézné detekcei lze vyuzit i protilatky proti tyrozinaze, klicovému

enzymu v biosyntéze melaninu.

1.3.  Vazivova komponenta kiize a sliznic

Pod bazalni laminou se nachazi vazivova vrstva oznacovana v kuzi jako dermis
(seu corium, cesky skara) a v oblasti sliznic jako podslizni¢ni vazivo (tela submucosa).
Dermis ma podle lokalizace tloustku 0,6-3 mm. V oblasti epidermalnich ¢epti vybiha
dermis komplementarné v dermalni papily a je proto oznaovana jako pars papillaris,
hlubsi cast pak jako pars reticularis corii. Dermalni papily jsou vyrazné v mistech
vystavenych tlakovym vlivim a ptfedpoklada se, ze zvétSuji kontaktni plochu, a tak
posiluji dermo-epidermalni spojeni (Lullmann-Rauch, 2012). Jak dermis, tak i
podslizniéni vazivo tvoii podptrnou strukturu pfirozeného kryciho epitelu. Nachazime

zde jak slozku bunéfnou (tvofenou rezidentnimi bunkami, tj. pfevazné fibroblasty,



endoteliemi, histiocyty, mastocyty a zaroven buikami migrujicimi napt. pfi

imunologickych reakcich), tak i ¢ast tvofenou mezibunéénou hmotou.

vvvvvv

slozek ECM, piedevsim kolagenu typu I, Ill, a V, elastickych vlaken a fibronektinu.
Maji vietenity tvar a jsou rozptyleny jednotlivé mezi snopci vldken jimi tvoiené ECM.
Zaroven se podileji na tvorbé bazalni membrany (produkci napt. kolagenu typu 1V a
lamininu). Fibroblasty vedle kontinualni tvorby a remodelace ECM produkuji také fadu
rastovych faktori a cytokint, které maji ptimy vliv na proliferaci a diferenciaci
epitelovych bun€k a hraji tak vyznamnou roli pii epitelové mezenchymovych
interakcich (Sorrell et al., 2007; Werner et al., 2007). Podle histologického klice
muzeme zjednoduSené rozdélit kozni fibroblasty na fibroblasty ulozené v papilarni
dermis, fibroblasty ulozené v retikularni dermis a funkéné zna¢né odlisné fibroblasty
tvotici dermalni papilu vlasového folikulu (Sorrell et Caplan, 2004).

Toto rozdéleni neni Cisté jen histologické, ale odrazi zejména jejich rozdily
funkéni, napt. v produkci jednotlivych komponent ECM. Superficidlné uloZené
fibroblasty v papilach dermis produkuji mnohem vice kolagenu typu Ill, nez fibroblasty
Vv retikularni dermis a navic se vyznamné podileji na produkci komponent bazalni
laminy (Sorrell et al., 2007; Sorrell et Caplan, 2004).

Dalsi typ fibroblastu je uloZen v oblasti vlasového folikulu, resp. v jeho dermalni
papile. Jedna se 0 vysoce specializované bunééné populace ucastnici se vyvoje a
cyklické obmény vlasového folikulu pomoci jemn€ regulovanych epitelove
mezenchymovych interakcich (podrobnéji popsano v kapitole 2.1.) (Botchkarev et
Kishimoto, 2003; Sorrell et Caplan, 2004). Ukazuje se tedy, ze fibroblasty nejsou jen
buiiky tvofici podplrnou tkan a jeji ECM, ale jedna se o buiiky s fadou rozdilnych
funkei Giastnicich se v ramci epitelové mezenchymovych interakci i d&jti regulacnich.

ECM dermis a podsliznicniho vaziva vrstevnatych dlazdicovych epiteli se
skladd ze slozky vlaknité a amorfni. Hlavni slozkou vlaknité komponenty ECM jsou
kolagenni vlakna tvofena predevsim kolagenem typu I, ktery ptedstavuje az 80 %
veskerého, zde zastoupeného kolagenu. Pfedevs§im pravé kolagen typu | probiha
paralelné s koznim povrchem a zodpovida tak za pevnost ktize. V optickém mikroskopu
tato vlakna lze odlisit jednak diky jejich velikosti, ale i dle dobré barvitelnosti eozinem.
Dale zde nachazime kolagen typu Ill, ktery je dominantnim kolagenem fetdlni dermis a

mén¢ i kolagen typu V. Elasticka vlakna jsou v koriu stejné¢ cetnd jako vlakna
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kolagenni, odli$na je jejich biomechanicka charakteristika (Sherratt, 2009). Zodpovidaji
za odolnost a elasticitu kiize a nachazime je predevsim v retikularni dermis, kde vytvari
hustou sit’. Z této sité vystupuji vlakna smérem k epitelu, postupné se tenci, ztraceji
svou amorfni elastickou komponentu a v oblasti uponu k bazalni membrané maji jiz jen
slozku mikrofibrilarni. Ve tfetim deceniu zivota elastickych vlaken zacina ubyvat, coz
byva interpretovano jako inicialni znamky starnuti lidské kuze (Sherratt, 2009).
Retikulinova vlakna se nejlépe zobrazi v optickém mikroskopu po impregnaci solemi
stiibra (Ushiki, 2002). Jsou velmi jemna, v kazi se vyskytuji jen v malém mnoZstvi
v oblasti potnich Zlaz, pozorujeme je také kolem cév a bazalni membrany.

Z amorfni komponenty jsou vdermis vyznamné zastoupeny piedev§im
proteoglykany jako dermatan sulfat, chondroitin sulfat a kyselina hyaluronova
(Jarvelainen et al., 2009; Lullmann-Rauch, 2012; Trowbridge et Gallo, 2002). Kyselina
hyaluronova na sebe vaze vodu a podili se na hydrataci kize (Lullmann-Rauch, 2012).
Velky negativni naboj podminény zejména masivni sulfataci umoziuje témto
makromolekulam propijcovat dermis az gelovitou konzistenci, tedy vytvaret prostiedi
ptihodné pro migraci bunék. Kromé& mechanické funkce maji proteoglykany dalsi
rozmanité funkce, podili se na vazb¢ tady rustovych faktort, cytokinl, adhezivnich
molekul a Gcastni se tak na ovlivnéni biologické funkce téchto molekul. Dermatan a
chondroitin sulfat maji schopnost vazat se na komponenty ECM, a to ptfedevSim na

kolagen, dale pak na fibronektin a laminin (Trowbridge et al., 2002).

Kromé vyse popsanych fibroblastii a jimi vytvaiené a pribézné remodelované
ECM jsou v normalni dermis ptitomny i buiiky imunitniho systému vykonavajici
prubézné imunologickou kontrolu (tzv. surveilance).

Histiocyty, oznacované jako tkanové makrofagy, vznikaji z monocyti, které do
oblasti vaziva pronikaji z krevniho fecisté. Jejich aktivni formy jsou makrofagy
s bohatou enzymatickou vybavou, které fagocytuji antigeny, odpadni produkty
metabolizmu a produkuji fadu chemotaktickych mediatorti (Calonje, 2011). Histiocyty
spolecné s dal$imi bunikami imunitniho systému, Zirnymi buiikami a endotelovymi
buitkami spolupracuji na koordinaci prezentace antigent, na indukci buné¢né specifické
zanétlivé reakce pii granulomatéznim zanétu.

Mastocyty, neboli zirné bunky, jsou lokalizovany zejména v pojivové tkani nebo
podél krevnich kapilar (Galli et Tsai, 2008). Jsou podobné bazofilnim granulocytim a

ve své cytoplazmé maji metachromaticka granula obsahujici histamin, heparin,
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serotonin a dal$i mediatory. Na svém povrchu maji ¢etné receptory pro IgE a jejich

uplatnéni je predevsim v zanétlivych a alergickych reakcich.

2. Epitelové mezenchymové interakce

Epitelové a mezenchymové bunky reprezentuji dvojici hlavnich Zzivocisnych
bunécnych populaci tcastnicich se na stavbé kuze a sliznic. Dtive byly do jisté miry
chapany jako striktné oddélené protipdly, zejména v ohledu na jejich histogenezi, ale i
morfologii. Epitelové buiiky jsou charakterizovany tvorbou pevnych vzajemnych vazeb,
ale 1 vazbami ke komponentdm ECM. Strukturdlné jsou charakterizovany expresi
specifickych intermedialnich filament, keratinti (Schweizer et al., 2006). Naproti tomu
mezenchymové builky nevytvaii pevna bunéénd spojeni jako bunky epitelové.
Strukturdlné je pro né typickd exprese vimentinu jako intermedidlniho filamenta
cytoskeletu mezenchymovych bun¢k (Jeong et al., 2012). Epitelové mezenchymové
interakce tak reprezentuji vzajemné ovliviiovani dvou rozdilnych bunécnych populaci,
které odpovida za dynamické udrzovani homeostazy organizmu jak Vv pribéhu
prenatalniho vyvoje, postnatalniho ristu, tak napfiklad béhem faze cyklické obmény

nékterych struktur, ¢i faze hojeni.

2.1.  Epitelové mezenchymové interakce pfi vyvoji a hojeni

Vzijemnou a pfesn¢ organizovanou interakci bunéénych populaci je moZno
sledovat od nejran¢jSich stadii vyvoje lidského embrya. Principidlné je mozné tyto déje
spatiovat naptiklad jiz v pribéhu gastrulace, tedy pfi invaginaci bun€k primitivniho
mezodermu a formovani tiivrstevného zarodeéného terCiku Vv prubéhu tfetiho
embryonalniho tydne (Thiery et al., 2009).

I kdyz morfogenetické zmény spojené s gastrulaci se u jednotlivych Zivocicht
vyznamné lisi, jednd se o pomérné univerzalni proces, pii kterém se zakladd vyvojova
0sa organizmu. Pravé na tomto procesu byla objasnéna napiiklad iklicova role
transkripcnich faktort snail a twist, regulujicich jeden z hlavnich pochodt, ktery je
disledkem epitelové mezenchymovych interakci, a to EMT. Jako fidici rustové faktory
se zde Ucastni kromé fibroblastového rustového faktoru (dale jako FGF, anglicky:
Fibroblast Growth Factor) i transformujici rustovy faktor beta (dale jako TGF-B,

anglicky: Transforming Growth Factor beta), ktery odpovida za ventralizaci ektodermu
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pti zakladani embrya a reguluje expresi snail, a tedy vstup bunék do procesu EMT (Cho
etal., 2013).

Obdobné pochody se poté uplatiuji nejen v dalSich fazich embryonélniho
vyvoje, a to V lokalné specifickych obménach pii vyvoji jednotlivych organt (vcetné
kaze) a pti vyvoji koncetin, ale objevuji se i postnatalné, napiiklad v pribéhu cyklické
obnovy vlasovych folikulti (Fuchs, 2007).

Pii vyvoji vlasového folikulu dochazi k interakci epitelu a mezenchymovych
bunék zakladu dermis. Tuto interakci charakterizuje zvySena signalizace
prostiednictvim FGF a soucasné inhibice signalu zprostiedkovaného pomoci kostniho
morfogenetického proteinu-4 a -7 (dale jako BMP-4 a -7, anglicky: Bone
Morphogenetic Protein-4 and -7). Tak dojde nejprve k indukci drobné ploché epitelialni
invaginace oznacované jako vlasova plakoda (Fuchs, 2007; Noramly et Morgan, 1998;
Sennett et Rendl, 2012). Nasledn¢ dal$im rustem vlasové plakody a vlivem signalizace
sonic hedgehog vV epitelovém zakladu vlasového folikulu dochazi k organizaci
ptilehlych mezenchymovych bunék do tzv. dermalni papily vlasového folikulu, coz je
pozd¢ji doprovazeno i zménou konformace plakody v Utvar jiz podobny spiSe poharku.
Podobn¢ jsou signalizacni drahy aktivovany i b&hem postnatalni cyklické obnovy
vlasovych folikulti (Botchkarev et Kishimoto, 2003; Fuchs, 2007). V telogenni fazi
ristového cyklu vlasového folikulu mezenchymové interakce vytvaii inhibi¢ni signaly,
které udrzuji vlasovy folikul v klidovém stadiu. Béhem anagenni faze dochazi k aktivaci
stimulacnich drah jak v epitelu, tak v pfilehlém mezenchymu. V nasledné katagenni fazi
dojde k ukonceni aktiva¢nich stimulti mezi epitelovou a mezenchymovou komponentou
z ptedchozi faze, coz vede k indukci apoptdzy v oblasti epitelové ¢asti vlasového bulbu
a i dermalni papila vstupuje do klidového stavu (Botchkarev et Kishimoto, 2003; Fuchs,
2007). Rustové faktory podilejici se na tvorbé molekularni sité signalti ovliviujici
epitelovou a mezenchymovou komponentu vyvijejiciho se vlasového folikulu zahrnuji
Whnt, TGF-B, BMP, sonic hedgehog, FGF, notch, epidermovy rustovy faktor (dale jako
EGF, anglicky: Epidermal Growth Factor) a nadory nekrotizujici faktor (dale jako TNF,
anglicky: Tumor Necrosis Factor) (Botchkarev et Kishimoto, 2003; Millar, 2002).
Obdobné interakce nalézadme 1 pfi vyvoji jinych organl jako je zub, mlécna zldza ¢i
plice nebo pii udrzovani homeostazy jinych tkani a organli V procesu kontinualni
obnovy, ¢i pti hojeni.

Nesporny podil epitelové mezenchymovych interakci je i pfi formovani bazalni

membrany. Experimentalné¢ byl doloZen efekt, kdy fibroblasty z papilarni dermis pod
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vlivem keratinocyti produkuji TGF-B, ten zpétné stimuluje produkci lamininu a
kolagenu typu IV a VII keratinocyty (Sorrell et Caplan, 2004). Vedle iniciace produkce
komponent bazalni membrany tyto vzajemné interakce napomahaji i spravnému
rozloZzeni jednotlivych funk¢nich proteinti Vv oblasti bazalni membrany (Sorrell et
Caplan, 2004).

Dalsi vyznamny piiklad podilu epitelové mezenchymové interakce nalézame pti
formovani prostiedi nezbytného pro kmenové bunky. Takové prostiedi je oznacovano
jako ,,niche “. Obecné¢ lze Fici, Ze udrzeni tohoto ,,niche “ ma nejvétsi vyznam ve tkanich
s vysokou frekvenci bunééné obmény, jako je kostni dien, krypty vystelky stfevni nebo
napt. vlasovy folikul v kuzi (Clavel et al., 2012).

Vlasovy folikul je i vtomto ptipadé opét ilustrativnim modelem pro studium
funkce epitelové mezenchymovych interakei a jejich podil pti formovani a udrzovéani
komplexniho ,,niche . Epidermové kmenové bunky nachazime ve vlasovém folikulu
v oblasti ztlusténi zevni kofenové pochvy, tzv. bulge. Jejich déleni, které je potiebné
pro vstup folikulu do dalsiho rustového cyklu, je aktivovano piedev§im béhem anagenu,
kdy pod vlivem Wnt je vtéchto bunkach stabilizovan B-catenin (Wnt/B-catenin),
pravdépodobné jeden z kli¢ovych signalu v aktivaci téchto kmenovych bunék (Fuchs,
2007). Fibroblastim dermalni papily se v tomto prostiedi ptisuzuje funkce inhibi¢ni a
stabiliza¢ni, kterd je dokumentovana pifi cyklické obnové vlasového folikulu
(Botchkarev et Paus, 2003; Fuchs, 2007). Na mys$im modelu byly i tyto bunky
charakterizovany expresi znaku Sox2. Jejich funkce vSak nebyla objasnéna b&hem
cyklické obmény vlasovych folikult, ale pouze béhem vyvoje epidermis a vlasového
folikulu, kde bez Sox2 pozitivnich bunék dochazelo k poskozeni postnatalniho vyvoje
vlasovych folikuld, pficemz je nutno podotknout, Ze aktudlni mysi model pfedstavuje
vzhledem Kk synchronizaci cyklu vlasovych folikulii velmi piihodny, av§ak pomérim
lidské tkané ponékud vzdaleny model (Clavel et al., 2012).

Dalsi ze soucasti podilejicich se na komplexnim ,,niche” jsou komponenty
ECM, neporusena bazalni lamina a ptitomnost specifickych integrint, které napomahaji
vazbé epidermdlnich kmenovych bun¢k na laminin a kolagen typu IV bazalni
membrany, a komponenty okolni ECM, jako je fibronektin (Chen et al., 2013).
Integriny maji také schopnost vazat jiné povrchové bunééné adhezivni molekuly jako
CD 54 (ICAM1), ¢i CD 106 (VCAMI) piitomné v kmenovém prostiedi ,,niche
(Barczyk et al., 2010). Pro epidermalni kmenové bunky je typicka exprese a6p1-
integrinu (Barczyk et al., 2010; Boehnke et al., 2012; Chen et al., 2013).
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Vyznam epitelové mezenchymovych interakci 1ze pozorovat i béhem faze hojeni
postnatalnich tkani. Hojeni klize pfedstavuje piedevSim rekonstituci bariérové funkce
kaze. K dosazZeni tohoto cile je tfeba, aby nejprve granula¢ni tkan v misté poranéni byla
schopna vytvofit novou pojivovou tkan a nasledny epitelovy uzavér obnovil plné
fyziologické funkce kize. Na tomto schématu je patrné, ze pro uspésné hojeni je
potteba dokoncit obé faze, ale Ze je nutné i zachovani ¢asové posloupnosti téchto déji.
Je tedy ziejmé, ze vzajemné epitelové mezenchymové interakce v tomto procesu hraji
nezanedbatelnou tlohu. Samotny proces hojeni muze byt rozdélen do faze zanétlivé,
faze granulacni, faze syntézy nové pojivové tkané a faze reepitelizace, kterd je
nasledovana dlouhou fazi postupné remodelace vzniklé jizvy (Viera et al., 2012; Werner
et al. 2007;). Ve fazi zanétlivé a fazi granula¢ni dochazi k vyrazné aktivaci ptilehlého
mezenchymu, jeho proliferaci a nasledné tvorbé velkého mnozstvi ECM. Ve fazi
reepitelizace dochazi k proliferaci epitelovych bunék a jejich dalsi migraci do oblasti
prozatimni tzv. matrice z novotvorené pojivové tkané (Werner et al. 2007).

Experimentalné¢ je prokdzan vliv keratinocytd, které stimuluji fibroblasty
k syntéze rustovych faktorl, coz zpétné stimuluje i proliferaci keratinocytd (schéma 1).
Jeden z hlavnich ristovych faktord produkovany fibroblasty béhem hojeni je FGF 7.
Naopak epitelové buiky odpovidaji zvySenou expresi IL-1 a TGF-a a trombocyty
produkovanym rustovym faktorem (dale jako PDGF, anglicky: Platelet-Derived Growth
Factor) (Werner et Grose, 2003; Werner et al., 2007). Jak epitelové bunky, tak
fibroblasty béhem hojeni produkuji TGF-B, ktery je zodpovédny za konverzi fibroblastt
Vv myofibroblasty a ty propljcuji hojici se ran¢ dostatecnou pevnost a pruznost
(myofibroblasty v kontextu nadorového mikroprostiedi a hojici se rany jsou podrobnéji
popsany V kapitole 5.2.). TGF-f pfedstavuje mimofadné potentni cytokin, jehoz
vysledné plsobeni je ale variabilni a zavislé na koncentraci, délce plisobeni a na
kontextu tkdn€. Soucasn¢ dokaze v systému hojici se tkané zasadné odlisné, ¢i dokonce
zcela divergentn€, plisobit na rtizné bunécné populace. Napt. vystupiiovana produkce
TGF-p fibroblasty hojici se rany je pravdépodobné odpovédnd i za tvorbu keloidnich
jizev, coz je spojeno S poruchou remodelace jizvy jako konecné faze hojeni (Viera et al.,
2012). Nekteré prace poukazuji i na podobnost aktivovanych, jiz v ptedchozi kapitole
zminénych, signalnich drah (Wnt/p-catenin, TGF-b, Notch a Hedgehog) béhem fazi
vyvoje a faze hojeni kiize (Kirsten et al., 2013).
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Schéma 1.: Schéma ptlisobeni ristovych faktorti v modelu hojici se rany, modifikovano

dle Werner et al., 2007.
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V procesech fyziologické odpovédi na poranéni dochazi také Kk d&jim
odpovidajicim svym charakterem EMT. Bé&hem hojeni kiiZze podstupuji n€které vitalni
keratinocyty, které jsou lokalizovany v okraji rany, zdsadni zmény fenotypu. Tento
proces jim umozni ve vysledku lépe migrovat a tak snadnéji reepitelizovat oblast
poranéni. Tyto aktivované epitelové buiiky jsou charakterizovany expresi transkripéniho
faktoru slug, ktery je povazovan za fidici transkripéni faktor (Arnoux et al., 2008).
Podobné jako snail i slug se mize podilet na inhibici exprese E—cadherinu a pfispivat
tak k rozvolnéni keratinocyti a jejich nasledné migraci (Come et al., 2006). Exprese
slug a snail pii hojeni je indukovana nékolika intracelularnimi signalnimi cestami, které
jsou aktivovany pomoci epidermalniho ristového faktoru (dale jako EGF, anglicky:
Epidermal Growth Factor), FGF, TGF-p a kaskadou Ras. Pti aktivaci keratinocytd v
pribéhu hojeni rany se zda byt klicovéa signalni draha EGF, na coz poukazuje prace
Edmeho a spol., ktera prokazala piitomnost upregulace receptoru pro EGF v hojici se
epidermis (Edme et al., 2002). Tyto zmény jsou doprovazeny také piestavbou
komponent ECM zahajenou pomoci MMP 2 a 9) (Yin et al., 2013).
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V ptipad¢ hojeni ran tedy dochazi v organizmu i postnataln¢ k indukci epitelové
mezenchymovych interakci jako jednoho ze zékladnich mechanizmi k obnoveni

tkanové homeostazy.

2.2.  Epitelové mezenchymové interakce v nddorech

Epitelové mezenchymové interakce se uplatiiuji, v ur€itych modifikacich, i v
mnoha patologickych procesech. Pozornost byla tomuto fenoménu vénovana napft. pii
plicni fibroze (Horowitz et Thannickal, 2006), ale ptedevsim pii formovani nadorového
prostedi (Plzak et al., 2010). V analogii ke sloZeni normalnich tkani a organti je mozné
I v nadorech odlisit nadorovy parenchym a podpurné tkan¢, obecné oznacované jako
nadorové stroma.

Na vzniku nédorli se podili genetické a regula¢ni zmény, na jejichz zakladé
nastava nejen ztrata funkéni regulace dé€leni, ale i piirozeného zaniku bungk.
Nekontrolované déleni nddorového klonu, ktery ziskal nezavislost na kontextu okolni
tkané, vede k enormni akumulaci nadorovych bunék (Sulic et al., 2005).

Nadorové bunky naptiklad casto vykazuji odliSnou metabolickou aktivitu
Vv porovnani s jejich matetskou tkani (Plzak et al., 2010; Sundaram et al., 2013). Diky
alternativnim metabolickym pochodiim jsou tak ¢asto mnohem odolngjsi vii¢i hypoxii.
Pravée fyzikalni moZnosti difuze kysliku jsou zde ilustrativnim, nikoli vSak jisté jedinym
z limityjicich faktord pro nezavisly rdst maligniho klonu (Tatum et al., 2006). Pravé
proto je pro dalsi GspéSny rust nadoru tak vyznamné permisivni prostiedi, které
umoziuje (zde napiiklad neoangiogenezi) malignimu klonu pfekroceni mezni velikosti.
Z tohoto schématu je tedy evidentni, ze interakce maligné transformované bunécné
populace a okolni tkang, tvofené jinymi maligné netransformovanymi buné¢nymi typy a
mezibunéénou hmotou (souhrnné jde tedy o celé nadorové stroma), je podstatnym
faktorem v patogenezi nadorovych onemocnéni. Epitelové mezenchymové interakce
zde tedy sehravaji vyznamnou ulohu pii tvorbé specifického mikroprostiedi, kde
dochazi k vzijemnému ovlivnéni jak nddorového parenchymu, tak nadorového
stromatu, a proto, jak jsme jiz zminili, i vV nadorové biologii je uzivano v analogickych
situacich terminu ,,niche* (Fidler, 2003).

Diivejsi predpoklad, ze nadorové stroma piedstavuje pouze podpurnou tkan
nadort, je jiz piekonan a v sou¢asné nadorové biologii je mu piipisovana vyznamna

role umoziujici pfimé ovlivnéni biologické funkce nadorového parenchymu (Li et al.,
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2007; Lorusso et Ruegg, 2008; Plzak et al., 2010). Jiz vice nez pted sto lety britsky
chirurg Stephen Paget formuloval hypotézu, ze nadorové buiiky potiebuji ke svému
zivotu 1 specifické prostredi, tak jako semeno potiebuje ke svému rtistu tirodnou ptidu
(tzv. seed and soil hypothesis) (souhrné kriticky revidovano ve Fidler, 2003). Pravé tyto
mySlenky vedly ke studiu nadorového mikroprostfedi a vzajemného ovlivnéni
komponent nddorového klonu a nddorového stromatu, a to predevsim pomoci nadorove
asociovanych fibroblasti (dale jako CAFs, anglicky: Cancer-Associated Fibroblasts)
Vv podobé epitelové mezenchymovych interakci. Vedle funkce podpiirné a produkce
komponent ECM jsou CAFs schopny produkovat ftadu ristovych faktord a
cytokini/chemokinti odpovédnych za proliferaci a migraci bun¢k nadorového klonu (De
Wever et al., 2008). Slozeni a funkce nadorového stromatu je podrobnéji popsana

v kapitole 5.

Epitelové mezenchymové interakce v nadorové biologii dokladuje jiz fada
experimentalnich praci. Lacina a spol. demonstrovali vliv CAFs izolovanych
z bazocelularniho karcinomu ktize a nasledné i z dlazdicobunééného karcinomu hlavy a
krku (dale jako HNSCC, anglicky Head and Neck Sgamous Cell Carcinoma). Tyto
CAFs byly schopny v piimé ko-kultufe ovlivnit diferencia¢ni stav normalnich
keratinocytd, abnormalni nalezy zde byly demonstrovany na urovni exprese keratinti-19
a -8. Keratin-19 je jednim ze znaki nezralych epidermalnich bunék, keratin-8 nalézame
ve vicevrstevném dlaZzdicovém epitelu pouze béhem embryonalniho vyvoje, nikoli vSak
onemocnéni (Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b; Matthias et al. 2008). Vedle
ptimych bunéénych kontaktii se predpoklada i vliv interakce prostiednictvim parakrinni
sekrece. Pozdégji Strnad a spol. provedli obdobny experiment, ale za pomoci tzv.
nepiimé ko-kultivace a kondiciovanych medii. Keratinocyty a CAFs izolované
z HNSCC byly vtomto piipadé oddéleny pomoci mikroporézni membrany. Pomoci
analyzy celogenomové transkripce tito autofi detekovali v CAFs z HNSCC zvysenou
expresi inzulinu podobnému ristovému faktoru-2 (dale jako IGF-2, anglicky: Insulin-
like Growth Factor 2) a BMP-4. Tyto rustové faktory (rekombinantniho pivodu) po
ptidani do kultiva¢niho media byly nasledné schopny ovlivnit v identickém rozsahu
diferenciacni stupen normalnich keratinocyti stejné jako CAFs. Tuto fenokopii bylo
nasledné mozno uspésn¢ blokovat pomoci specifickych inhibi¢nich monoklonalnich

protilatek (Strnad et al., 2010).
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Jiny aspekt téchto interakci sledovali v experimentu Kolar a spol., kdy tito autofi
demonstrovali efekt ko-kultivace normalnich dermalnich fibroblasti a normalnich
lidskych keratinocytti na tvorbu interleukinu-6 a interlukinu-8 (dale jako IL-6 a IL-8,
anglicky: Interleukin 8, Interleukin 6) a chemokinového motivu C-X-C ligand 1 (dale
jako dale CXCL-1, anglicky: Chemokine (C-X-C motif)  ligand-1). U normalnich
dermalnich fibroblasta bylo zjisténo, ze produkce téchto faktort je patrna v odpovédi na
pfitomnost keratinocytt v ko-kultufe jen omezenou dobu. Naproti tomu CAFs tyto
faktory produkuji i po dlouhodobé kultivaci jiz bez ptitomnosti epitelovych bunék. Bylo
prokazano, ze tyto cytokiny/chemokiny byly nasledné schopny ovlivnit diferenciaci
normalnich keratinocytti (Kolar et al., 2012). Tento efekt lze vysvétlit schopnosti
nadorovych bunék signalizovat parakrinné smérem k formujicimu se stromatu (tzv.
recruitment), které je nasledné schopné zpétné stimulovat rust a ovlivnit diferencia¢ni
stupent nadorovych bunék. Opét jde o mechanizmus podobny naptiklad hojeni, ale jeho
kontext a regulace jsou odlisné.

CAFs mohou ovliviiovat i migra¢ni a metastatické vlastnosti nadorovych bunék.
Elenbaas a spol. provedli experiment, pii kterém implantovali mySim jak samotné
buriky karcinomu prsu, tak ve smési s korespondujicimi CAFs. Usp&snost vytvoteni
nadoru a jeho nasledny rist byl mnohonasobné vyssi v kombinaci nadorovych bunék
s permisivni stromalni komponentou, tj. s CAFs (Elenbaas et Weinberg, 2001).

I pti progresi nadorovych bun¢k skrze bazalni membranu dochazi k disrupci
bazalni membrany a usnadnéni jejich invaze do okoli. Tomuto procesu napomahaji
CAFs produkci MMP (MMP-2 a -9), jejichz enzymaticka degradace okolnich
komponent ECM a soucasti bazalni membrany je v procesu delaminace kli¢ova (Roy et
al., 2009). Cely proces lokalni invaze a metastazovani nadoru je Vftadé situaci
doprovazen EMT nadorovych bunék jako dasledek aktivace vysoce specializovanych
signaliza¢nich drah, typickych pro epitelové mezenchymové interakce. Tyto bunky,
aktivné pronikajici z nddoru do okoli, se oznacuji jako tzv. buniky invazivni fronty.
Vykazuji v n€kterych situacich i expresi znaki kmenovosti jako CD 133, CD 44 a pfi
invazi soucCasné ztraci, ¢i alespon snizuji expresi E-cadherinu, coz je chapano rovnéz
jako jeden ze znaki EMT (Satpute et al., 2013; Supernat et al., 2013).

Rada praci poukazuje na uréitou vnitini heterogenitu nadorovych bunék v ramci
nadoru a tedy na fakt, Ze pomérné mala ¢ast nadorové populace je vysoce tumorigenni,
predev$im pro Svou vyraznou rezistenci na konvencni chemoterapeutika a znacnou

schopnost sebeobnovy, tedy schopnost repopulace nadorového parenchymu po
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napiiklad terapeutickém zasahu chemo- ¢i radioterapie. Tyto bunky nyni stoji v popiedi
zajmu nadorové biologie. Obecné jsou oznacovany jako nadorové kmenové bunky (dale
jako CSCs, anglicky: Cancer Stem Cells) (Clarke et al., 2006). Posledni poznatky navic
ukazuji, ze pii epitelové mezenchymovych interakcich mohou CAFs hrat roli ve
formovani ,,niche* specifického pro CSCs. CAFs, vedle formovani ECM, ktera se na
tvorbé takto specifického mikroprostiedi také tcastni (Borovski et al., 2011), se mohou
podilet produkci fady ristovych faktord, cytokini a chemokint na formovani ,,niche®,
které je pro CSCs nezbytné (Chen et al., 2014; Liao et al. 2010; Weiland et al., 2012).
Ackoli procesy zahrnujici epitelové mezenchymové interakce a EMT jsou jiz
dobfe zdokumentovany v in vitro modelech nadorového prostredi, jejich jednoznacny
prikaz v oblasti klinickych a histopatologickych sledovéani je otdazkou tady diskuzi
(Thiery, 2009) a prakticka aplikace v diagnostické patologii neni prozatim soucasti

doporucenych postupi.

3. Glykobiologie a lektinova imunohistochemie

Glykobiologie je védni obor zabyvajici se strukturou, biologickou syntézou a
studiem funkci sacharidii v biologickych systémech. Novéji se toto odvétvi intenzivné
zabyva i funkci modifikovanych molekul (napt. glykosylovanych), tzv. glykokonjugatu,
jejich regulaci, ale i mechanizmy, které jsou schopny tyto modifikace v organizmu
rozpoznavat.

Sacharidy byly relativn¢ dlouho opomijeny molekularnimi biology a byly
povazovany spiSe za molekuly podilejici se pfedev§sim na metabolickych déjich (jako
zdroj energie, ¢i napiiklad jako substraty biochemickych reakci) nebo za molekuly
strukturalni (ale prevazné u rostlin a bezobratlych). Sacharidy jsou ptitom v zivé piirodé
nejpocetnéjsi skupinou organickych molekul a téméf vSechny organizmy je potiebuji ke
svému zivotu.

Molekularni biologie byla spiSe zamétfena na sledovani zékladni linie uchovani
genetické informace mezi nukleovymi kyselinami (replikace, transkripce a reverzni
transkripce) a realizaci této informace pti syntéze proteind (translace) (schéma 2.).

Rozsiteni tohoto tzv. zakladniho dogmatu molekularni biologie o aspekt
glykobiologicky otevielo cestu pro detailngj§i porozuméni jemnym regula¢nim

mechanizmim (Gabius et al., 2002). Pro vysokou komplexnost struktury jednotlivych
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molekul sacharidi a znacnou variabilitu interakci mezi jejich molekulami a skrze mozné
dalsi stereochemické modifikace piedstavuji sacharidy vhodny a vysoce riznorody

nastroj jak pro fizeni bunécnych jevu, tak ale 1 pro jejich studium.

Heterogenita glykokonjugati je tedy dana n¢kolika jejich charakteristickymi

vlastnostmi:
()
(i)
(iii)
(iv)

Uvedené

schopnosti sacharidovych rezidui rizného typu vytvaret glykosidické
vazby s dal$imi sacharidy;

schopnosti reagovat i s jinymi molekulami (napf. proteiny, ¢i lipidy);
strukturalni charakteristikou molekul;

vysokou variabilitou polymerizace i tvorbou variabilnich izomert
(Mody et al., 1995).

skute€nosti dokazuji Strukturdlni heterogenitu sacharidi a tim

schopnost uchovavat velky objem informace pti bunéénych déjich. Takovéto informace
nejsou piimo koédovany v genomu, ale jsou genomem podminény. Tento informacéni

potencial sacharidi byl oznacen jako glykokod (Villalobo et Gabius, 1998).

Schéma 2.: Modifikovano podle Varki et al., 1999.
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3.1.  Lektiny

Lektiny ptedstavuji skupinu proteint, které jsou schopny specificky rozpoznavat

a vazat molekuly sacharidi, a tak dekdédovat biologickou informaci ulozenou
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v glykokddu. Vazba sacharidi a lektind je odlisna jak od vazby antigen-protilatka, tak i
od vazby enzymatické. Tato specifickd vazba lektinii je in vivo zacilena na tzv.
endogenni ligandy, kterymi jsou sacharidové skupiny pfitomné na molekulach
nejruznéjsich glykokonjugatt (napt. glykoproteint).

Vazba lektin-monosacharid je relativné slaba s disocia¢ni konstantou v rozmezi
10° — 10® mol., zatimco vazba karbohydratového komplexu na povrchu molekul
glykolipidii a hlavné glykoproteinti je mnohem silnéjsi (Rabinovich et al., 2007).
Schopnost lektini rozpoznavat specifické cukerné motivy je ddna aminokyselinovou
sekvenci v jejich molekule, resp. ve specializované doméné rozpoznavajici sacharidy
(dale jako CRD, anglicky: Carbohydrate Recognition Domain). CRD domény ptisobi
jako morfologické a funkéni selekéni faktory, nebot neumoziiuji navazani ruznych
stereoizomert, i kdyz ty jsou si strukturaln¢ velmi blizké. Napiiklad concavalin A se
specificky vaze s a-izomerem glukézy a mandzy, ale nevytvofi jiz vazbu s jejich B-
izomerem (Mody et al., 1995).

Pionyrské poznatky o lektinologii jsou datovany na konec 19. stoleti, kdy roku
1888 Herrmann Stillmark popsal aglutinaci erytrocyti po piidani sko¢ce (Ricinus
communis). Pozdgji se mu podafilo izolovat i substanci odpovédnou za tento efekt —
ricin. (Sharon et Lis, 2004). V dal$ich letech byly izolovany i jiné rostlinné substance se
stejnym efektem aglutinace erytrocytl, navic specifickym Vv ramci ABO systému. Prvni
lektiny byly tedy popsany u rostlin a v rostlinnych extraktech a az pozdéji se podatilo
izolovat i rozmanité lektiny z mikroorganizmi a zivoc¢ichu (Bies et al., 2004).

Role lektini v molekularni biologii je v soufasné dobé predmétem velkého
zajmu. V druhé poloviné 20. stoleti bylo totiz objeveno velké mnoZzstvi lektini a
nasledné 1 objasnéna naptiklad jejich specifita viici cukernym motiviim a schopnost
aglutinovat krom¢ krvinek i jiné normalni ¢i nadorové bunky (Aub et al., 1963). V roce
1975 byl popsan prvni zivocisny lektin vazici galaktosu a galaktosidy, tento typ lektind
byl oznacen jako endogenni lektin (Teichberg et al., 1975). Zajem o endogenni lektiny a
jejich dostupnost vedly napiiklad k dikazim, Ze bunécny povrch obsahuje mnozstvi
karbohydratovych domén, které napomahaji ke vzajemnym bunénym kontaktim a

vazbam bunék ke komponentam ECM (Kaltner et Stierstorfer, 1998).

3.2.  Galektiny
Pojem galektin (mén¢ casto je uzivano synonymum galactin) byl zaveden v roce

1994 pro endogenni lektiny diive oznacované jako S-lektiny (S pro piitomnost SH-
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sulfhydrylové skupiny). Pro zafazeni mezi galektiny musi molekuly spliovat nasledujici
podminky:

Q) afinita k B-galaktosidiim

(i) sekven¢ni homologie v CRD ¢asti, ktera se vaze se sacharidem (Ahmed

et Vasta, 1994; Barondes et al., 1994).

Galektiny se mohou vyskytovat jako mono — tak i oligomery a jsou schopny
vytvaret mezi glykokonjugaty pficné vazby, coz umozni napf. na membranach
segregaci receptori do funk¢nich domén, a tak ucinnéji regulovat buné¢né pochody
zavislé na transdukci signalu (Hirabayashi et Kasai, 1993). Hirabayashi také provedl
podrobnou strukturalni klasifikaci galektin do tfi podskupin, které vsak neodpovidaji
sekvenéni homologii ani schopnosti vazat specifické motivy:

Q) ,,prototyp ““ — s jednou CRD doménou;

(i)  ,,tandem repeat” — obsahuje dvé rizné CRD domény na témze

polypeptidovém fetézci, které jsou navzajem odlisné a typove unikatni;

(iii)  ,,chimera” — obsahuje krom¢ CRD jesté jinou doménu (Tab. 2).

Tab.: 2 Strukturalni klasifikace galektind (Liu et Rabinovich, 2005)

Strukturalni typ Struktura Typy galektini
Prototyp >» Galektin-1,2,5,7,10,11,13,14,15
Tandem repeat p — ¢ Galektin-4,6,8,9,12

Chimera p | Galektin-3

) CRD doména; === spojeni dvou CRD domén; IIIlll N-terminus

Galektiny jsou navic charakterizovany N—terminalni acetylaci. Syntéza galektint
se odehrava na ribozomech v cytosolu, odkud mohou byt transportovany do bunééného
jaddra nebo na bunény povrch a dale 1 extracelularné. Samotny transportni
mechanizmus neni zatim jednoznac¢né objasnén, ale pravdépodobné se nejedna o
transport cestou vezikul Golgiho aparatu. Vzhledem ke svym rtiznorodym lokalizacim
se galektiny podili na riznych intra- a extracelularnich pochodech. Galektiny ovliviuji
adhezi bun¢k, signalni transdukci, regulaci apoptozy a bunééného cyklu. Galektiny se
ucastni, kromé regulace pre- i postnatalni homeostazy v normalnich tkanich, také na
mnoha patologickych déjich, jako jsou autoimunitni reakce ¢i nadorové bujeni (Fred
Brewer, 2002; Nakahara et al., 2005).
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Vyznam galektint v jadie byl studovan na galektinu-1, -2 a -3, u kterych bylo
poukazano na mozny vliv pfi sestfihu pre-mRNA a mozny podil na bunééném déleni
(Kodet et al., 2011; Patterson et al., 2004). Galektin-3 interaguje s B-cateninem a je tak
zahrnut do Wnt/B-catenin signaliza¢ni drahy (Hirabayashi et al., 2002). V jadic se muze
vyskytovat také galektin-2, u néhoz se podafilo prokazat, ze v n€kterych liniich se jeho
nukledrni akumulace objevuje jako disledek bunécného stresu vyvolaného napft.
fyzikalnimi faktory (UV zafenim) (Dvorankova et al., 2008).

Ve vrstevnatych dlazdicovych epitelech byly intenzivné studovany
zejména galektin-1, -3 a -7. Bylo prokazano, Ze postupna diferenciace epitelovych
bun¢k je doprovazena i zménou glykokonjugatovych motiva (Smetana et al., 2003). V
normalni epidermis v bunikach bazalni a suprabazalni vrstvy jsou exprimovany nejen
galektin-1a -7, ale i jejich reaktivni sacharidové epitopy (tzv. vazebna mista). Naproti
tomu galektin-3 a jeho vazebna mista byly detekovany strikiné suprabazalné. Dalsi ze
skupiny endogennich lektinti, galektin-9, se v kontrastu k ostatnim vyskytuje pouze ve
vrstvé bazalni (Cada et al., 2009; Fik et al., 2013; Plzak et al., 2000). Praktickou
aplikaci téchto poznatkl pfinesla retrospektivni studie hodnotici pfezivani pacientii s
HNSCC, zaméiena na detekci stavu glykosylace a bunécéné diferenciace, ktera ukazala,
Ze pritomnost galektinu-3 mize slouzit jako ukazatel lepsi prognoézy u nadort
vychazejicich z téchto epitelt (Plzak et al., 2004).

Dalsi poznatky o glykobiologii poukazuji na mozny vyznam galektinu-1 jako
soucasti ECM. Galektin-1 se podili na formovani myofibroblastii v nadorovém stromatu
a V hojici se jizve. Jeho efekt navic je nezavisly na pusobeni TGF-p1 (Dvorankova et
al., 2011). Pritomnost extracelularné secernovaného galektinu-1 tak byla dana do jasné
souvislosti s expresi o-SMA (nejbéznéjsi marker myofibroblastd) Vv nadorovém
stromatu HNSCC. Tato kolokalizace mize byt pouzita jako prognosticky znak a je
v souvislosti s progresi a horsi prognézou téchto nadort (Valach et al., 2012).

Ukazuje se tedy, Ze galektiny pfispivaji ke tvorbé nadorového mikroprostiedi a
podileji se na jeho komplexnosti. Stejné tak hraji vyznamnou roli u hojicich se ran.
Objasnéni mechanizmd, které se podili na regulaci a vazbé sacharidovych motivi, mize

prispet k hlubSimu porozuméni komplexnosti téchto biologickych déju.
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3.3.  Histochemie glykokonjugatd, imunohistochemie lektini a lektinova
imunohistochemie

Klasické histochemické metody jsou schopny jen zcela hrubého rozpoznani
pfitomnosti sacharidti v analyzované tkani (Vacek, 1988; Bancroft, 2012). Pouzivana je
I v soucasnosti metoda barveni PAS (akronym Perlodic Acid, Schiff reagens) v riznych
technologickych modifikacich, jejiz chemickou podstatou je prikaz volnych
aldehydovych skupin v molekulach sacharidii, nejde tedy o prikaz specificky. Metodu
je mozno kombinovat s plisobenim enzymt (diastdza, hyaluroniddza etc.) Stépicich
urcité substraty, coz umoznuje ponékud blizsi ur¢eni komponent tkan¢.

Pro muciny a velké molekuly proteoglykant v pojivovych tkanich je zavedena
fada barvicich technik jako napiiklad mucikarmin, alcianova modf (a jeji modifikace
podle pH), Haleova technika za pouziti koloidniho Zeleza a nejriznéj$i reakce
metachromatické. Ani tyto metody nejsou ovSem specifické (Vacek, 1988; Bancroft,
2013).

Za velmi specifické a diskriminace jednotlivych sacharidovych entit schopné 1ze
povazovat reakce pouzivajici napiiklad rostlinné lektiny. Techniky uzivajici znacené
lektiny oznacujeme jako lektinovou histochemii. Zakladni pfehled lektint a jejich
afinity ukazuje Tab. 3.

Endogenni lektiny, a to pfedev§im galektiny, diky své struktufe mohou byt
pouzity pro standardni imunizaci a ziskané polyklonalni i monoklondlni protilatky
mohou byt dale vyuzity pro standardni imunohistochemické metody (Gabius et Kayser,
2014; Kayser et al., 1991). Pii jejich pouziti je vzhledem k dosti konzervované struktuie
nutnd relativni opatrnost pii testovani protilatek, predev§im pro zkiiZenou reaktivitu
jedné protilatky s ostatnimi galektiny. Doporucuje se tedy provadéni kontrol jak
imunohistochemickych tak napt. s vyuzitim western blottingu (McMahon, et al., 2008).
Imunohistochemicka detekce galektinli je moZzna na bunéénych kulturach, na tkénich
zmrazenych a dokonce 1 na tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych do parafinu
(Gabius et Kayser, 2014).

Osvojeni metod izolace zpfirodnich zdroji a pozd€ji i produkce
rekombinantnich lidskych lektinl otevielo nové moznosti v detekei (s nadsdzkou mozno
fici ,,Cteni) rozdilnych sacharidovych motivii. Pravé tato lektinova histochemie tedy
umoznuje sledovani glykokodu a jeho pochopeni. Ke specifické detekci cukernych
motivl Ize dobfe vyuzit biotinylované lektiny vcetné galektind. Naopak vzhledem

k tomu, ze endogenni lektiny jsou soucasti normalnich i patologickych tkani, k jejich
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detekci lze vyuzit pravé jejich fyziologickou schopnost vazat znacené sacharidy

(glykoligandy).

Tab. 3: Pfehled zakladnich lektini a jejich afinity (modifikovano dle Berg et al., 2002 )

Organizmus

Lektin

Afinita

Manoézu vazici lektiny

Canavalia ensiformis (Kanavalie)

Concanavalin A (ConA)

Vaze a-manosidické struktury

Lens culinaris (Co¢ka jedl4)

Lentil lektin (LCH)

Fukosylovanych jadro regionu bi-a

triantenarni komplex typu N-glykant

Galanthus nivalis (SnéZenka

podsnéznik)

Snowdrop lektin (GNA)

a 1-3 a a 1-6 manozové struktury

Galaktozu/N-acetylgalaktosamin

vazici lektiny

Erythrina cristagalli (Zardénice

hiebenita)

Coral Tree (ECL)

GalB1-4GIlcNAcB1-R

Arachis hypogaea (Podzemnice

olejna)

Peanut Agglutinin
(PNA)

Galp1-3GalNAcal-Ser/Thr (T-
Antigen)

Artocarpus integrifolia (Chleboii

celolistd)

Jacalin (AIL)

(Sia)Galp1-3GalNAcal-Ser/Thr (T-
Antigen)

Sialovou kyselinu/N-acetylglukosamin vazici lektiny

Triticum vulgarit (PSenice

obecna)

Wheat Germ agglutinin
(WGA)

GIcNACcB1-4GlcNAcB1-4GIcNAC,
Neu5Ac (sialova kyselina)

Sambucus nigra (Bez ¢erny)

Elderberry lectin (SNA)

Neu5Aca2-6Gal(NAc)-R

Maackia amurensis (Makie

amurska)

Maackia amurensis
lectin (MAL)

Neu5Ac/Gea2-3Galpf1-4GlcNAcBI-R

Vzdy je ale tieba uvazit, Ze velikost a trojrozmérné struktura lektind ovlivituje

jejich dostupnost pro specifické glykoligandy. Napt. srovname-li rostlinny a Zivo¢isny

lektin obdobné reaktivity, vazebnost obou lektind k dané tkani se mize zasadné lisit,

coz miiZze byt zplisobeno rozdilem v dostupnosti vlastniho a exogenniho receptoru pro

dany glykoligand (Dvorankova et al., 2002).

Vazebna reaktivita endogennich lektinl pfitomnych v tkanich a bunkéch mutze

byt porovnavana pomoci glykokonjugati. Tyto glykokonjugaty obvykle ptedstavuji

makromolekulu s navazanym specifickym cukernym motivem. Struktura nosice je

vyznamnd, protoZe je znamo, ze CRD vaze 1épe cukerny motiv na polymeru (napf.

albumin snavazanou mano6zou) nez samotny cukerny motiv (Gabius et al., 1993;

Labsky et al., 2003). Pro detekci CRD domén se zda byt vyhodné&jsi pouziti
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syntetickych sacharidi v podobé dendriméri. Tyto molekuly lze také pfipravit
V biotinilované formé a tedy i pro metody imunohistochemické (Andre et al., 1999).
Lektinova imunohistochemie ptedstavuje pomérné snadny a piedevsim citlivy
nastroj k objasnéni komplexni biologické funkce lektinti véetné galektint, jejich vyuziti
v imunohistochemickych metodach se v dnesni dobé stava jiz relativné béznou metodou

(Gabius et Kayser, 2014).

4. Nadory vychazejici z dlaZzdicovych epitelii

Nadorova onemocnéni jsou u dospélych osob druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti.
Jde o rozsahlou skupinu onemocnéni, jejichz spolecnym znakem je neregulovany rast
bungk. Definici nadorového bujeni rozumime vytvofeni novotvaru — neoplazma, kterym
je de novo vytvorena masa tkang, jejiz rust presahuje anatomické i funkéni potieby
normalni tkdné¢ a pokracuje i poté, co priCiny vyvolavajici nadorové onemocnéni
piestaly ptsobit (Povysil et Stainer, 2011).

Incidence zhoubnych nadord v populaci neustale stoupa a piedstavuje tak
zavaznou zdravotni, socialni i ekonomickou zatéz. Incidence dlazdicobunéénych
karcinomti bez ohledu na lokalizaci se v Ceské republice pohybuje okolo 44/100 000
obyvatel, mortalita ve stejném roce dosahla piiblizng 11/100 000 obyvatel (UZIS, 2010)
(poznamka: nejsou zde zapocteny nadory kiuze pod diagndézou C44, kde vétSinu
incidence (196/100000) piedstavuje bazocelularni karcinom kaze) (UZIS, 2010).
Dlazdicobunécéné karcinomy primarné nachdzime v mistech, kde vrstevnaty dlazdicovy
epitel tvofi ptirozeny povrch, tj.: kiize, dutina tstni, pharynx, larynx, jicen, anus, vulva,
vagina a délozni hrdlo.

Na druhé stran¢ mizeme tyto nddory primarné nachazet i v mistech, kde doslo
vlivem pusobicich faktord k metaplazii piivodniho epitelového typu, tedy k ektopické
pritomnosti dlazdicového epitelu, ze kterého teprve ndsledné karcinom vychazi.
Nejcasté&ji se tak dé€je v bronchialni sliznici (Davidson et al., 2013).

Nédory studované v této dizertacni praci jsou nadory hlavy a krku a nadory
kize, jmenovit¢ HNSCC a kozni melanom, ktery ale svou histogenezi a onkologickou
charakteristikou pfedstavuje problematiku odliSnou, v nékterych aspektech dokonce

kontrastujici. Je tfeba podotknout, ze z pohledu onkologie a onkologické chirurgie
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predstavuji i dlazdicobunééné karcinomy v riznych lokalizacich hlavy a krku pomérné
ruznorodou problematiku.
Orienta¢ni vy¢et malignich nadord hlavy a krku a kuze délené dle histogeneze

znazornuje nasledujici schéma (Tab. 4 a 5).

Tab. 4: Typy malignich nadort v oblasti hlavy a krku dle histogeneze; zestru¢néno a
modifikovano podle WHO klasifikace.

Puvod tkané Priklady nadori

Epitelové Dlazdicobunéény karcinom,

adenokarcinomy, mikrocysticky adnexalni

karcinom
Lymfoepitelové Lymfoepitelovy karcinom
Lymfomy Nehodgkinské lymfomy
Mezenchymové Sarkomy, fibrosarkom, Kaposiho sarkom
Melanocytarni nadory melanom

Tab.: 5 Typy malignich nadoria kuze dle histogeneze; zestru¢néno a modifikovano podle
WHO klasifikace.

Puvod tkané Priklady nadora

Epitelové bazocelularni karcinom, dlazdicobunéény
karcinom, mikrocysticky adnexalni karcinom,

sebacedzni karcinom

Mezenchymové dermatofibrosarkom, angiofibrosarkom,

angiosarkom, Kaposiho sarkom

Melanocytarni nadory melanom

Kozni lymfomy mycosis fungoides/Szezariho syndrom, CD30+

lymfomy, folikularni lymfom

4.1. Dlazdicobunécny karcinom hlavy a krku
HNSCC nepatii podle statistik k absolutné nejcetnéjsim (ve srovnani s jinymi
nadory jinych lokalizaci), ale v dané lokalit¢ piedstavuji az 90 % vSech nadort

(Gregoire et al., 2010). Navic pro svij invazivni a destruktivni rist v dané lokalizaci a
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vysokou mortalitu pfedstavuji obrovskou zatéz jak pro pacienta, tak 1 pro cely
zdravotnicky systém. Incidence v CR se pohybuje okolo 12/100 000 obyvatel (souhrnné
nadory dutiny ustni, jazyka, tonzil, orofaryngu, hypofaryngu a laryngu). Je vSak
alarmujici, e mortalita v roce 2010 v CR doséhla v praméru prakticky 52% incidence
v daném roce (nejvice u nadort hypofaryngu 87% a nejméné u nadoru tonzil 39, 5%)
(UZIS, 2010). | v dlouhodobych statistikich pfezivani jsou znatné rozdily mezi
lokalizaci jednotlivych nadorti. Napt. pétileté piezivani u dlazdicobunécénych karcinomi
jazyka ¢ini az 90 %, ale v piipadé nadoru hypofaryngu pouze 31% (Howlader et al.,
2010).

4.1.1. Histogeneze a histologie

Dlazdicobunéény karcinom je nador, jehoz buiiky si typicky ponechavaji
schopnost diferencovat se do vSech vrstev dlazdicovych epitelti s prevahou Stratum
superficiale. Schopnost diferenciace téchto nador zahrnuje i moznost rohovéni (Gplné
nebo jen Casteéné se zbytky jader v podobé parakeratozy). Pti invazi karcinomu do
podslizni¢niho vaziva dochdzi k tvorbé nepravidelnych ceptli, které nasledné mohou
podstupovat rohovéni. Tyto zrohovélé hmoty se zde diky ztraté kontaktu s povrchem
hromadi a utvaii az tzv. rohové koule (tzv. kankroidové perly). Na rozdil napi. od
normalni epidermis Se tedy zrohové€lé vrstvy na povrch viibec nedostavaji a naopak jsou
ulozeny hluboko pod povrchem. U mén¢ diferencovanych nadori dochazi k rohovéni
jen v ur¢itém mnozstvi ojedin€lych bunék, coz se oznacuje jako monocelularni rohovéni
(Povysil et Stainer, 2011). Mira rohovéni v jednom nadoru muze byt velmi odlisna a
v nékterych nadorech rohovéni zcela chybi (Kumar et al, 2009). Proto je pro blizsi popis
nadoru pouzivano jiz od roku 1902 schéma podle von Hansemanna (tento postup, de
facto predchazel dnes pouzivanému gradingu - von Hasemann, 1902).

Dlazdicobunééné karcinomy mohou rust exofyticky, endofyticky, ¢i miuze byt
rust kombinovany. Pii pfevaze exofytického ristu dochazi k tvorbé az kvétakovitych
utvard na povrchu postizené oblasti. Existuje i varianta, tzv. verukozni dlazdicobunécny
karcinom, nejcastéji laryngu (ale 1 kiize ¢i penisu), ktera si ponechava prakticky jen
exofytickou ristovou aktivitu (Strojan et al., 2006). Endofyticky rist pfedstavuje invazi
karcinomu do okolni tkané. Pti pievaze endofytického rdstu ¢asto na povrchu
nachazime nekrozu postizené tkané S naslednou tvorbu ulcerace, pficemz v hloubce
pokracuje invazivni rust karcinomu. Dlazdicobunééné karcinomy rostou pievazné

lokalné invazivné a destruktivng, dals$i Sifeni je nejcastéji cestou lymfatickou do
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regiondlnich lymfatickych uzlin. Teprve az v pozdé€jSich stadiich nachazime i
hematogenni metastatické postizeni, které je spojeno s vyrazné horsi prognézou (Ferlito
etal., 2001).

Vzniku dlazdicobunécnych karcinoma c¢asto predchazeji tzv. prekancerdzy.
Z obligatnich prekancer6z v oblasti kiize 1ze zminit napt. keratosis actinica, v oblasti
sliznic pak leukoplakii. Fakultativni prekancer6zy ptedstavuji chronické zanétlivé
procesy viedy, pistéle nebo jizvy ruzné etiologie. Samotnou podstatou prekancerdznich
lézi je zména struktury a n¢kdy i proliferace patologicky zménéného epitelu, ktera ale
neptekro¢i bazalni membranu. Morfologické zmény patrné v této oblasti oznacujeme
jako dysplazii (¢i dysplastické zmény) a dle stupné jejiho rozsahu (ve srovnani
snormalni strukturou) dysplazii hodnotime tradi¢né¢ jako mirnou, stiedni a tézkou.
Pozdé&ji se do sledovani dysplastickych zmén epiteli zavedl termin intraepitelova
neoplazie, kterd se hodnoti opét ve tfech stupnich a podle mista postizeni se udava i
lokalizace. V oblasti délozniho ¢ipku tedy nalézame cervikalni intraepitelovou neoplazii
(CIN), dale pak vulvarni (VIN) a analni (AIN), ¢i penilni (PIN) (Kumar et al., 2009;
Povysil et Stainer, 2011). Tato problematika byla Siroce rozpracovana zejména v ramci
klinické prevence nadorti d€lozniho ¢ipku a je tfeba upozornit na fakt, ze koncept
hodnoceni téchto nalezii je v soucasnosti udavan tzv. Bethesda systémem (revize z roku
2001); detaily této problematiky jiz pfesahuji ramec piedkladané prace.

Dalsim stupném v patologii epitelu je 1éze oznacena jako carcinoma in situ, kde
kromé& ztraty diferenciace a polarizace bun¢k nachazime 1 Cetnéj$i bunécéné atypie a
mitoézy (Cassarino et al., 2006). Diagnostika a 1é¢ba jiz téchto Casnych zmén je
z onkologického hlediska velmi vyznamna a v mnoha oblastech je rutinni soucasti
zdravotnické péce. Ptikladem je pravé vySe zminény screening dlaZzdicobunééného
karcinomu Vv oblasti krcku délozniho. Spravna diagnostika a nasledna terapie
prekancer6z a dysplazii epitelu mize zabranit invazivnim formam karcinomu s jeho
nasledky, proto je nyni této problematice v klinicko-patologické korelaci vénovana
velké pozornost.

Dlazdicobuné¢éné karcinomy jsou specifické svym destruktivnim invazivnim
ristem a piedevsim lokoregionalnim §ifenim do spadovych lymfatickych uzlin. Detekce
metastatického postizeni v oblasti spadové uzliny sama o sobé znamend vyznamné
zhorSeni progndzy pacienta. Postizeni jedné uzliny, tedy stadium N1 podle TNM
klasifikace, znamena zhorSeni prognézy v pétiletém horizontu preziti pacienti az o 50

%. Hematogenni rozsev je povazovan za pozdni pfiznak a je pozorovan ve 4-26 %
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klinickych ptipadt. Jelikoz se jednd o pozdni a mnohdy dlouho asymptomaticky
prubéh, jsou tito pacienti vétSinou indikovani K paliativni 1écbé€. I v pfipadé pomérné
brzké diagnozy jsou pacienti s nalezem dlazdicobunééného karcinomu zatizeni velkym

procentem lokalnich i uzlinovych recidiv (D'Souza et al., 2003).

4.1.2. Rizikové faktory a prognostické znaky

Mezi rizikové faktory patfi bezpochyby koufeni a jiné formy uzivani tabaku.
Dale je nutné zminit pravidelnou konzumaci alkoholu, a to predev$im destilati.
Z dalsich faktord jsou diskutovany dietni vlivy jako avitamindza A, piipadné vliv
chronického drazdéni pii gastroesofagealnim reflexu nebo pfitomnost chronického
zanétu napt. slizni¢ni postizeni lichen planus (Cada et al., 2008; Klozar et al., 2010;
Toner et O'Regan, 2009).

Za samostatny a vyznamny rizikovy faktor je povazovéna infekce zpisobena
lidskym papilomavirem (dale jako HPV, anglicky: Human Papiloma Virus).
Papilomaviry podle miry jejich rizikovosti l1ze v tomto pohledu délit na vysoce rizikové
(napf. sérotypy 16 a 18) a viry s potencidlem nizkym (napt. sérotyp 1). Rada
retrospektivnich studii poukazuje na velké rozdily v procentu dlazdicobunécnych
karcinomti vzniklych v rtiznych anatomickych oblastech pravdépodobné na podkladé
HPV infekce, resp. procento nadort, kde HPV infekce byla prokdzana. Vzhledem
Kk zna¢né variabilit¢ HPV a absenci spolehlivého rutinniho panHPV markeru je tento
prukaz obtizny.

Nekteré prace ukazuji, ze se jedna asi o jednu tretinu vSech dlazdicobunéénych
karcinomt v ORL oblasti, v pfevazné vétsiné ptipadi vyvolanych sérotypem HPV 16
(Betiol et al., 2013). Jiné prace Vv téze oblasti vSak popisuji az 60 % HPV pozitivnich
nadord, tj. nadord, kde HPV infekce byla prokazana pomoci molekularnich technik
(Koslabova et al., 2013). Obecné¢ ale z téchto praci vyplyva, ze nadory s prikazem HPV
infekce maji lepsi prognézu nez HPV negativni nadory Vv téze oblasti (Klozar et al.,
2010).

Pti porovnani incidence, dlouhodobého piezivani a rizikovych faktori u
jednotlivych lokalizaci i v ramci ORL oblasti je ziejmé, ze dlazdicobunééné karcinomy
vykazuji znacnou heterogenitu biologického chovani. Toto je jest¢ markantn&jsi pii
porovnani s nadory vyskytujicimi se na kiizi. V soucasnosti se diagnosticka a 1écebna

schémata odvijeji od lokalizace primarniho nadoru a rozsahu postizeni s naslednou
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histologickou klasifikaci véetné stanoveni gradingu nadoru. I pies neustale se
zdokonalujici chirurgické piistupy a diagnostické moznosti jsou tyto postupy
nedostateéné piesnym zdrojem informace pro predikci a v klinické praxi lze pozorovat i
naprosto rozdilnou terapeutickou odpovéd’ na konvencni 1é¢ebna schémata U pacientt s
podobnymi nalezy (Cognetti et al., 2008). Tyto poznatky vedou K hledani dalsich
biomarkert, které by zpiesnily diagnostické postupy a byly schopny piesné&ji predikovat
dalsi prognézu onemocnéni.

Jako takové biomarkery rizikové povahy nadoru lze brat i pfitomnost molekul,
které se podili na biologickém chovani nadort. Jejich detekce mize byt tak predmétem
tzv. prediktivni patologie. Role galektinti v prediktivni onkologii u HNSCC byla jiz
naznacena v kapitole 3.2., ve které bylo poukazano na retrospektivni studii hodnotici
ptitomnost galektinu-3 jako vyznamného prognostického faktoru (Plzak et al., 2004).

Nov¢jsi poznatky o glykobiologii upozoriuji na mozny podil galektinu-1 (jako
soucasti ECM) na formovani myofibroblasti v nadorovém stromatu. ZvySena exprese
galektinu-1 a a-SMA muze tedy byt dal$im prognostickym faktorem v téchto nadorech
(Valach et al., 2012). Na druhé stran¢ galektin-9 se jevi jako molekula schopna
detekovat zménu normalniho epitelu, nebot jeho ztrita je spojena s pritomnosti
dysplastickych zmén epitelu (Fik et al., 2013).

Velka pozornost je v pfipadé téchto naddorli zaméfena na problematiku CSCs.
Jak jsme jiz zminili, experimentalni prace ukazuji, Ze mala populace nadorovych bun¢k
je vysoce tumorigenni, protoze disponuje mimotradnou schopnosti sebeobnovy a tedy
repopulace nadoru. | v HNSCC byly detekovany buiiky, které spliuji tato kritéria. Tyto
buiiky byly charakterizovany expresi CD133 (seu Promininl), CD44 a enzymu
acetaldehyd dehydrogendza 1 (dale jako ALDH1, anglicky: Acetaldehyde
Dehydrogenases 1) (Satpute et al., 2013). N¢které prace dokazuji, ze pravé CD 133
pozitivni bunky jsou rezistentni vuci radioterapii (Ogawa et al., 2013). Dalsi prace
poukazuji na chemorezistenci CSCs a vliv napi. EMT, ktery se spolupodili na udrzeni
kmenového charakteru nadorovych bunek i v pfipadé HNSCC (Masui et al., 2013). Role
CSCs je nyni pfedmétem fady studii a pochopeni biologie a regulace CSCs se zda byt
jednim z klica k cilené a personalizované lé¢ebné strategii nador (Rahman et al.,

2012).
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4.1.3. Lécba a nové pristupy

Lécba HNSCC je i pies velké pokroky onkologického vyzkumu nadale primarné
chirurgicka. Rozsah chirurgického vykonu je vSak Casto pro pacienta zna¢né zatézujici
az mutilujici. Onkologické radikalita pfi obecné Spatné prognoze tohoto onemocnéni je
Casto poméfovana se snahou o zachovani nasledné kvality Zivota pacientd.

Lécebna doporuceni u HNSCC se jako ujinych nadorti odviji od rozsahu
postizeni urc¢eného dle TNM Klasifikace (Gregoire et al., 2010). Ve stadiu T1 a 2 se
nejvice uplatiiuje chirurgické feSeni nebo radioterapie a to jak zevni, tak
brachyradioterapie. Tyto lé¢ebné moznosti poskytuji kontrolu onemocnéni, i kdyz
zatizenou Cetnymi recidivami (Licitra et al., 2009). V pokroc¢ilém stadiu T3 a 4 jsou
metodou volby chirurgické vykony véetné nasledné chirurgické rekonstrukce postizené
oblasti. V poopera¢ni fazi nasleduje zpravidla radioterapie nebo jeji kombinace
s chemoterapii, a to predev§im derivaty platiny nebo v kombinaci s fluorouracilem
(Bernier et al., 2004; Forastiere et al., 1992). Samotna chemoterapie piipadné¢ doplnéna
o regionalni radioterapii je metodou 1é€by u primarné neoperovatelnych 1ézi ¢i pii
detekci vzdalenych metastaz (Forastiere et al., 2003).

Studium nadorového mikroprostiedi umoznilo kombinaci standardnich
1é¢ebnych postupi s 1é¢bou biologickou. V ptipadé HNSCC jsou tyto nové metody ve
stadiu klinickych studii, ale jejich zavedeni do standardni praxe je otdzkou casu. Asi
nejvice zdokumentovan je vliv inhibitoru receptoru pro EGF, tzv. cetuximab, ktery byl
studovan v kombinaci s chemoterapii a radioterapii (Numico et al., 2013; Vermorken et
al., 2008). Piestoze jde o teoreticky velmi jednoznacny, silny a dobie dokumentovany
1é¢ebny cil, je biologicka odpoveéd’ na 1é¢bu pomoci tohoto inhibitoru v praxi do zna¢né
miry omezena. Toto je vysvétlovano mutacemi v kaskadé K-ras, ovliviujici expresi
tohoto receptoru. Ty jsou pravdépodobné odpovédné za snizenou terapeutickou
odpovéd’ na tuto biologickou 1é¢bu (Karapetis et al., 2008). Z dalsich nové studovanych
biologickych 1éki l1ze zminit bevacizumab, monoklonalni protilatku proti vaskularnimu
endotelovému ristovému faktoru (dale jako VEGF, anglicky: Vascular Endothelial
Growth Factor), ktera slouzi K inhibici stromalni neoangiogeneze. Bevacizumab blokuje
vazbu s receptorem pro VEGF (dale jako VEGFR, anglicky: Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor). Jeho vliv byl sledovan pii kombinaci vysokodavkované
chemoterapie cysplatinou a cilené radioterapie. Pfedbézné vysledky této studie

poukazuji az na 75% uspésnost remise béhem 2letého sledovani (Fury et al., 2012).
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4.2.  Nadory vychazejici z minoritni buné¢né populace dlazdicovych epitelt -
Melanom

Incidence melanomu, zhoubného kozniho nadoru vychazejiciho z pigmentovych
bunék, se v CR zvysil v obdobi mezi lety 1970 a 2010 cca 5x (19,5/100 000 obyvatel)
(UZIS, 2010). Ceské republika v incidenci melanomu zaujiméa 11. misto ve svétovém
srovnani, kde prvni misto zaujimaji Australie a Novy Zéland s incidenci az 38/100 000
obyvatel (AIHW, 2010). Melanom u nas stale nejcastéji postihuje pacienty v 5. - 7.
deceniu, tito postizeni predstavuji z celkové incidence az 45 %. Pii porovnani
Sostatnimi nadory je vnaSich podminkidch melanom patym nejcastéji
diagnostikovanym nadorem u muzt a sedmym u zen. Na rozdil od incidence mortalita
zustava v poslednich 20 ti letech pfiblizné na stejné Grovni. Hlavni pti¢inou stabilizace
mortality je zvySujici se v€asny zachyt nemocnych s ranymi stadii melanomu, ktera jsou
lé¢itelna pouhou chirurgickou excizi. Pocet zachycenych piipadd v pokrocilych
stadiich, ktera jsou jiz zatizena vysokou mortalitou, ztstava v poslednich desetiletich
stabilni a pfedstavuje Vv soucasnosti pfiblizn¢ Ctvrtinu nové diagnostikovanych nadort.
Komplexni pfehled piezivani v zavislosti na klinickém stadiu dle TNM Kklasifikace

ukazuje nasledujici tabulka (Tab. 6).

Tab.: 6. Procentudlni pteziti pti postizeni melanomem v zavislosti na klinickém stadiu.

Modifikovano dle (Shenenberger, 2012).

Stadium TNM Kklasifikace Sleté prezivani 10leté prezivani
0 Melanoma in situ 99% 99%

1A Tla NO MO 97% 95%

IB T1b-T2a NO MO 92% 86%
HA T2b-T3a NO MO 81% 67%

1B T3b-T4a NO MO 70% 57%
lc T4b NO MO 53% 40%
A Tla-4b Nla-2a MO 78% 68%
1B Tla-4b Nla-2c MO 59% 43%
1c Tla-4b N1-3 MO 40% 24%

v Tla-4b N1-3 M1 15-20% 10-15%

Legenda: T(x)a bez ulcerace; T(x)b s ulceraci; N uzlinové metastazy; M vzdalené koZni a organové

metastazy
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Navzdory pokrokim vV diagnostice a 1é¢bé nadorovych onemocnéni je vSak
prognodza pacientll, a to pfedev§im u metastazujiciho melanomu, velmi Spatna. Median
preziti nemocnych s metastazujicim melanomem se pohybuje v CR mezi 2-9 mésici v
zavislosti na typu a mnozstvi metastaz (Krajsova, 2010). Pokroky ve vyzkumu biologie
nadorového mikroprosttedi naznacuji moznosti budouci a dnes jiz i schvalené
personalizované biologické 1é¢by melanomu. Navzdory uspéchim ve zlepSené
diagnostice a 1écb¢ je vSak progndza pacientli s metastazujicim melanomem stale

zavazna.

4.2.1. Histogeneze

Melanocyty jsou buiiky vyvojové pochézejici z neuralni liSty. Béhem stidia
uzavéru neurdlnich vald, které je zahajeno jiz koncem 3. embryondlniho tydne, nckteré
neuroektodermové bunky V dorzolateralni oblasti formujici se neurdlni trubice
podstupuji EMT a aktivné vstupuji do okolniho mezodermu (Sadler et al., 2011).
V mezodermu tyto bunééné populace dale migruji dorzalnim smérem, tedy do budouci
dermis a vni vyvijejicich se vlasovych folikult, kde se nasledné diferencuji v
melanocyty (Erickson et Reedy, 1998; Osawa et Fisher, 2008). Je tedy evidentni, Ze pro
spravny vyvoj melanocytu je naprosto nepostradatelnou podminkou jeho schopnost
alespont docasné pozbyvat klasickych vlastnosti epitelovych bun€k a naopak nabyvat
charakteristik bliz§ich mezenchymovym bunkam, jejichz fenotyp je vyhodnéjSich
Vv procesu migrace. V konecné fazi dochazi k procesu opaénému. Tyto procesy musi byt
velmi precizné tizeny v Case i v prostoru, tedy v kontextu okolnich tkani.

Signélni drdhou fidici dominantné neurdlni indukci, Vvyvoj prekurzorii
melanocytii a jejich naslednou migraci a diferenciaci ve zralé melanocyty je
Whnt/B-catenin. Kromé tohoto vyvojového aspektu jsou hlavni Casti této drahy aktivni i
v melanomu a piedpoklada se, ze jejich patologicka aktivace v postnatalnim obdobi
muze byt spojena s progresi onemocnéni (Uong et Zon, 2010).

Jedine¢nou funkéni vlastnosti melanocytt je schopnost reagovat na UV ozareni
syntézou melaninu, ktery nasledné predavaji okolnim keratinocytim a tak jim
propujcuji vuci UV zafeni ochranu. Krom¢ exprese genti spojenych s melanogenezi,
vykazuji melanocyty i zvySenou schopnost odolavat proapoptotickym signalim, coz se
zda byt klicové pro veétsi rezistenci proti UV zateni (Lee et al., 2013b). Dalsi reakci
melanocytd na UV zafeni je i zvyseni jejich mitotické aktivity. Dusledkem nasledného

zvySeni proliferace melanocytl je podle nékterych autorti i existence ziskanych névu
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(Kadekaro et al., 2005). Melanocyty pochazeji z bun¢k s vysokou migra¢ni schopnosti a
mohou i postnatalné reagovat na UV zafeni ¢i poranéni migraci (Lee et al., 2013a).
Koordinovana souhra diferenciace, proliferace a fizené apoptozy je piedpokladem pro
zachovani bunééné homeostazy. Poruchy téchto homeostatickych mechanizmi mohou
vysvétlit vysokou agresivitu nadorovych bunék melanomu. Pochopeni signalnich drah a
molekul, které se podileji na regulaci funkci melanocyti za vyvoje a za normalnich
postnatalnich situaci, mize pomoci objasnéni vyvoje melanomu.

V poslednich letech je vénovana velkd pozornost genetickému a molekularné
biologickému kontextu ve vyvoji melanomu. Recentné v centru pozornosti je predevsim
porucha v regulaci MAP kinazy, ktera je zodpovédna za bunéfnou proliferaci. Jeji
soucasti je BRAF, coz je serin/treonin proteinova RAF kinaza. Mutaci BRAF (napiiklad
BRAF V600E) Ize nalézt asi v poloviné¢ melanomu (50-70 %) (Gill et Celebi, 2005).
Jiné prace vSak poukazuji na to, ze mutace BRAF neni nejspiSe jedinou pfiinou
maligniho zvratu, jelikoz vétSina benignich melanocytarnich 1ézi (70-82 %) nese také
mutaci v BRAF genu, ale prolifera¢ni aktivita je po dokonéeni vyvoje téchto 1ézi
zastavena (Kumar et al., 2004).

Dalsi Siroce sledovand mutace je v genu N-Ras, ktery slouZzi jako intracelularni
transduktor signalu. | tyto mutace vznikaji v dasledku UV zaieni, ale vysledky studii
zabyvajici se jejich incidenci se znaéné lisi (5,9 % Vv benignich melanocytarnich 1ézich,
5,2-28 % v melanomu) (Hocker et Tsao, 2007; Poynter et al., 2006). Jejich vyznam pro
transformaci benignich melanocytarnich 1ézi v maligni melanom je tak nejisty.
V névovych afekcich se nemutované formy téchto genti mohou podilet na aktivaci
rozdilnych procesu, jako je inhibice proliferace melanocytl, zastava ristu a podil na
bunécné senescenci.

Samotna bunécna senescence muze byt vysledkem fady faktor zahrnujicich jak
aktivaci onkogent, tak i oxidativni stres ¢i poruchy DNA Vv podobé abraze telomer
(Serrano et Blasco, 2001). Nejvice je nyni studovana role a mutace ve dvou klicovych
faktorech ovliviujici bunéénou senescenci, a to proteinit p16 a p53 (Campisi, 2005).
Protein pl6 inhibuje bunéény cyklus v reakci na stresové faktory pomoci blokady
komplexu cyklinu D1 a jeho kindzy (Cdk4). Bunka je tak zablokovana v G1 fazi
bunééného cyklu. Tumor supresorovy protein p53 je mutovan asi V poloviné vsech
lidskych nédord, podili se na fizeni bunécného cyklu, apoptdzy a udrzovani genetické
stability (Campisi, 2005; Chin, 2003; Steele et Lane, 2005;). Ukazuje se, ze prave

poruchy téchto jemnych regula¢nich mechanizmt mohou byt zasadni i v patogenezi
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melanocytarnich névu a pfi jejich progresi v melanom (Gray-Schopfer et al., 2006;
Michaloglou et al., 2005). Porozuméni témto molekularné¢ genetickym porucham a
stejné tak 1 jejich studium, je nezbytnym klicem k budouci personalizované onkologické
1écbe, kterda zvlast€¢ u melanomu zaznamenala v posledni dobé dramaticky vyvoj

(podrobnéji popsano v kapitole 4.2.4).

4.2.2. Histologie a klasifikace

Histologické vySetfeni tvofi pilit diagnostiky benignich 1 malignich
melanocytarnich 1ézi. Histologické diagnostika melanomu je mnohdy obtizna vzhledem
k mnoha popsanym histologickym variantam melanomu. Nezbytna je komplexnost
pohledu, tedy Klinicko-patologicka korelace. V ramci této korelace mohou byt
napomocna tzv. ABCD E kriteria (A — asymetrie 1éze; B — okraj léze; C — barevna
pestrost 1éze; D — pramér 1éze; E — vyvoj 1éze).

Historicky byla dlouhodobé diskutovana problematika vyvoje maligniho
melanomu, tedy jeho vztahu k melanocytarnim névim, ¢i jinym nalezim hodnocenym
jako prekancerdzy. Podle soudobého néazoru disté prekancerdzni 1éze u melanomu
nenachazime, jakkoli je do souCasné doby udavana jako prekancerdza tzv. lentigo
maligna, vyskytujici se v kizi s chronickymi solarnimi zménami, nejéastéji v oblasti
hlavy a krku. Histologicky vSak tyto 1éze spliuji kritéria pro melanoma in situ a
zafazeni mezi Cisté prekancerozni léze je tedy sporné. Lentigo maligna muize prechazet
vV melanom, resp. ve variantu oznacovanou jako lentigo maligna melanoma (Reed et
Shea, 2011, Stork et al. 2007b).

Morfologicky v samotném melanomu nachazime loziska melanocyti ulozenych
nepravidelné v riznych trovnich epidermis s prostupem ptes bazalni membranu do
dermis. V okrajich nadoru mohou byt zastizeny i jednotlivé melanocyty, nékdy tvofici
az melanocytarni hnizda. Léze je vétSinou nepravidelnd, Casto i s nepravidelnym
rozlozenim pigmentu. Melanocyty vykazuji bunééné atypie, abnormalni karyoplazmovy
pomér, velka jadra s vyraznymi jadérky a Vv cytoplazmé mohou byt patrna zrnka
melaninu (Busam, 2010; Kumar et al., 2009).

V typickych ptipadech se melanom vyviji postupné a vykazuje n¢kolik ristovych
charakteristik (Busam, 2010) a sice:

(i)  melanom in situ

(i)  radialni ristova faze

(iii)  vertikalni ristova faze
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U melanomu in situ nadorové melanocyty nachazime pouze jen v epidermis bez
poruseni bazidlni membrany nadorovymi strukturami. Tyto 1éze povazujeme za
pocate¢ni stav melanomu, nebyla dosud zahajena ani radialni a pfedev§im ani vertikalni
rastova faze. Vétsinou je lokalizovan na vysoce fotoexponované oblasti téla. Pfechod do
povrchové se Sifictho melanomu (dale jako SSM, anglicky: Superficial Spreading
Melanoma) je mozny (Taylor et al., 2010), i kdyz pozvolny. Vyvoj k tomuto stadiu
muze trvat i roky (Stricklin et al., 2012).

Nejcast€jsi variantou melanomu je SSM, u kterého histologicky prokazujeme
hnizda malignich melanocytd v junk¢ni oblasti. V pocateéni fazi roste radialné, teprve
pozd&ji zacne pronikat vertikalné do hlubSich partii dermis, n¢kdy i s tvorbou
nadorovych uzll (tzv. sekundarné nodularni SSM). S ristem melanomu se zhorsuje i
prognéza pacienti (Elder, 2011).

Nodularni melanom (dale jako NM, anglicky: Nodular Melanoma) roste
vertikaln€ jiz od pocatku, vétSinou mu nepiedchazi in situ 1éze ani SSM, navic brzy
invaduje a zaklada casné metastazy. Jeho prognoza je jiz v pocatcich nejista. Vyskytuje
se Castéji u muzi nez U Zen a to v 5. — 6. dekad¢ zivota, nejcastéji byva lokalizovan na
trupu (Baumert et al., 2007).

Dal$im typem, ktery je urcen spiSe na zakladé klinické manifestace a anatomické
lokalizace, je akrolentiginozni melanom (anglicky: Acrolentiginous Melanoma, dale
ALM), ktery je relativné vzacny (nejCast€j$i vSak u afroamerické a asijské populace).
Vyskytuje se asi v 90 % na ploskach, na dlanich 8 % a pod nehty. Na velmi $patné
progndze této varianty se podili zpravidla i pozdni diagndza (Vosmik, 1996).

Amelanoticky melanom, je dalsi klinickd varianta typicka tentokrat svym
koloritem. Tato varianta vykazuje v rizné mife enzymovou blokadu syntézy melaninu,
proto makroskopicky nabyva charakteru Sedavych, rizovych, ¢i az ¢ervenych ttvart.

Mezi vzéacnéj$i varianty melanomu lze zaradit 1 sliznicni melanom, ktery
nejcastéji nalézdme v duting Gstni, Vv oblasti vulvy ¢i vaginy a Vv perianélni oblasti. Tyto
1éze jsou zpravidla vyrazn¢ pigmentované, ¢asto roky rostou horizontalné a az po letech
mohou piechazet ve vertikalni rast s tvorbou noduli ¢i ulceraci. Slizni¢ni melanom je
povazovan za prognosticky vysoce zavazny, bez jednoznacného diagnostického a
terapeutického konsensu (Tacastacas et al. 2014).

Melanom vsak primarné muze vznikat V jakékoliv lokalizaci a to i v oblasti

parenchymatéznich organti ¢i v centralnim nervovém systému bez jasné souvislosti a
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nalezem primarniho kozniho ¢i slizniéniho melanomu, Ssamostatnou jednotku
(presahujici jiz ramce této prace je) uvealni melanom.

Jak jiz bylo zminéno vySe, je melanom histologicky velmi variabilni. Jako
zvlastni (vzacné) histologické typy melanomu jsou oznaCovany varianty desmoplasticky
melanom, neuroidni a myxoidni melanom. Desmoplasticka varianta melanomu je
nejcastéji lokalizovana opét v oblastech vysoké expozice slune¢nimu zafeni, mize byt
vytvoien i na podkladé in situ 1éze, a jak nazev napovida, jedna se o spojeni malignich
melanocytii a desmoplastickych zmén dermis, ktera tvoii bohatou stromalni
komponentu. Jedna se predev§im o lokalné agresivni variantu, ale zaklada i vzdalené
metastazy (de Almeida et al., 2008; Lens et al., 2005). Neuroidni varianta vykazuje
Casné perineurdlni Sifeni a muize byt doprovazend vyraznou bolestivosti projevi.
Myxoidni melanom je velmi vzécny, histologicky prokazujeme az zarazejici objemné
myxoidni stroma nadoru obklopené vietenobunéénymi melanocyty (Lens et al., 2005).

Existuje nékolik histopatologickych prognostickych ukazatelti, podle kterych je
mozné rozdélit melanomy do uréitych prognostickych skupin (Breslow, 1970; Clark et
al., 1969). Svou uzite¢nost osvédcila nejvice Klasifikace podle Breslowa, ktera je
zalozena na stanoveni hloubky invaze, tj. na metrickém urceni vzdalenosti od stratum
granulosum do mista nejhlubsi invaze (méfeno v milimetrech, viz. Tab. 7) (Breslow,
1970). Tato klasifikace je nejpouzivanéjsi pro svou technickou nenarocnost a relativni
spolehlivost, nebot’ 95 % pacientd s hodnotou Breslowa do 0,75 mm pieziva 5 let od
diagnozy, kdezto s hodnotou Breslowa nad 4 mm pieziva méné nez polovina (Balch et
al., 1978; Nagore et al., 2005). Dalsi bézné pouzivanou klasifikaci je hloubka invaze
stanovena dle Clarka (Clark 1. — 1V.), ktera je zaloZena na urceni relativni hloubky
nadorové infiltrace vzhledem k anatomickym vrstvam kiaze (Clark et al., 1969). Protoze
je tloustka dermis na riznych mistech téla zna¢né variabilni (viz kapitola 1.), tak se od
této diive beéZzné pouzivané klasifikace postupné opousti pro jeji prognosticky niZsi
vypovidajici hodnotu (v porovnani s méfenim podle Breslowa).

Dalsim dulezitym histologickym parametrem je sledovani povrchové ulcerace,
ktera je obvykle doprovdzena stromélni zanétlivou reakci a tvorbou granulacni tkané

(Homsi et al., 2005; Spatz et al., 2010).
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Tab.: 7 Klasifikace podle Breslowa doplnéna o dobu piezivani a doporuceny
chirurgicky lemem zdravé tkané/kize. Prevzato dle (Balch et al., 2001; Shenenberger,
2012)

Klinické stadium| Hloubka invaze/Breslow | 5-leté prezivani [Doporuceny chir. lem
I <1,0mm 95-100% 5 mm

1 1,01-2,0 mm 80-96% 15 mm

i 2,01-4,0 mm 60-75% 20 mm

v 401 mm< 50% 20 mm

V posledni dob¢ bylo do bézného histologického hodnoceni podle AJCC
(American Joint Committee on Cancer) zafazeno sledovani mitotické aktivity nadoru
jako prumérny pocet mitd6z melanocyti na milimetr ¢tvereéni (coz vSak narazi na
problémy, jak mikroskopicky v b&zné praxi piesné stanovit plochu 1 mm?) (Chu et al.,
2013; Thompson et al., 2011). Mitoticka aktivita, a tedy mira proliferace, muze byt
prognosticky zasadni pro rust nadoru ptipadné zakladani satelitnich metastaz (Hale et
al., 2013).

Jednim z kontroverznich prognostickych faktor je pfitomnost tzv. regrese v
melanomu. Klinicky regrese piipomina okrsky depigmentace, dermatoskopicky
pozorujeme piitomnost Sedomodrych zavoju ¢i az ruzové bilych oblasti odpovidajicich
angiogenezi nebo zanétlivé reakci (Pock et al., 2008). Histologicky pod terminem
regrese rozumime ztratu ¢i chybéni melanocytl,, které jsou nahrazeny zanétlivym
infiltratem, pozd¢&ji 1 fibrotizaci, vaskularizaci a pfitomnosti melanofagi (tzv.
melano6za).

Jedna se o imunologicky podminény jev, ktery Ize pozorovat ale i u béznych
melanocytarnich névi (Micksche et al., 1975). Buniky névu, ¢i melanomu stimuluji
imunitni odpovéd’ a u nekterych pacienti dochazi k imunitni odpovédi, ktera vede
k imunitn¢ zprostfedkované eliminaci melanocytarni 1éze, tzv. spontanni regresi
melanomu. V zanétlivém infiltratu dominuji CD4" T lymfocyty, které jsou odpovédné
za indukeci regrese produkei Th; cytokinli. Samotny mechanizmus regrese je vSak zatim
neznamy (Nagore et al., 2005). Jelikoz nelze u takto zménéného melanomu jednoznacné
zhodnotit realisticky hloubku invaze dle Breslowa, je nutné melanomy s regresi
hodnotit obezietné. Tradi¢né€ byla ptitomnost klinickych, ¢i histologicky verifikovanych

znamek regrese hodnocena spise jako negativni prognostickd znamka. Recentné¢ se vSak
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objevuji i studie, které dokazuji na souborech piezivani pacientl, ze regresi mizeme
alespon za urcitych okolnosti hodnotit jako prognosticky piiznivou (Ribero et al., 2013).

Klinicky patrna regrese melanomu a tedy jeho evidentni vnimavost Viéi
pusobicim vlivim imunitniho systému je na druhé strané chapana jako jedna z cest
k cilené 1é¢bé melanomu vice popsané v podkapitole 4.2.4.

Pti diagnosticky nejednoznaénych 1ézich patii k dobfe dostupnym patologickym
vySetienim i imunohistochemické vySetfeni. Imunohistochemicka detekce specifickych
oziejméni nejednoznacné metastazy bez patrného primarniho loziska. Problematické ale
je, ze neexistuje 100% senzitivni a 100% specificky biomarker k diagnostice melanomu,
proto se i v bézné praxi pouziva panel biomarkert slouzici k piesnéjsi detekci pivodu
dané 1éze (Carlson et al., 2005b).

Melanocyty za normalnich okolnosti prakticky vzdy exprimuji vimentin a S100
protein. Tyto znaky jsou vSak vysoce nespecifické, jsou totiz pfitomny i Vv fadé jinych
nadorovych i nenadorovych bunéénych populacich. Dalsi z bézné¢ uzivanych markeri
jsou jiz vysoce specifické pro melanocyty, jedna se o proteiny zapojené do syntézy
melaninu jako je napiiklad tyrozinaza a transkripéni faktor MITF (Microphthalmia-
associated Transcription Factor), ¢i markery HMB-45 a Melan-A/MART-1. Ani tyto
znaky vsak jednoznaéné neodlisi maligni a benigni melanocyt (Mangini et al., 2002).

Melanom miiZe mit na histologické urovni rizné fenotypové varianty, které se
mohou lisit do ur€ité miry 1 pfitomnosti specifickych markeri. Absence znaku nuti pak
patologa diferencidlné diagnosticky odliSovat 1 morfologicky blizké nadory odlisné
histogeneze. Naptf. melanomy S vietenobunénou morfologii (rys casty u
desmoplastickych melanomu) jsou HMB-45 a Melan-A/MART-1 Casto negativni, ale
pozitivita S100 umozni jejich odliseni od vietonobunécné varianty dlazdicobunééného
karcinomu a atypického fibroxanthomu kiize. Naopak ani S100 protein, patrné
nejstabilnéji pfitomny znak melanomu, neodli$i tento desmoplasticky melanom od
jinych nadort vychazejicich z bun¢k neuralni listy (Carlson et al., 2005a). Navic jsou
préce, které¢ poukazuji 1 na moznou ztratu S100 proteinu v metastatické 1ézi melanomu
(Aisner et al., 2005). Imunohistochemické vysetfeni jednoho ¢i jednotlivych markert u
melanomu tedy nelze pouzit jako pauSalni metodu, ale vramci diferencialné
diagnostické rozvahy vzdy v kontextu se zakladnim morfologickym nalezem a v

kombinaci s vice znaky.
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Pii histologickém vySetfeni primarniho tumoru mohou byt patrny i zndmky
invaze v podob¢ lymfatického a cévniho Sifeni, pfipadné Sifeni perineuralniho. V této
situaci muze byt imunohistochemické potvrzeni melanocytarni identity invadujicich
bunc¢k cenné. Plati ale, ze toto Sifeni je prikazné, paklize jsou patrna depozita
nadorovych bunck intravaskuldrné, kterd nemohou byt zplsobena arteficielné pfi
zpracovani tkané (Busam et al., 2010).

Obdobné¢ cenna je i imunohistochemicka detekce v uzlinach pii vySetfeni tzv.
sentinelové uzliny (dale jako SLN, anglicky: Sentinel Lymph Node), kde pro dalsi
prognoézu onemocnéni je cenna detekce i tzv. mikrometastdz, coz vedlo k zavedeni

urcitého standardu ve zpracovani SLN (Mocellin et al., 2011; Murali et al., 2012).

4.2.3. Rizikové faktory, genetika melanomu

Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 4.2.1. o histogenezi melanomu, je UV zafeni
bezpochyby nejvyznamnéjsi rizikovy faktor (Erdei et Torres, 2010; Pfeifer et
Besaratinia, 2012). Jako rizikova se jiz povazuje i prace ve venkovnim prostiedi ¢i
dovolena stravena v zemich s vy$§im sluneénim svitem v délce trvani del$i nez dva
tydny bez dostatecné fotoprotekce. Zejména se zdlraziuje opakované spaleni sluncem,
spaleni v détském véku nejcastéji az do stadia vzniku bolestivych puchyit a spaleni
kize u osob s nizkym fototypem (Atzeni et al., 2009). Za jeden z vysoce rizikovych
faktori se povazuje opakovand aplikace artificidlnich zdroji UV =zéafeni (solaria
s aplikaci UVA), tak i aplikovana kombinace UV zafeni a psoralent pti terapii psoriazy
(PUVA terapie) (Archier et al., 2012; Veierod et al., 2010). Vzhledem k tomu, ze UV
zafeni je jednim z hlavnich rizikovych faktorti u melanomu, m¢l by tedy byt nejvetsi
vyskyt melanomu u lidi profesné pravidelné vystavenych slune¢nimu zafeni, jako jsou
napf. zemédélci. Opakované provedené studie vSak ukazuji, Ze intermitentni vysoka
davka slune¢niho zafeni zvySuje riziko vzniku melanomu daleko vice nez kumulativni
davka slune¢niho zateni (Vuong et al., 2013).

Rodinnd predispozice je jednim z dal§ich vyznamnych rizikovych faktort.
Pacienti s melanomem Vv rodinné anamnéze maji pfiblizné¢ 2x vétsi riziko vzniku
melanomu u nich samych, nez je v bézné populaci (Olsen et al., 2010). Syndromy, u
kterych se vyskytuje familiarni vyskyt melanomu, predstavuji jasny piiklad
autozomaln¢é dominantni dédi¢nosti. Nej€astéji se jedna o mutace geni CDKNA a p16,
méné pak mutace v genu CDK,. De novo mutace v téchto genech (pfedevsim CDKN,A

a CDKy) jsou nalézany i u pacienti bez pozitivni rodinné anamnézy (Foretova et al.,
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2009; Piepkorn, 2000). Zvyseny vyskyt melanomu (ale i ostatnich nemelanomovych
nadoridl) je 1 soucasti geneticky podminénych syndromt, jako je napi. autozomalné
recesivné dédi¢na xeroderma pigmentosum (Gerstenblith et al., 2010).

Imunosuprese je obecné spojena S rizikem vzniku nadorovych onemocnéni, coz
plati i pro melanom. Vé&tsi incidence byla pozorovana u pacienti s HIV, u o0sob
s hematologickymi malignitami a u pacientd lé¢enych imunosupresivni lécbou po
transplantacich organa (Markovic et al., 2007).

Rizikem pro vznik melanomu mutize byt 1 vyskyt vétstho mnozstvi ziskanych
pigmentovych néva (> 50) ¢i pfitomnost vice tzv. atypickych nebo dysplastickych névi
(> 5) (Markovic et al., 2007; Veierod et al., 2010).

4.2.4. Lécba melanomu a nové pristupy

I pres velké pokroky v poznani nadorové biologie melanomu je zéakladni 1é¢ba
primarniho kozniho melanomu nadale chirurgickd. Znalosti biologie a fady klinickych
sledovani v poslednich letech ale zménily i chirurgické postupy. Pivodné doporucované
vysoce radikalni a ¢asto mutilujici zakroky byly nahrazeny excizemi s uz§im lemem
zdravé tkané, jejichz Sifka odpovida predpokladané tloust’ce/typu nadoru, nebo jiz
stanovené histologické hloubce invaze dle klasifikace Breslowa (Tab. 7) (Balch et al.,
2001; Breslow, 1970; Shenenberger, 2012). Nékteré lokalizace vyzaduji specifické
postupy. Pti excizich SSM na obliceji je za dostateCny povaZzovan 1 cm Siroky lem.
Naopak u ALM jsou relativné Casté lokalni recidivy, a tak jsou doporu¢ovany lemy v
praiméru 1 cm a vétsi, u subungualnich melanomi zajistuje radikalitu amputace
distalnich ¢lankl postizenych prsta.

Kromé odstranéni priméarniho nadoru byl do chirurgické lécby melanomu
zaveden v osmdesatych letech dalsi vySetfovaci postup, mapovani a biopsie takzvané
sentinelové (strazni) uzliny (dale jako SLN, anglicky: Sentinel Lymph Node).
Nékterymi klinickymi studiemi bylo dokladovano, ze prub&éh onemocnéni, obdobi do
relapsu i celkové prezivani nemocnych velmi tzce koreluje se stavem SLN (Medalie et
Ackerman, 2003; Mocellin et al., 2011; Murali et al., 2012). Mapovani a biopsie SLN
byly do standardni péce o nemocné s melanomem zavedeny koncem minulého stoleti a
v soucasné dob¢ je provadi vétSina pracovist’ specializujicich se na tuto problematiku u
pacientd se stadiem IB a Il (TNM Kklasifikace) (Krajsova et al., 2005; Thompson et
Shaw, 2007). Pokud diky mapovani SLN je detekovana pozitivita SLN, byt i v podobé

jen mikrometastaz, je indikovana radikalni exenterace spadové oblasti (Krajsova et al.,
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2005). Mapovani SLN je uréeno pro pacienty, kteti nemaji klinické ani sonografické
znamky makroskopického postizeni lymfatickych uzlin. Standardné se neprovadi ani u
stadia IA (TNM klasifikace) (Krajsova et al., 2005).

V posledni dobé¢ se vice diskutuje vyznam mapovani SLN a jsou publikovany
prace, které vyznivaji protichidné oproti vySe zminénym starSim studiim. Napft.
vysledky studie MSLT-I ukéazaly, Ze pacienti se stiedni tloustkou melanomu (zde
definovana jako Breslow 1,2-3,5 mm), ktefi podstoupili Sirokou excizi a mapovani SLN
a Vv piipadé jeji pozitivity 1 radikalni exenteraci, neméli signifikantni prodlouzeni
intervalu pfeziti oproti pacientiim, ktefi podstoupili pouze Sirokou excizi primarniho
loziska a teprve pfi klinickém manifestovani postizeni uzlin radikalni exenteraci
(Morton et al., 2005).

Prognéza metastazujiciho melanomu ziistava stdle velmi neptiznivd, median
pieziti se pohybuje na tirovni 2—9 mésict; 5 let od vzniku prvnich vzdalenych metastaz
preziva méné nez 5 % nemocnych. Zvoleny 1écebny postup je zavisly na typu metastaz.
Uvadi se, Ze pokud je mozné chirurgické feseni, ma se vzdy provést (McLoughlin et al.,
2008). Na druhou stranu i solitarni organové metastazy melanomu znamenaji
hematogenni rozsev naddoru a vysokou pravdépodobnost drobnych, béznym vySetfenim

zatim nedetekovatelnych metastéz.

Adjuvantni 1é€ba melanomu je indikovdna u nemocnych, ktefi jsou po operaci
pokrocilého, vysoce rizikového primarniho nadoru a nemaji prokazatelné metastazy.
Cilem této lécby je Castecnd nebo kompletni likvidace ptipadnych nedetekovatelnych
mikrometastaz.

Adjuvantni chemoterapie neni v 1écb€ melanomu indikovéna, zadna z
provedenych kontrolovanych randomizovanych studii neprokédzala jeji uc¢innost v
adjuvantnim podavani (Barth et Morton, 1995; Verma et al., 2006). Radioterapie se v
adjuvantni 1écbé melanomu také nepouziva, v soucasnosti neni doporucovdna ani
profylaktickd aktinoterapie regionalnich lymfatickych uzlin po excizi pokrocilého
melanomu.

Adjuvantni imunoterapie je lécebna metoda, o které se u melanomu zacalo
uvazovat jiz pred desitkami let. Kviili ¢asto popisovanym spontannim regresim a
vyraznému lymfocytarnimu infiltratu v okoli primarnich melanomt 1ze predpokladat, Ze
imunitni odpovéd’ nositele hraje vyznamnou roli v celkovém prib&hu onemocnéni. U

mnoha nemocnych s agresivnim prabéhem melanomu je vSak naopak mozné pozorovat
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nadorovou toleranci (Davar et al., 2012). Pfesné pochopeni a poznani dynamiky reakci
mezi nadorem a imunitnim systémem jeho nositele by mélo vést k identifikaci novych
cili 1é¢by 1 vyvoji novych léCebnych preparati. V soucasné dobé je hlavnim cilem
adjuvantni imunoterapie u melanomu odkryt nadorové antigeny, usnadnit jejich
rozpoznani, porusit nadorovou toleranci a posilit imunitni odpoved'.

Interferon alfa je prvni exogenni cytokin, u kterého bylo v adjuvantni 1écbé
melanomu prokazano statisticky vyznamné prodlouzeni obdobi do relapsu a v
Kirkwoodové ECOG 1684 studii i celkové preziti nemocnych. V dalSich studiich
ECOG 1690 a 1694 se vsak jiz presvédCivé prodlouzeni OS prokazat nepodafilo
(Tarhini et al., 2012). Modifikovany, polyethylen glykolem stabilizovany (tzv.
pegylovany) interferon alfa, byl podavan v ramci studie EORTC 18991. 1 v této studii
bylo prokazano statisticky vyznamné prodlouzeni obdobi do relapsu onemocnéni, ale
bez statisticky vyznamného prodlouzeni pieziti (Eggermont et al., 2005). V soucasné
dob¢ neexistuje vseobecné piijaty konsenzus tykajici se vyse davky interferonu alfa ani
zpusobu, intervalu a celkové doby jeho podédvani. LiSi se i stadia onemocnéni, pii
kterych je adjuvantni 1écba indikovéna. Je zfejmé, Ze existuje skupina nemocnych, kteti
z podavani interferonu alfa profituji, ale v sou¢asné¢ dob¢ nejsme schopni piedem tyto
pacienty vytipovat. Je proto nutné pokracovat v prospektivnich randomizovanych
studiich s adjuvantni 1écbou interferonem alfa a v hledani odpovidajicich
prognostickych markert (Tarhini et al., 2012).

Chemoterapie melanomu je indikovana u inoperabilnich a vzdalenych
orgadnovych metastaz. Vzhledem k obecné malému poctu 1é¢ebnych odpoveédi a kratké
dobé jejich trvani je povaZovana za paliativni. Hlavnim cilem chemoterapie melanomu
je tak redukce objemu nadorovych metastdz se zlepSenim kvality zivota a zmirnénim
obtizi, které jsou metastdzami vyvoldny. Soucasné je pfi této 1écb¢ snahou alespon
omezené prodlouzit preziti nemocnych. Existuje mnoho lécebnych schémat od
monoterapie (Dakarbazin) pies kombinovanou chemoterapii (Vinblastin, Dakarbazin,
Cykloplatina, Temozolomid) po kombinovanou chemoimunoterapii (chemoterapeutika
v kombinaci s interferonem alfa nebo interleukinem-2). Celkova doba pieziti nebyva
chemoterapii ani chemoimunoterapii vyznamné prodlouzena (Pflugfelder et al., 2013).
Urcitého efektu chemoterapie 1ze dosdhnout u koncetinové lokalizovaného melanomu
za vyuziti izolované koncetinové hypertermické perfuze (Spacek et al., 2011), kde pii

této kombinaci, resp. posileni cytostatického efektu termickym pisobenim, bylo
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pozorovano odpovédi okolo 60% a Sleté preziti pacientti az u 30% ve stadiu IIIB (Knorr
etal., 2010).

Radioterapie byva 1écbou volby u uvealniho melanomu ¢i u kostnich metastaz,
kde ma zejména analgetické Gcinky a sniZuje riziko fraktur (Testori et al., 2009). Dalsi
indikaci aktinoterapie jsou mnohocetné mozkové metastazy (Testori et al., 2009). U
vice nez poloviny nemocnych dochazi k doasnému zlepseni neurologickych ptiznak i
zmirnéni bolesti hlavy. Nutna je kombinace s poddvanim antiedematoézni terapie. V
ptipad¢ solitarniho drobného loziska je 1é€bou volby oSetfeni gama-nozem (Sloan et al.,
2009).

Novy smér v terapeutické strategii 1écby melanomu predstavovaly nadorové
vakciny. Tyto vakciny jsou vyrdbény s cilem zvysit rozpoznani nddorovych bunck
imunitnim systémem a posilit protinddorovou odpovéd’ aktivaci lymfocyt. VyuZzivaji se
bud’ smési nadorovych antigenti, nebo pouze jednoho antigenu specifického pro nador
(Fang et al., 2008). Ptirozena imunitni reakce na melanomové antigeny je velmi slaba,
proto se pii vyrobé naddorovych vakcin vyuzivaji jesté¢ adjuvantni latky, které imunitni
odpovéd’ zesiluji. Pres dil¢i slibné vysledky nékterych studii dosud neexistuje zadna
melanomova vakcina, ktera by dokazala vyznamné ovlivnit pribéh onemocnéni (Davar
etal., 2012).

Studium vlivu imunologickych faktorti u metastazujiciho melanomu umoznilo
Vv posledni dobé zavedeni i novych imunoterapeutik v podob¢ cilené biologické 1éCby.
Pro klinické pouziti pii imunoterapii metastazujiciho melanomu byl zaveden po fadé
klinickych studii ipilimumab, coz je lidska IgG1 monoklonalni protilatka proti antigenu
4 cytotoxickych T-lymfocytt (dale jako CTLA-4, anglicky: Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4). Pfesny mechanizmus, jakym dochazi pii zablokovani CTLA-4 k nadorové
regresi, neni znam, ale pedpoklada se aktivace CD4" a CD8" T lymfocyti s indukci
imunitni protinadorové odpovédi. Vysledky studii naznacuji 1é¢ebné odpovédi na
urovni 10-20 %, tedy pfiblizné stejné jako u chemoterapie. Ptekvapivé je vSak jejich
dlouhodobé pretrvani, stejné jako castd dlouhodoba stabilita metastatického onemocnéni
bez dalsi progrese (Hodi et al., 2010). V soucasné dobé& probihaji studie s ipilimumabem
v adjuvantni terapii melanomu. Jiz dfive zminénym Dbiologikem s angiostatickym
efektem je bevacizumab, ktery se v 1écbé metastazujictho melanomu zkousi v
monoterapii ¢i v kombinaci s interferonem alfa nebo chemoterapii (Mansfield et al.,
2013).
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Dalsim Iékem je sorafenib, multikinazovy inhibitor, ktery potlatuje nadorovy
rust inhibici MAP kindz, vyrazné inhibuje také receptor pro VEGFR 1, 2, 3 a receptor
pro destickovy rustovy faktor (dale jako PDGFR, anglicky: Platelet-Derived Growth
Factor Receptor). Jeho ucinnost byla ovéfovana v kombinaci s chemoterapii
(dakarbazin, cycloplatina, paclitaxel) u pacientil, u kterych jiz selhala ptredchozi 1écba
metastazujiciho melanomu (Bhatia et al., 2012).

Inhibitory MEK (jeden z inhibitordi MAP kinaz) maji velky vyznam pro
potlaceni nadorového ristu, mimo jiné snizuji rezistenci melanomovych buné¢k
k apoptoze (Park et al., 2013). Dalsi z moznosti je biologicka terapie za vyuziti BRAF
inhibitoru vemurafenibu. Tato molekula, pattici do skupiny kinazovych inhibitort, je
pouzivana pii 1é¢bé metastazujiciho melanomu, ve kterém se podaii prokazat mutaci
V600E genu BRAF (novéji 1 VO6OOK, ¢i V600D). BRAF protein je klicovou slozkou
intracelularni cesty Ras-Raf, ktera se podili na proliferaci bunék a blokuje apoptdzu.
Problematické je, ze BRAF mutace je detekovana asi jen u poloviny pacienti
s melanomem a pii zahdjeni celkové 1é€by dochdzi k ¢astym nezddoucim uCinklm,
mezi které patii paradoxné i indukce dlazdicobunéénych karcinomi a jinych
nemelanomovych nadort kize ¢i sliznic (Chapman et al., 2011). Ve srovnani
s monoterapii dakarbazinem se podaftilo dosadhnout o 20 % vétsiho preziti pacientd v pul
ro¢nim sledovani a odpovéd” na 1é¢bu dokonce o 43 % lepsi (Chapman et al., 2011).
V dlouhodobégjsim horizontu sledovani dochazi vsak k selhani terapie vemurafenibem,
proto nyni probihaji klinické studie kombinaci vemurafenibu a jinych preparatd, jako
jsou i jiné MEK inhibitory. Mechanizmy rezistence nadorovych bunék na tuto 1é¢bu
jsou pfedmétem mnoha probihajicich diskuzi (Wang et al., 2013).

Dle zminénych lé¢ebnych moznosti je patrné, Ze 1écba melanomu prodélala
v poslednim desetileti dramaticky vyvoj. Z vyse uvedeného piehledu vyplyva, ze fada
modernich terapeutickych postupti je de facto zamétfena i na stromalni komponentu
nadoru (napt. inhibice neoangiogeneze) nebo na imunitni déje, které probihaji ve
stromdlnim mikroprostfedi melanomu. Pfesto je nase porozuméni témto déjim jen
okrajové, a proto dosahovany efekt miize byt problematicky. Rada zminénych
preparatt, piipadné jejich kombinace s dalsimi prostiedky, je predmétem prave
probihajicich studii. Lécebny efekt nadale ziistdivd omezen a dlouhodobé piezivani
pacientll s metastazujicim melanomem je prognosticky nejisté. Nejspolehlivéjsi 1écbou
melanomu tedy nadale zistava vcasna diagnéza a nasledné chirurgické odstranéni

nadoru.
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5. Nadorové stroma

Nédorové stroma, které tvofi hlavni pfedmét zdjmu ptedkladané dizertacni
prace, predstavuje velmi komplexni, ale soucasné i znaéné heterogenni tkan. Zadny
Z typtt bunék nadorového stromatu neni sdm o sobé malignim ve smyslu geneticky
determinované mutace. V minulosti byla vénovana velkd pozornost moznosti, Ze
nadorové stroma vznikd EMT alesponn ¢asti bunék malign¢ transformovaného
nadorového klonu. V takovém piipadé by ovSem jak nadorovy parenchym, tak i
nadorové stroma musely vykazovat alespon v ur¢itém rozsahu identické zasadni mutace
(tzv. ,,drivers mutations®), coz u vétSiny nadorti nebylo potvrzeno (Kurose et al., 2002;
Moinfar et al., 2000). Blize jsou teorie o ptivodu CAFs diskutovany v podkapitole 5.2.1.

Pfesto ale bunky stromatu diky vzajemnym interakcim s vlastnimi builkami
nadorového parenchymu 1 vzdjemnymi interakcemi mezi rlznymi bunécnymi
subpopulacemi uvnitt stromatu ziskavaji funkce odlisné od funkci analogickych bunék
v normalnich tkanich. Tato odliSnost znich ale ¢ini vyznamné hracde v kontextu
maligniho onemocnéni.

Jak bylo ilustrovano v publikovanych xenotransplantacnich modelech, zvySuje
pfitomnost stromalnich bun€k potencial nadoru k zalozeni nadorového loziska Vv téle
hostitele (viz kapitola 2.2) (Elenbaas et Weinberg, 2001). Obecné akceptovana soucasna
predstava povazuje za podklad téchto funkénich zmén modifikace na trovni
epigenetické, ackoli detailnimu porozuméni téchto regulaci jsme 1 nadale znaéné
vzdaleni (Dey, 2011). Produkce ristovych faktord, cytokini a chemokint stromalnimi
fibroblasty a builkami imunitniho systému plisobi ve prospéch stimulace rlstu
nadorovych bungk, které odpovidaji dalsimi zménami genové exprese (Li et al., 2007).
Soucasné poznatky navic ukazuji, ze stroma ovliviiuje biologické vlastnosti nadort,

jako je jejich lokalni agresivita a schopnost metastazovani (Lorusso et Ruegg, 2008).

5.1.  SloZeni nddorového stromatu

Nédorové stroma se sklada ze slozky bunécéné (CAFs, buniky endotelové a buiiky
imunitniho systému) a slozky nebunétné reprezentované ECM, ale i pfitomnymi
cytokiny, chemokiny, hormony a dal§imi bioaktivnimi molekulami. Za stézejni
komponentu bunééné slozky nadorového stromatu jsou tradi¢né povazovany CAFs (Li

et al., 2007). Je v8ak nutno kriticky podotknout, ze tento fibroblasto-centricky pohled na
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problematiku stromatu je opodstatnény sumou do soucasnosti nashromazdénych
poznatkl a vychdzi zejména z relativni jednoduchosti izolace CAFs a jejich studia na
nejruznéjsich in vitro modelech.

Cévy a tedy i bunky endotelové zajist'uji nejenom piisun nutrienta a odvod
metabolitt, ale zaroven mohou touto cestou prichazet ¢i odchazet vyznamné biologicky
aktivni pusobky, jako naptiklad hormony a rastové faktory, pro které stroma muze
fungovat jako rezervoar (Kulbe et al., 2004). Cévy v oblasti nadoru predstavuji,
zejména diky morfologickym odliSnostem ve své stavbé (piedev§im nedokonalé
vzajemné propojeni endotelovych bun€k a jejich odlisna vazba na pericyty), rovnéz
velmi vyznamnou cestu, kterou dochazi k prostupu napt. bunék imunitniho systému
hostitele, ale také slouzi k zakladani vzdalenych metastaz (Dvorak, 2003). Pro svij
nesporny vyznam je pravé neoangiogeneze dlouho pfedmétem terapeutickych pokusi o
jeji cilenou blokadu u nejriznéjSich nadorovych onemocnéni (Amit et al., 2013; Fang et
al., 2012; Guo et al., 2012; Miyake et al., 2013; Pavlidis et Pavlidis, 2013; Rikiishi,
2012; Soria et al., 2013). Stejn¢ tak strukturni odliSnosti nadorovych cév oteviraji
potencidlné dalsi terapeutické mozZnosti. ZvySend propustnost naddorovych cév miize
slouzit K pouziti polymernich nosict s 1éCivy k cilenému zasazeni pouze nadorové tkané
(Rihova et al., 2005).

Buiikky imunitniho systému pfedstavuji dal$i vyznamnou komponentu
nadorového stromatu, jedna se predevsim o makrofagy, lymfocyty a Zirné buiky. Tyto
bunky casto tvoii nejen infiltrujici populaci, ale maji pfimo i charakter reaktivni
zanétlivé populace. Makrofagy lze obecné rozdé€lit do dvou fenotypovych kategorii,
klasicky aktivované M1 makrofagy a alternativné aktivované M2 makrofagy.
Makrofagy ptitomné v nddorovém stromatu (nddorové asociované makrofagy) vznikaji
z monocytd, které jsou atrahovany chemotaktickymi latkami a jedna se predevsim o M2
makrofagy. Diky produkci tady cytokinli, chemokini a rlstovych faktori M2
makrofagy poskytuji imunosupresivni mikroprostiedi pro rtst nadoru (Hao et al., 2012).
Dostavaji se preferenéné¢ do mist, kde dochazi k hypoxii a nekré6zam. Zde se aktivuji a
uvoliuji fadu faktord plisobicich na buniky endotelu, napiiklad VEGF, hepatocytarni
rustovy faktor (dale jako HGF, anglicky: Hepatocyte Growth Factor) MMP2 a IL-8 (Li
et al.,, 2007). Neutrofily také v nadoru stimuluji angiogenezi, navic prakticky
identickym spektrem rtstovych faktort (Talmadge et al., 2007).

Néadory infiltrujici lymfocyty (dale jako TILs, anglicky: Tumor Infiltrating

Lymphocytes) piedstavuji pomérné heterogenni populaci imunitnich bun¢k schopnych
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pronikat do nadorového mikroprostredi, obecné povazovanou jako velice prognosticky
vyznamnou. CD4 Th; pomocné lymfocyty produkuji fadu cytokinll a maji ptimy efekt
na aktivaci CDg T lymfocytt, které jsou schopny napadat nadorové buniky. CD4 Th;
stimuluji pfedev§im humoralni imunitu a v nadorové imunologii se jejich efekt povazuje
jako mén¢ efektivni nez aktivace pomoci Thy lymfocyty (Gooden et al., 2011; Mlecnik
et al., 2011). Nadorové bunky jsou schopny diky produkci fady chemotaktickych
mediatori ovlivnit imunologickou odpovéd’ a to skrze stimulaci CD, regulacnich
lymfocytu, které snizuji odpovéd” CD4 Thy a Th, lymfocyta (Gooden et al., 2011).
Piikladem moznd i nejvice imunitn¢ aktivniho nadoru je melanom, kde ovlivnéni
imunitni reakce a TILs je pfedmétem cilené nadorové terapie (Hodi et al., 2010; Tarhini
etal., 2012).

Role dalsich bunék imunitniho systému v nadorovém mikroprostiedi neni tak
dobfe prostudovana, navic se vyskytuji jen v nékterych typech nadord. Prikladem
mohou byt zirné buriky, které se také podileji na angiogenezi (Ribatti et Crivellato,
2012).

Kromé bunéénych komponent se na formovani nadorového stromatu vyznamné
podili i slozky ECM, ke kterym se bunky nadorového stromatu, ale i nadorového
parenchymu poji pomoci adhezivnich molekul (pfedevS§im pomoci integrinil). Ze sloZzek
ECM jsou v nadorovém stromatu nejvice zastoupeny proteoglykany, fibrily tvofené
kolagenem a rozpustné multiadhezivni proteiny (napf. fibronektin a tenascin) (Van
Obberghen-Schilling et al., 2011). Obecné lze fici, Ze ECM nema v nadorovém stromatu
jen podptrnou a mechanickou funkci, ale ptedstavuje i velice dynamickou slozku,
podstupujici permanentni remodelaci a navic je zapojena do Cetnych extracelularnich

signaliza¢nich drah (Jinka et al., 2012).

5.2. Nadorové¢ asociované fibroblasty

CAFs predstavuji morfologicky vietenité burniky, jejich nejbéZnéji pouzivanym
znakem pro odliSeni od buné¢k epitelovych je pfitomnost vimentinu a soucasné absence
keratinii. Nejde ale tedy rozhodn€ o znak specificky determinujici CAFs. Zvlastnim
typem CAFs hojné zastoupenym ve stromatu jsou tzv. myofibroblasty. Tyto
myofibroblasty se blizi aktivovanym fibroblastim v hojici se rané, které rovnéz
exprimuji a-SMA (Chatzistamou et al., 2010). Aktivované normalni fibroblasty v hojici

se ran¢ nejsou ale aktivované permanentn€, vraceji se po ur¢ité dobé do ptivodniho
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stavu (tzn., zméni se jejich traskripéni profil) (Kolar et al., 2012), nebo podléhaji
eliminaci naslednou apoptozou (Li et Wang, 2011). Naproti tomu CAFs této regulaci
nepodléhaji (Li et al., 2007).

Vedle exprese vimentinu a a-SMA jsou CAFs charakterizovany podle nékterych
praci napft. expresi fibroblastového specifického proteinu-1 (dale jako: FSP-1, anglicky:
Fibroblast Specific Protein-1), receptorem B pro destickovy rustovy faktor (dale jako
PDGF, anglicky: Platelet-Derived Growth Factor) a fibroblasty aktivujiciho proteinu
(dale jako FAP, anglicky: Fibroblasts Activating Protein) (Cirri et Chiarugi, 2011;
Karagiannis et al., 2012; Xing et al., 2010). Bohuzel ale do soucasnosti neexistuje zadny
univerzalné akceptovany morfologicky znak, ktery by umoznoval jasné odliSeni
nadorového stromatu od normalni, nadorem neovlivnéné tkan€. Vzhledem k jiz
naznacenému funkénimu vyznamu stromatu pro biologii nadorového onemocnéni lze
predpokladat, ze by takova morfologicky jasn€¢ determinovana hranice mohla sehravat i
svou roli pii posuzovani radikality resekce, respektive posuzovani rizika recidivy.
V soucasné dobé tedy musime spoléhat na informace plynouci z funkéni analyzy CAFs,

ktera bude probrana dale.

5.2.1. Plvod nadorové asociovanych fibroblasti

Pivod CAFs je predmétem mnoha hypotéz a diskuzi. Tyto teorie, opiené o
rizné nadorové modely, se navzajem nevylucuji, naopak v soucasnosti pievlada nazor,
ze mechanizmi podilejicich se na vzniku CAFs muze byt vice i vramci jednoho
nadorového typu i dokonce nadoru. Heterogenita a diverzita funkce s nedostatkem
morfologickych markeri CAFs do ur€ité miry zt¢Zuji studium jejich biologické aktivity.
Zatim neni ani jasné zda v§echny CAFs zastoupené v daném nadoru maji stejnou funkci

CAFs (Haviv et al., 2009).

O piivodu CAFs existuji rizné teorie, zahrnujici zejména:

Q) vznik pfeménou nadorovych bun¢k pomoci EMT
(i) aktivaci fibroblastil z lokalniho mezenchymu,

(ili)  migraci a aktivaci bunék odvozenych z kostni dfené (Li et al., 2007).

V minulosti byla vénovéna velka pozornost moznosti, ze nadorové stroma

vznika EMT alespon ¢asti bun¢k maligné transformovaného nadorového klonu. Tato
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teorie se opira o fakt, ze bunky invazivni fronty nadoru jsou schopny uvolnit se
z mezibuné¢nych kontaktl a nabyt tak invazivnich a migra¢nich vlastnosti (Plzak et al.,
2010). Byly publikovany i experimentalni in vitro modely, kde CAFs byly schopny
navodit EMT v normalnich keratinocytech (Lacina et al., 2007a). Navozeni EMT zde
bylo demonstrovano ko-expresi vimentinu soucasné s keratiny, tyto buniky soucasné
vykazovaly pozitivitu i zodpovédnych traskripnich faktorti, napt. snail. Podle
nekterych autort tedy lze spekulovat, ze buiiky invazivni fronty, které podstoupi EMT,
mohou nasledné¢ vytvaret nejen metastatickd vzdalend loziska, ale pfispivat 1 k
formovani CAFs (Moustakas et Heldin, 2007). Jak jsme jiz zminili v Gvodu této
kapitoly, v takovém piipadé by jak nadorovy parenchym, tak i nddorové stroma musely
vykazovat alespoit v ur€itém rozsahu identické zasadni mutace (tzv. ,,drivers
mutations*), coz u vétSiny nadord ve vEtSim rozsahu nebylo potvrzeno (Kurose et al.,
2002; Moinfar et al., 2000). Genetické mutace CAFs i nadorového klonu reprezentuji
nejspise nasledek plosného pisobeni mutagennich agens (tzv. field cancerization), vznik
mutaci vSak muze byt nasledkem vyssi proliferace CAFs v pribéhu utvaieni
nadorového prostiedi. Z tohoto dle naseho nazoru vyplyva, Zze EMT mize pfedstavovat,
patrn¢ vedle jiného, ¢i spise hlavniho zdroje, uréity dil¢i mechanizmus vzniku CAFs (Li
et al., 2007).

Druha z hypotéz poukazuje na roli lokalniho mezenchymu, ktery jiz v inicialnim
stadiu obklopuje proliferujici maligni klon. Zda se, ze vyznam interakce mezi
nadorovymi buikami a okolnim mezenchymem ma klicovou roli pro urceni dalsiho
osudu bunek, u nichz jiz doslo k iniciaci nadorového procesu, podobné jako interakce
vnormalni tkdni b&hem embryogeneze a fyziologické reparace (Fuchs, 2007).
Mechanizmus vzniku CAFs z lokalniho mezenchymu neni doposud zcela objasnén, a to
predevsim zpusob aktivace signalizacnich kaskad, které jsou nutné k této preméné.
Ptredpoklada se, Ze faktory produkované nadorovym parenchymem mohou pifimo
indukovat fenotypové a funk¢éni zmény v lokalné ptitomnych fibroblastech (Haviv et al.,
2009). Nejvice je udavan vliv TGF-B, u kterého je experimentalné ovefen podil na
transformaci normalnich fibroblastd v myofibroblasty s typickou pfitomnosti a-SMA
(Casey et al., 2008; Dvorankova et al., 2011). Dale I1ze zminit i vliv galektinu-1, ktery se
hojné nachazi ve stromatu dlazdicobunéénych karcinomu (Valach et al., 2012) a
vyznamné zde ovliviiuje expresi o-SMA fibroblasty, a tak jejich konverzi
v myofibroblasty. Navic je experimentalné¢ ovéfeno, ze synergicky pusobi s TGF-f
(Dvorankova et al., 2011).
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Histopatologické studie V nékterych ptipadech (napf. u dediferencovanych
karcinomu plic se Spatnou progn6zou) poukazuji na ptitomnost ektopické kosténé ¢i
chrupav¢ité tkané ve stromatu téchto nadoru (Yoichi et al., 2009). Tato pozorovani vedla
k hypotéze, e na puvodu CAFs se mohou podilet i bunky s charakterem
mezenchymovych kmenovych bunék (Yoichi et al., 2009). Tyto bunky mohou mit
puvod lokalni, ale i v cirkulujicich kmenovych mezenchymovych bunkéch (déle jako
MSCs, anglicky Mesenchymal Stem Cells) pochazejicich z kostni dfené. Experimenty
s MSCs v kombinaci s nadorovymi bunikami poukazuji na jejich mozny vliv pfi tvorbé
nadorového prostiedi. Weinberg a spol. implantovali na mySim modelu MSCs ve smési
s nddorovymi butikami a nddorové buiky samotné. Vysledkem byl signifikantni nartst
schopnosti nadorovych bunék podanych ve smési s MSCs vytvaret v hostiteli nasledné
nadorova loziska (Karnoub et al., 2007). V jiném experimentu byl navic dokumentovan
efekt kondiciovaného média z bun¢k karcinomu prsu na MSCs. Kondicované médium
pouzité poté pro kultivaci MSCs v prabéhu 30 dni vyvolalo expresi a-SMA, PDGF a
vimentinu. Tento vysledek lze interpretovat jako diferenciaci MSCs v myofibroblasty
(Mishra et al., 2008). Tyto studie tedy potvrzuji mozné teorie vzniku CAFs praveé
z cirkulujicich MSCs.

5.2.2. Biologicka funkce nadorové asociovanych fibroblastii

V porovnani s malign€ transformovanym nadorovym klonem byla stromalni
slozce nadort véetné CAFs dlouhodobé vénovana mensi pozornost. V soucasné dob¢ je
ale ziejmé, ze pravé CAFs hraji v komplexnosti nddorového prostiedi vyznamnou roli.

CAFs se podili na ptimém ovlivnéni stimulace nddorového klonu naptiklad tim,
ze produkuji fadu ristovych faktori, hormonii a cytokind. Klasické mitogeny
produkované CAFs jsou napi. HGF, EGF, FGF, ale i cytokiny jako je stromalnimi
bunikami produkovany faktor 1 (dale jako SDF-1, anglicky: Stromal cell-Derived Factor
1), IL-6, IL-8 a CXCL-1 (Cirri et Chiarugi, 2011; Li et al., 2007; Szabo et al., 2013).
Dulezitost produkce téchto mitogennich faktord dokladaji studie napt. u nadorii plic,
kde produkce HGF v CAFs vede k rezistenci nadorovych bunék karcinomu plic vici
konven¢nim inhibitorim receptoru pro EGF. Kombinaci s bloka¢ni protilatkou proti
HGF ale lze tuto rezistenci obejit (Wang et al., 2009). Také nadorové buniky produkuji
fadu rastovych faktori a cytokinti, navic pravdépodobné dovedou urcitym zplisobem
regulovat sekreci nékterych faktort ¢i slozek ECM produkovanych CAFs (Hakelius et
al., 2013; van Rooyen et al., 2013).
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Vedle rustovych faktorti a cytokinit CAFs produkuji i proteiny s enzymatickou
aktivitou jako MMP, podilejici se na degradaci komponet ECM a proteini bazalni
laminy, a tak nepiimo napomahaji nadorovym buiikkam snadnéji pronikat do svého
okoli. Jako nejcetnéji popisované MMP ucastnici se nadorové progrese jsou MMP-2 a -
9, dale je popisovany efekt i MMP-13 v dlazdicobunééném karcinomu a melanomu, kde
pravdépodobné hraje roli pfi neoangiogenezi nadord (Lederle et al., 2010; Roy et al.,
2009).

Dalsi studie se zabyvaji podilem CAFs na formovani ,,niche* nadoru a jeho
vyznam pro udrzeni fenotypu tzv. nadorovych kmenovych bunék, CSCs. Jak jsme jiz
zminili v kapitole 2.2., je problematice CSCs vénovana v soucasné nadorové biologii
velkd pozornost. Je znamo, ze normdlni kmenové buinky potiebuji specifické
mikroprostedi ,,niche”, které sehrava zasadni roli pifi udrZzovani jejich kmenovosti
v pribéhu zivota jedince. Lze tedy predpokladat per analogiam, ze specifické prostiedi
K udrzeni svého fenotypu budou vyzadovat i CSCs (Ailles et Weissman, 2007; Li et
Neaves, 2006). Na udrzeni tohoto mikroprostiedi se mohou podilet pravé CAFs, i kdyz
jejich presna funkce pii formovani tohoto specifického mikroprostedi neni jesté zcela
podrobné zdokumentovana. Podle poslednich praci se vSak ukazuje, ze i zde CAFs
mohou hrat vyznamnou tlohu (Chen et al., 2014; Liao et al. 2010; Weiland et al., 2012).
Témto novéjsim pracim odpovidaji i nase piedchozi pozorovani, kdy Lacina a spol.
popisuji in vitro efekt CAFs izolovanych z bazocelularniho a dlazdicobunééného
karcinomu na normalni keratinocyty. Vedle indukce EMT (popsano v kapitole 5.2.1.) se
podafilo pii ko-kultivaci s CAFs navodit v normalnich lidskych keratinocytech expresi
specifickych keratinti (kKeratin-8 a -19) charakteristickych pro dané nadory, ale navic
tento fenotyp je pfitomen jen v jednoduchych epitelech (a to zejména embryonalné), ne
vSak jiz v epitelech stratifikovanych, coZz poukazuje na nefekané nizkou uroven
navozené diferenciace (Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b). V jiné praci je popsan
vliv CAFs z bazocelularniho karcinomu na mysi fetalni fibroblasty, které pii kultivaci
pod vlivem CAFs ziskaly expresi praveé znaki multipotentnich kmenovych buné¢k, Oct4
a Nanog. Tyto fibroblasty byly nasledné schopny diferenciace jak adipogenni, tak
chondrogenni i osteogenni (Szabo et al., 2011). Tyto poznatky mohou také ptispét
k vysvétleni pfitomnosti chrupavéité ¢ kosténé tkané v nékterych vysoce
dediferencovanych nadorech, kde lze ptedpokladat, Ze vznik morfologicky odlisné
tkan¢ je vysledkem deregulacnich mechanizmu pravé nadorovych kmenovych bun¢k
(Yoichi et al., 2009).
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CAFs predstavuji jednu z mnoha komponent nadorového stromatu. Vzhledem
K popsanym skutecnostem je ziejmé, ze jejich podil na formovani komplexniho
nadorového mikroprostiedi je zna¢ny. Navic diky znalostem z neustale se vyvijejicich
modelt nadorového prostiedi se ukazuje, Ze cilend personalizovana a komplexni 1é¢ba
nadorti bude muset byt zamétena i na komponenty nadorového stromatu, a to i na funkci

CAFs.

5.2.3. Nadorové stroma melanomu

V poslednich letech se paralelné s nariistem zajmu o nadorové stroma obecné
objevuji i prace, které poukazuji na biologickou funkci stromatu v melanomu. Nadorové
melanocyty (stejné jako nadorové buniky jinych nadord) interaguji se zdanlivé
normalnimi bunkami ve svém okoli a vSechny tyto populace se vzajemné ovliviiuji.
Obecné plati (jako i v jinych nadorech), Ze mizeme pozorovat nékolik paralelnich
interakci nddorovych melanocytli s jejich mikroprosttedim. Jedna se o multilateralni
komunikaci mezi nadorovymi melanocyty a bunikami stromatu, které zahrnuji CAFsS,
endotelové buriky, buiiky imunitniho systému, solubilni faktory a komponenty ECM.
Ke komplexnosti nadorového mikroprostiedi melanomu piispiva také jako dalsi aspekt
pritomnost normalnich (tj. nenddorovych) keratinocyti, kterym jsme v ptedchozich
modelech nadorl vychdzejicich z dlazdicovych epiteli pfevazné nevénovali pozornost.
Kideryova a spol. pfi studiu interakci na benignim fibroznim histiocytomu popsali
molekularni podklad zmén epidermis u tohoto tumoru (Kideryova et al., 2009). Tyto
morfologické zmény (dosahujici aZz pseudoepiteliomatdzni hyperplazie) odrazi totiz
biologickou aktivitu fibroblastii izolovanych z histiocytomu. Vlastni keratinocyty jsou
V tomto pifipadé nddorové nezménéné. U melanomu je experimentalné prokazano, ze
pfedevSim ve fazi radidlniho rlstu je melanom zavisly na rastovych faktorech
produkovanych okolnimi keratinocyty, které napomahaji pfekroCeni bazalni membrany
(Van Kilsdonk et al., 2010). Ve fazi vertikalniho ristu jsou jiz bufiky melanomu na této
podpofe nezavislé. Nutné ale plati v mutudlni interakci, Ze nadorové melanocyty se
podileji také na regulaci okolni epidermis (viz. kapitola 8.2.3.).

Neékteré soucasti nadorového stromatu u melanomu (napiiklad nadorova
neovaskularizace) jsou v souCasné dobé jiz predmétem Kklinickych studii v ramci
personalizované biologické terapie (podrobné&ji pospano v kapitole 4.2.4). Naopak
jinym sloZzkdm stromatu melanomu, jako jsou CAFs, se teprve nyni dostdva vétsi

pozornosti. Kozni melanom je jiz v pocatku radialni rastové faze a zakladani
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mikrosatelitnich metastaz v t€sném kontaktu se slozkami okolni dermis a tedy de facto
s komponentami  svého budouciho stromatu. Funkce CAFs se v melanomu
predpokladala podobna jako v jinych nadorech (Smolle et al., 1996). Tyto pfedpoklady
nyni potvrzuje i prace, ktera popisuje srovnatelny biologicky efekt CAFs izolovanych
Z nadori s rozdilnou histogenezi, véetné¢ melanomu, na linii duktalniho karcinomu prsu
(Dvorankova et al., 2012). Dalsi prace dokazuje vliv CAFs z melanomu na indukci
proliferace a inhibici apoptdzy nadorovych melanocyta v in vitro podminkach (Abety et
al., 2012). Byl popsan podil CAFs z melanomu na ovlivnéni exprese znakt spojenych
s melanogenezi a tedy ovlivnéni diferenciaéniho fenotypu néadorovych melanocytl
(Kodet et al., 2013). Vyznamna je i prace popisujici schopnost CAFs ovlivnit expresi
povrchovych molekul NK-bunék, zodpovédnych za jejich bunénou cytotoxicitu, a tak
nepiimo ovlivnit protinddorovou imunitni odpovéd’ (Balsamo et al.,, 2009).
V neposledni fadé 1ze zminit praci, kde v in vitro modelu nadorového mikroprostiedi
ziskaly invazivni nadorové melanocyty véEtsi rezistenci proti chemoterapeutiku
(doxorubicin) pravé pod vlivem fibroblasti v organotypické kultute (Tiago et al.,
2014).

Pii hledani novych prognostickych molekul, odpovédnych za rezistenci
melanomu na nova lé¢ebna schémata se objevuji prace zamétené na komponenty ECM,
které mohou vyznamné ovliviiovat nadorové mikroprostfedi melanomu. Jako slibna
molekula se pii studiu téchto mechanizmi zda byt periostin, ktery lze detekovat ve
stromatu vysoce invazivnich melanomi a uzlinovych metastazach. V in vitro modelu
periostin podporuje proliferaci nadorovych melanocyti cestou aktivace MAP kinazové
signalizace (Kotobuki et al. 2014). Dalsi molekulou ECM, ktera se ucastni pfi
invazivnim ristl nddorovych melanocyti pfedevsim pii vertikalni ristové fazi, je napf.
osteopontin, ktery ovliviiuje expresi av3 a avp5 integrint (Yin et al., 2014).

Z téchto popsanych schopnosti lze tedy usuzovat, Ze i nadorové stroma
melanomu mize hrat pi1 progresi melanomu vyznamnou ulohu. Detailni znalosti
nadorového mikroprostfedi a epitelové mezenchymovych interakci v nddorech nam,
vedle poskytnuti prognostickych a prediktivnich informaci, mohou pomoci pii hledani

novych molekul v budouci cilené a personalizované biologické 1¢¢b¢ nadort.
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6. Cile dizertac¢ni prace

Tato dizertatni prace je zaméfena na studium epitelové mezenchymovych
interakci v nddorech vychdzejicich z dlazdicovych epitelti a aplikovani téchto poznatk
1 na nadory vychazejici z minoritni populace dlazdicovych epitelti. Prace je zalozena
pfedev§im na in vitro modelovani nadorového mikroprostiedi a dale i na
imunohistochemické analyze vzork nadorovych tkani a jejich porovnani s vytvarenymi

modely. Tematicky lze predkladanou praci rozd€lit do ¢tyf na sebe navazujicich okruht.

1. Glykobiologie nadorovych onemocnéni — cilem je prohloubeni
poznatkii o expresi galektinii a jejich vazebnych mist u nadorovych
onemocnéni a na in vitro modelech.

2. Mikroprostiedi a kmenovost HNSCC — zde se zaméfime na hlubsi
pochopeni vyznamu mikroprostiedi pro udrzeni znaki kmenovosti a dale
na vytvoreni standardizovaného reproducibilniho in vitro modelu pro
navazujici projekty.

3. Nadorové mikroprostiedi melanomu — cilem v tomto okruhu je izolace
CAFs zmelanomu, jejich imunocytochemicka charakterizace a
transkriptomicka analyza. Dale chceme ovéfit jejich biologickou aktivitu
podle metodiky zavedené pro in vitro modely mikroprostiedi v laboratofi
pii studiu nadorovych onemocnéni v piedchozich letech (Kideryova et
al., 2009; Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b; Strnad et al., 2009).

4. Specificita CAFs — na zakladé vysledkt vyse uvedenych studii chceme
provést analyzu funkéni specificity nddorovych fibroblastl z rozdilnych
nadort. Déle se chceme vénovat i studium vlivu normalnich a
nadorovych bunék na in vitro indukci a-SMA pozitivnich fibroblastd

jako zéklad modelu geneze stromatu z lokalniho mezenchymu.
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7. Material a metodika

V této Casti jsou shrnuty pouze hlavni metodické principy vyuzité pfi feSeni
vytyCenych ukold, detailni popis metodik je uveden v jednotlivych publikacich, které
tvofi soucast této dizertacni prace.

V ptedlozené disertacni praci byly analyzovany vzorky reprezentujici
dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku odebrané na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole a Klinice astni, obli¢ejové a Celistni
chirurgie 1. LF UK a VFN. Dale byly vySetfeny melanomy a jejich koZni metastazy
ziskané jak na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFEN, tak retrospektivné na
Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FNM. Nadorové asociované
fibroblasty z dlazdicobunééného karcinomu byly izolovany z nddorG hlavy a krku
pochazejicich od pacientli z Kliniky otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF
UK a FN v Motole a Kliniky tstni, oblicejové a celistni chirurgie 1. LF UK a VFN.
Nédorové asociované fibroblasty z melanomu a karcinomu prsu byly izolovany
z koznich metastaz melanomu a koznich metastaz karcinomu prsu od pacientd 1é¢enych
na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFN. Izolace nadorové asociovanych
fibroblastii byla provedena dle modifikovaného protokolu ptivodné pouzitého v praci
Lacina et al., 2007 (Lacina et al., 2007b). Normalni lidské dermalni fibroblasty a
normalni lidské keratinocyty byly izolovany ze zdravé kize poskytnuté z Kliniky
plastické chirurgie 3. LF UK (Lacina et al., 2007b). Z epitelovych nadorovych linii byla
pouzita linie FaDu pochézejici z dlazdicobunééného karcinomu hypofaryngu (ATCC®
HTB-43™) a linie EM-G3, nadorova linie invazivniho duktalniho karcinomu prsu
(laskavé poskytnuta Dr. Matouskovou z Ustavu molekularni genetiky, AV CR). Z linii
malignich melanocytll byla pouzita linie BLM, kterou jsme dostali jako kolegialni dar
od L. van Kempena and H. van Kriekena, Ustav patologie, UMC St. Radoud Nijmegen,
Nizozemi. Dale pak byla pouzita linie ASC izolovana z nddorového ascitu pacienta s
generalizovanym melanomem na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFN.
Melanomova linie A2058 byla pro ugely in vitro modelovani zakoupena (ATCC® HTB-
43™)_ Jako kontrolni zdravé melanocyty byla pouzita linie Mel-HP, kterou jsme ziskali
také jako kolegialni dar od doc. J. Vachtenheima z UKBLD 1. LF UK a VFN.
V experimentu jsme pouzili i kmenové buniky neurdlni liSty izolované z vlasového

folikulu (anglicky: Neural Crest Stem Cells, dale NCSCs) (Krejci et Grim, 2010). Jako
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podpurné bunky pro kultivaci keratinocytti byla pouzita linie 3T3 mySich fibroblastt
(ATCC® CCL-92™). Veskery biologicky material byl ziskdn na zakladg
informovaného souhlasu pacienta, jehoz text byl revidovan pfisluSnou etickou komisi
spolupracujiciho zdravotnického zatizeni (VFN a FNM, Praha) v souladu s principy
bioetiky ve smyslu Helsinské konvence.

Tkén¢ a bunééné kultury byly vySetieny pomoci nepiimé fluorescencni
imunohistochemie, cytochemie a za pouziti lektinové imunohistochemie. Dale byla
pouzita metoda peroxidasové imunohistochemie. Pouzité protilatky byly bud’ komercné
dostupné, nebo byly pfipraveny v laboratofi spolupracujiciho pracovisté (Hans-Joachim
Gabius, Universita Ludwiga Maximiliana, Mnichov). Kontrolni znaceni pro ovéfeni
specifity pouzitych protilatek byla provedena nahrazenim isotypovou protilatkou proti
antigenu, ktery se v piisluSnych tkanich ¢i bunikdch nevyskytuje, ¢imz bylo vylouceno
riziko fale$né pozitivni reakce podminéné interakci Fc fragmentu protilatky s Fc
receptorem. Kromé toho bylo jako kontroly pouzito jen sekundarni protilatky. Vazebna
mista pro galektiny byla zndzornéna pomoci biotinylovanych rekombinantnich
galektint rovnéZ ptipravenych v laboratoti H.-J. Gabiuse.

Analyza transkriptomu byla provedena pomoci mikro¢ipové analyzy (Costa et
al. 2006) a vysledky byly ovéfovany pomoci RT-PCR na spolupracujicim
pracovisti Ustavu molekularni genetiky AV CR. Proteomicka analyza byla provedena
na spolupracujicim pracovisti Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR

v Libéchové. Jednotlivé statistické metody jsou detailn€ popsany v ptilozenych studiich.
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8.

8.1.

Vysledky

Ptehled publikaci v souvislosti s tématem

Vysledky jsou detailné uvedeny a diskutovany v nésledujicich publikacich, které tvori

nedilnou soucast této dizertacni prace:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kodet O., Dvorankova B., Lacina L., Andre S., Kaltner H., Gabius H.-J.,
Smetana K. Jr. Comparative analysis of the nuclear presence of
adhesion/growth-regulatory galectins and reactivity in the nuclei of interphasic
and mitotic cells. Folia Biologica. 2011; 57(3): 125-132. (IF 0,729)

Dvorankova B., Szabo P., Lacina L., Kodet O., Matouskova E., Smetana K. Jr.
Fibroblasts prepared from different types of malignant tumors stimulate
expression of luminal marker keratin 8 in the EM-G3 breast cancer cell line.
Histochem Cell Biol. 2012; 137: 679-85. (IF 2,588)

Fik Z., Valach J., Chovanec M., Mazanek J., Kodet R., Kodet O., Tachezy R.,
Foltynova E., Andre 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. 2013; 42: 166-73. (IF 2,055)

Kodet O., Dvorankova B., Krejci E., Szabo P., Dvorak P., Stork J., Krajsova I.,
Dundr P., Smetana K. Jr.,, Lacina L. Cultivation-dependent plasticity of
melanoma phenotype.

Tumour Biol. 2013 Dec;34(6):3345-55. (IF 2,518)

Fik Z., Dvorankova B., Kodet O., Boucek J., Betka J., Betka J., Andre S.,
Gabius H.-J., Snajdr P., Smetana K., Jr., Chovanec M. Towards dissecting
molecular routes of intercellular communication in the tumour
microenvironment: phenotypic plasticity of stem cell-associated markers in
coculture (carcinoma cell/fibroblast) systems.

Prijato do tisku Folia Biologica (IF 1.219)

Jarkovska K., Dvorankova B., Halada P., Kodet O., Gadher S. J., Szabo P.,
Motlik J., Smetana Jr. K., Kovarova H. Revelation of fibroblast protein
commonalities and differences and their possible roles in wound healing and
tumorigenesis using co-culture models of cells. Biol Cell. 2014 Apr 2. doi:
10.1111/boc.201400014. (IF 3,488)
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8.2. Souhrn dosaZenych vysledkii

8.2.1. Glykobiologie nadorovych onemocnéni

Srovnani jaderné exprese galektinii a jejich vazebnych mist Vv interfazickych a
mitotickych buiikach CAFs, buiikach karcinomu hypofaryngu a nadorovych

melanocytech in vitro

V kapitole 3.2. byla ve vyctu funkci galektini zminéna mimo jiné i diive
popsana role galetinu-1 a -3 pfi sestfihu pre-mRNA (Patterson et al., 2004). Do
soucasné doby ale porozuméni funkcim galektini v bunécném jadre a jadérku zlstdva
omezené, ackoli jaderna exprese galektind a jejich glykoligandl byla detekovéna jiz
v ptedchozich pracich (Smetana et al., 2006). Ziskané poznatky se zamé&fuji zejména na
galektin-1 a galektin-3, méné pak na ostatni galektiny. Nékteré prace poukazuji i na
vztah mezi expozici environmentalnimu stresu a piitomnosti napiiklad galektinu-2
v jadie (Dvorankova et al., 2002). Pii studiu této problematiky jsme si na
imunocytochemické trovni u bunék kultivovanych za standardnich podminek povSimli
jednak urc¢itych rozdilti mezi jednotlivymi studovanymi bunécnymi typy a dale i rozdilt
vyplyvajicich z fazi bunécného cyklu. Rozhodli jsme se proto v této studii
komparativné€ sledovat expresi galektinu-1, -2, -3 a -7 a dale pak jejich vazbu a vazbu
jejich glykoligandl v interfazickych a mitotickych buiikach. Toto temporospacialni
porovnani je dilezitym piedpokladem pro hlubsi porozuméni mechanizmiim, kterych se
galektiny castni.

Pro porovnéni jsme pouzili tfi rozdilné bunééné populace, tedy CAFs izolované
z dlazdicobunécného karcinomu, nadorovou linii FaDu (nédorové keratinocyty
z karcinomu hypofaryngu) a melanocytarni nadorovou linii A2058 izolovanou
Z uzlinové metastazy.

Vysledek této studie ukazal, Ze jadernd exprese galektint a jejich glykoligandi
je zavisla na bunécném typu. Ze Ctyi porovnavanych galektini byl v jadrech vSech linii
zaznamenan pouze galektin-1. Druhym uniformnim znakem byla vazebna mista pro
galektin-2, ktera byla piitomna rovnéz ve vSech typech porovnavanych bunék bez
zavislosti na bunééném cyklu. Galektin-3 byl detekovan v jadrech pouze u linie FaDu.
Vazebna mista pro galektin-7 naopak pouze v jadrech CAFs. Novym poznatkem

vyplyvajicim ztéto studie je pfitomnost galektinh a jejich vazebnych mist
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v mitotickych buinikdch. Vazebna mista pro galektin-1 a -2 byla pozorovéna jednak v
oblastech kondenzovanych chromozomi jako jakasi perichromozomadlni obalka a
v pfipad¢ vazebnych mist pro galektin-1 také V oblasti déliciho vieténka a
kontraktilniho prstence rozdé€lujiciho dcefiné bunky. Navic v oblastech kondenzovanych
chromosomit dochazi k velmi ptresné kolokalizaci s Ki67, jadernym markerem
proliferujicich bunék.

V této praci jsme tedy poukdazali na mozny podil galektinti a jejich glykoliganda
na bunééném cyklu a déleni bunck. Objasnéni ptesné role téchto molekul v priabehu
mitdzy a presnéjsi popis interakce s nukleovymi kyselinami, ¢i s DNA asociovanymi

proteiny bude vSak predmétem podrobnéjsi studie na ultrastrukturalni Grovni.

Ztrata exprese galektinu-9 v dysplastickém dlaZzdicovém epitelu hlavy a krku

Galektin-9 patii mezi galektiny typu ,,tandem repeat” a podili se na bunécné
adhezi, proliferaci a dale i na apoptdze. V literatuie vénované nadorové glykobiologii
byla jeho pfitomnost popsdna ve vztahu k lepsi prognéze u maligniho melanomu a
karcinomu prsu (Kageshita et al., 2002; Yamauchi et al., 2006). V této praci jsme se
zaméfili na pozorovani exprese galektinu-9 v HNSCC, u téchto nadord nebyla data
literarn€ doposud dostupna.

Exprese galektinu-9 byla porovnavana s expresi keratin (keratin-14 a -19) jako
standardnich znaku diferenciace dlazdicovém epitelu (Lacina et al., 2007a; Takeda et
al., 2006).

V této praci se podafilo prostudovat 62 nadorovych vzorkd odebranych z
HNSCC, dale 20 tkéani z chirurgického okraje resekatu a 32 vzorki morfologicky
normdlni tkdn€ epitelu dutiny ustni (tj. kontralaterdlni bukélni sliznice operovanych
pacientll). S ohledem na pravdépodobné plosné plisobeni karcinogennich substanci
Vv dutin¢ Gstni bylo jako kontroly pouzito tkani, které byly odebrany od pacienti bez
nadorového onemocnéni pii elektivni extrakci tietiho molaru (N= 4).

Vysledky vySetieni sledovanych znakll poukdzaly na normalnich tkanich, Ze
galektin-9 je pfitomen v celém rozsahu bazalni vrstvy. Navic zde byla potvrzena i
ptitomnost fyziologické distribuce sledovanych keratint-14 a -19.

Ve vzorcich z kontralaterdlni sliznice ziskané od pacientll operovanych pro
HNSCC nebyl identicky stav zaznamenan ve vSech piipadech (tj. pouze 20/32). Ve
zbylych ptipadech (tj. 12/32) tyto epitely sice exprimovaly galektin-9, ale jeho rozlozeni
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v oblasti bazalni vrstvy bylo zna¢né nepravidelné. Soucasné byla v téchto epitelech
zastizena 1 aberantni exprese keratinu-14 a -19, i kdyz epitel byl v zékladnim
histologickém obraze morfologicky prakticky nezménén.

V oblasti resekéniho okraje (N=20) byla opét detekovana aberantni exprese
keratinu-14 a -19. Nepravidelna exprese galektinu-9 bazalni vrstvy byla nalezena jen
v 7 ptipadech. Ostatni vySetfené vzorky (tj. 13/20) byly pro galektin-9 negativni. Pouze
V jediném vzorku této podskupiny byla zastizena exprese jak galektinu-9, tak exprese
keratini srovnatelnd s nalezem v kontrolni skupiné¢ (tj. normalni epitel od
neonkologickych pacienti).

V Zadném z vySetfovanych karcinomu se nepodafilo prokazat expresi galektinu-
9, ktery zde byl patrny jen v TILs, coz bylo ovéteno kolokalizaci exprese galektinu-9 a
CD45.

V retrospektivnim porovnani dostupnych klinickych udaji nebyl potvrzen
statisticky signifikantni vztah exprese galektinu-9 k uzivani tabaku ani ptitomnosti HPV
infekce.

Vysledky dosaZené v této praci poskytuji nové informace nejen o galektinu-9 a
jeho ptfitomnosti v oblasti normalnich dlazdicovych epitelech hlavy a krku, ale
poukazuji zejména na problematiku exprese galektinti epitelem dysplastickym ¢i
epitelem vystavenym chronickému environmentalnimu stresu. Tato problematika se
dotyka zejména definice morfologické normality resekéniho okraje, tedy parametru,
ktery je v sou€asné dob¢ nedilnou soucasti formulace patologickoanatomického popisu
vySetfovanych tkani. Snizujici se exprese galektinu-9 je doprovazena i odliSnou expresi
specifickych keratinii a miiZze tedy poslouzit jako pomémé citlivy znak dysplastickych
dlazdicovych epiteli. Zde se tedy naskyta prakticky vyznamna aplikace, ktera by
umoznila zlepSeni onkologické stratifikace pacienti podle chirurgické radikality
provedeného vykonu, miry onkologického rizika a tak i zlepSeni vysledkli onkologické
predikce. Vysledky této studie budou proto v budoucnosti doplnény o data analyzujici i
klinicko-onkologické parametry (napf. prezivani, Cetnost lokalni recidivy ¢i dobu do

relapsu) ve vztahu k expresi galektinu-9 zejména v okraji chirurgického resekatu.
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8.2.2. Mikroprostredi a kmenovost HNSCC

Ovlivnéni diferencia¢niho stupné nadorové linie hypofaryngu FaDu pomoci CAFs

z HNSCC in vitro.

Jak jsme jiz zminili v kapitole 3.2., CSCs piedstavuji v absolutnich i relativnich
¢islech jen sice pomérné malou ¢ast nadorové populace, ale zato vysoce vyznamnou, a
to piedevsim pro jejich rezistenci vuci konvenéni chemoterapii a dale i pro naslednou
schopnost sebeobnovy (tj. kompletni klonalni obnovy nadoru)(Clarke et al., 2006;
Costea et al., 2006). Unikatni vlastnosti nadorovych kmenovych bunék jsou stejné jako
u jejich normalnich tkénovych protéjski uchovany pouze ve vhodném mikroprostiedi.
Je tedy evidentni, Ze epitelové mezenchymové interakce, které se podileji na tvorbé a
kontinudlnim udrzovani vhodného , miche®, jsou predmétem eminentniho zajmu
experimentalni onkologie. NaruSeni nadorového mikroprostiedi ¢i jeho ftizena
manipulace opét skyta urcity terapeuticky potencial.

V této studii jsme sledovali linii FaDu (nadorové buniky hypofaryngu) a zamétili
jsme se na expresi potencialnich znakti CSCs a znaki nizké bunécné diferenciace
(CD29, CD44, CD133, keratin-8, keratin-19, ptitomnost vazebnych mist pro galektin-1
v jadte) v zavislosti na mikroprostiedi. Na tomto modelu jsme tedy sledovali vliv CAFs
izolovanych z HNSCC na linii FaDu a to jak v pfimé ko-kultufe, tak i v neptimé ko-
kultute, kde jednotlivé bunécné populace byly oddéleny pomoci mikroporézni
membrany. Pro srovnani jsme pouzili ve vSech experimentech i normalni dermalni
fibroblasty. Ko-kultivace ve vSech modifkacich byly provedeny ve tfech ¢asovych
intervalech tj. 2, 7 a 9 dni. Vyse jmenované znaky jsme hodnotili jak na konvencnich
kulturach, tak byly sledovany bunky tzv. ,side population® linie FaDu, izolované
pomoci bunééného sorteru. Vliv fibroblasti byl posuzovan jednak s ohledem na rozsah
navozenych morfologickych zmén bunék FaDu a jejich kolonii, ale i funkéné tj.
ovlivnéni ristu kolonii.

Na morfologické urovni jsme pozorovali, Ze pii pouZziti CAFs byly kolonie FaDu
rostoucich pod vlivem CAFs byly navic Castéji pozorovany epitelové buiiky s protahle

vietenovitou morfologii. VySe uvedené rozdily byly v linii FaDu patrné zejména pti 2
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denni kultivaci, kde kolonie byly pomérn¢ malé a s rostouci mirou konfluence exprese
studovanych znaki postupné slabla. Stézejni vysledky shrnuje Tab. 8.

Tab.: 8 Piehled profila exprese studovanych znaku v zavislosti na délce kultivace a

prostiedi.

FaDu FaDu+SCCF/HF side pupolation

2 dny 7 dni 9 dni 2 dny 7 dni 9 dni 1 den

CD29 +++ ++ + +++ | +++ | +++ +++

K8 +++ | ++ - +++ | +++ | +++ +++

K19 +++ + - +++ | +++ | +++ +++

Gal-1BS-N | ++ + - - +++ | +++ | ++ +++

Gal-1BS-C | +++ | +++ [ +++ | +++ | +++ | +++ ++
Legenda: SCCF = CAFs z HNSCC; HF = dermalni fibroblasty; + + + silna pozitivita; + + stfedni

pozitivita; + slaba, ale jesté specificka pozitivita; - negativni nalez.

Piima ko-kultivace ovlivnila jak intenzitu exprese sledovanych znaku, tak i
pocet pozitivnich bunék. Pfitomnost pozitivnich bunék v 7. a predevsim 9. dnu pfimé
ko-kultivace byla také vyznamné vétsi, ale siln€ pozitivni buniky byly patrny pfedev§im
na periferii kolonii a smérem do centra kolonie se vytracely. Pti pouziti neptimé Kko-
kultivace jsme nepozorovali zasadni rozdil v expresi sledovanych znaku, jen jejich
distribuce byla patrna i v centru kolonii. Bunky charakteru ,,side population v nultém
dni existence konstantné exprimovaly keratin-8, keratin-19, CD29 a vykazovaly
pfitomnost vazebnych mist pro galektin-1 v jadre.

Tato prace sleduje na in vitro modelu moznou roli CAFs pii vytvafeni
mikroprostiedi, na které¢ nadorové buiky reaguji, coz je mozno posoudit podle stupné
diferenciace nadorovych bunck. Vliv dermdlnich fibroblastl na linii FaDu (kde byl
pozorovan podobny efekt jako pii pouziti CAFs) lze vysvétlit schopnosti nddorovych
buné¢k indukovat i v normalnich fibroblastech zmény podobné fenotypu CAFs (Kolar et
al., 2012).

| v tomto ptipadé tedy epitelové mezenchymové interakce hraji vyznamnou roli.
Diky podobnym zméndm vyvolanym pomoci piimé i nepiimé ko-kultivace se miizeme
domnivat, ze zasadni roli v ovlivnéni bunécné diferenciace a expresi az CSCs znakl

hraje produkce solubilnich a riistovych faktort CAFs.

64



8.2.3. Nadorové mikroprostiredi melanomu

Diferenciace nadorovych melanocytii pomoci CAFs Z melanomu a kondiciovanych

meédii

Existuje fada dokladii neobycejné plasticity fenotypu nadorovych melanocytu.
Tato plasticita nespoc¢iva jen ve strukturalnich zménach, ale byla doloZzena i mozZnosti
,reprogramovani® nadorovych melanocytti v kontextu mikroprostiedi embryonalniho
modelu. Po injekci nddorovych melanocyti do oblasti formujici se neuralni liSty
kufeciho embrya, dojde nejen k dokonéeni neurulace, ale i k jejich migraci a
naslednému zabudovani do cilovych lokalizaci derivati neurdlni liSty a celkové
vétsinou i ztraté maligniho potencialu melanomovych bunék (Diez-Torre et al., 2009;
Kulesa et al., 2006). Tyto transplanta¢ni metody prokazuji na znaény vliv, ktery ma
mikroprostiedi na buitky melanomu. Soucasné jsou ale zatizeny zna¢nou pracnosti, coz
limituje jejich Sirsi, ¢i dokonce masovou aplikaci v onkologickém vyzkumu.

V této praci jsme se proto zaméfili na moznost ovlivnéni nadorovych linii
malignich melanocyt (linie BLM, ASC) pomoci kondiciovaného media ziskaného z
lidskych embryonalnich kmenovych bunék, média obohacené¢ho o kufeci embryonalni
extrakt (dfive Gspésné pouzivaného ke kultivaci NCSCs) a ko-kultivaéni systém s CAFs
izolovanymi z kozni metastazy melanomu. Spole¢nou vlastnosti vSech téchto modeld je
jejich snadné ziskavani ve vétSich kvantitach a moznost snadné standardizace.

V pokusu jsme pouzili nddorové melanocyty, které za normalnich kultivaénich
podminek nevykazovaly in vitro pfitomnost Zzadného z diferenciacnich znaka
specifickych pro melanocyty jako je HMB45, melan-A/MART-1 a tyrozinaza, i kdyz
nadory, ze kterych tyto buniky byly izolovany, byly pro tyto znaky pozitivni. | v tomto
ptipadé povazujeme disociaci fenotypu pozorovaného in vivo a in vitro za vyhodu a
soucasné 1 za dalsi doklad vyznamu specifického mikroprostiedi, jak bude dale jesté
diskutovano u bunééné linie EM-G3. Ke kontrolnimu porovnéni jsme pouZzili normalni
neonatalni lidské melanocyty (Mel-HP), které za normalnich kultiva¢nich podminek
byly pozitivni pro studované diferenciatni znaky melanocytd (HMB45, melan-
A/MART-1 a tyrozinaza). Ptehled expresnich profili shrnuje Tab. 9.
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Tab.: 9 Profil exprese studovanych nadorovych melanocyt in vivo (in situ) a in vitro.

HMB45 | Melan-A | Tyrozinaza S100

Epidermalni melanocyty - - + +
Mel-HP- in vitro + + + +
ASC — primarni melanom kiiZe + + + +
ASC — jaterni metastiaza + + + +
ASC - po izolaci in vitro (kontrola) - - - +
BLM —in vitro (kontrola) - - - +
ASC —in vitro pod vlivem CAFs + + + +
(experiment - 3 dny)

BLM —in vitro pod vlivem CAFs + + + +
(experiment - 3 dny)

Legenda: + pozitivni nalez; - negativni nalez

Vysledek experimentu demonstroval zménou imunofenotypu melanomovych
bun¢k efekt kondiciovanych médii ¢i CAFs v kratkodobé kultufe (po dobu 3 dnt).
Podatilo se tedy navodit expresi vySe zminénych znaki Vv pivodné negativnich
melanomovych bunkach. Pfi kombinaci kondiciovanych médii a CAFs soucasné jsme
byli schopni prokazat synergicky efekt, tj. i v dlouhodobém experimentu (14 dni) byla
navozena pozitivita znaki zachovana. VIiv média s kufecim embryonalnim extraktem
byl naopak patrny az v pozdéjsim ¢asovém horizontu (od 9. dne), ale o to byla exprese
studovanych znak silngjsi a efekt byl patrny i po dlouhodobé kultivaci az 3 tydnd. Tato
studie tedy poukazuje na moZnou plasticitu nadorovych melanocytii zavislou na
kultiva¢nich podminkéch.

Za stézejni povazujeme sohledem na téma predkladané dizertani prace
pozorovani, ze pii ko-kultivaci nadorovych melanocytt s CAFs izolovanych
z melanomu dochazi ke zménam, v jejichz vysledku se piiblizuje fenotyp sledovanych
linii v in vitro k fenotypu nadort in vivo, respektive in situ ve tkani. Tyto vysledky opét
poukazuji na slozitost a vyznam nadorového mikroprostiedi, které se ve velké mife

mize podilet na rozvoji a udrzeni nadorového klonu (Kim et al., 2011).
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Ovlivnéni diferencia¢niho stupné normalnich keratinocyti v melanomu in vivo a

pomoci nadorovych melanocyti in vitro.

V piedchozich in vitro modelech epitelovych nadord jsme v nasi laboratofi
pouzivali pro simulaci mikroprostfedi pievazné pritomnost CAFs. Tento model je jisté
rovnéz aplikovatelny na melanom, jak bylo demonstrovano v piedeslé studii.
Biologicka podstata mikroprostfedi nadorG vychézejicich z minoritnich populaci
stratifikovanych epitell je ale jina. V téchto modelech je nejspise tieba zohlednit prave
pritomnost normalnich keratinocyt v okoli formujiciho se maligniho melanocytarniho
klonu, coz zvySuje komplexitu modelu a znesnadiiuje analyzu. Biologickd relevance
tohoto modelu je ale podtrzena zndmym faktem, Ze ve fazi radialniho rdstu je melanom
na okolnich keratinocytech zavisly, zatimco faze vertikalniho ristu je spojena s vétsi
nezavislosti maligniho klonu (Van Kilsdonk et al., 2010).

Tato prace byla zaméfena jak na vliv nadorovych melanocytii na keratinocyty
ptitomné v okoli nadoru in vivo, tak i na ovlivnéni exprese specifickych keratini a tedy
stupen diferenciace zdravych keratinocytl prostiednictvim nadorovych melanocytd v in
vitro modelu. Bioptické vzorky nodularnich melanomid (NM) jsme nejprve
histochemicky analyzovali se zaméfenim na diferenciaéni znaky keratinocytt v okoli
NM a ziskana data jsme porovnali s in vitro modelem, kde lidské normalni keratinocyty
byly ko-kultivovany s linii BLM nadorovych melanocyt, linii Mel-HP neonatalnich
melanocytd a buitkami NCSCs.

Na studovanych NM (N=100) byla provedena morfometricka analyza vlastnosti
epidermis, ktera nadory obklopuje. Krom¢ dobie patrné hyperplazie epitelu, kterd
v nékterych ptipadech dosahovala aZ pseudoepiteliomatdzniho charakteru, byla
sledovana pfitomnost proliferacnich znakt (Ki-67) a keratinu-8, -14, -19.
Hyperplasticky epitel v okoli nadoru vykazoval silnou pozitivitu keratinu-14 a aberantni
expresi keratinu-10 jako znaku diferencovanych epitelovych bun¢k. Bylo pozoruhodné,
ze odlisna exprese keratinii byla pozorovana i v epitelu pii resekénim okraji 1éze (v
praméru okolo 1 cm), ktery byl jinak hodnocen ve vSech pfipadech jako tkan jiz
morfologicky normalni, prosta nadorovych struktur. Shrnuti expresnich profili in vivo
a in vitro ukazuje Tab. 10.

Prace na zjednoduSenych modelech in vitro poukazuje na schopnost
nadorovych melanocytl i normalnich bunék NCSCs indukovat expresi keratinu-8, -14, -

19 a expresi vimentinu v ko-kultivovanych keratinocytech, a tedy indukovat v téchto
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bunkach az fenotyp epidermalnich kmenovych bun¢k a déale i znaky EMT. Na zéklad¢
molekularné genetickych analyz byla v linii BLM a NCSCs detekovana zvysena
exprese mRNA cytokina IL-8 a CXCL-1 a rastovych faktortt FGF-2 a VEGF-A, které
se na téchto zménach mohou podilet.

Hlavni pfinos této prace spociva ve srovnani efektu nddorovych melanocytt
BLM a jejich prekurzord NCSCs. Ob¢ bunécné linie dle naSich pozorovani maji
prakticky uniformni schopnost ovlivnit diferenciatni vzor keratinocytii. Prace
poukazuje na moznou podobnost mezi regulaci ,,niche” v oblasti ,,bulge* vlasového
folikulu (tj. sidlo kmenovych bunék nejen epidermis, ale i NCSC a melanocytl) a
regulaci nadorového mikroprostedi (Chang et al., 2013).

Nase pozorovani podporuji ptfedstavu o vyznamu mezibunécnych interakci
Vv biologii melanomu a dokladaji komplexnost nadorového mikroprostiedi. V- melanomu
tedy dochazi nejen k vzajemnému ovlivnéni nadorového klonu a stromalnich bunék
vV dermis, ale soucasné nadorové bunky pomoci produkce nami urenych ristovych
faktorii a cytokinli/chemokini mohou byt zodpovédné za pseudohyperplasticky epitel
Vv okrajich nodulérnich melanomi. Vyznam mutudlnich interakci jednotlivych vétvi této
komplexni interakce ziistdva nadale v centru nasi pozornosti a do budoucna se budeme
snazit model rozSifovat i o aspekty plynouci z pfitomnosti rtznych infiltrujicich

bunéénych typl patficich k imunitnimu systému.

Tab. 10: Shrnuti profilti exprese keratinti u keratinocytt in vivo (in situ) a in vitro

K-8 K-14 K-19 K/Vim
In vivo
Normalni kiize - bazalné + - -
V okoli névu - suprabazalné + - -
NM - suprabazalné + + + - -
Kozni metastaza - suprabazalné + + + - -
In vitro
Mel-HP - + - -
BLM ++ ++ + ++
NCSCs + +++ +++ +++
Legenda: K = keratin; Vim = vimentin; + + + nejvétsi pozitivita; + + stiedni pozitivita; +
slabd, ale jesté specificka pozitivita; - negativni nalez
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8.2.4. Specificita CAFs

Porovnani vlivu CAFs z dlazdicobunééného karcinomu, bazaliomu, z koZni
metastizy melanomu a koZni metastazy karcinomu prsu na linii nadorovych

epitelovych bunék karcinomu prsu EM-G3 v in vitro podminkach.

Funkce nadorového stromatu, resp. CAFS, jsou V posledni dobé intenzivné
studovany a objasnéni mechanizmi fungovani nadorového mikroprostiedi predstavuje
velmi slibnou oblast s pfedpokladanym  velkym  onkologicko-terapeutickym
potencidlem. CAFs vyznamné ovliviiuji biologické vlastnosti fady nadorti a jejich
biologické vlastnosti jsou jiz dobfe popsany u HNSCC a bazocelularniho karcinomu
kize (Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b; Strnad et al., 2010). Kli¢ovou otazkou
zustava mira univerzality funkci stromatu, ¢i naopak specificita pro jednotlivé nadorové
typy. Problematikou fesenou v této praci tedy bylo srovnani CAFs z rozdilnych nadort
prostfednictvim studia jejich vlivu na linii nddorovych epitelovych bun¢k.

V experimentu jsme testovali vliv CAFs izolovanych z rtiznych typti nadorii
(resp. z HNSCC, z bazocelularniho karcinomu ktze, kozni metastazy melanomu a kozni
metastazy karcinomu prsu) na linii EM-G3.

Matetsky nador linie EM-G3 byl klasifikovan jako invazivni duktalni karcinomu
prsu a imunohistochemicky ,,in vivo“ vykazoval pozitivitu keratinu-8, -14 a -19. Po
izolaci ,,in vitro “ tato linie ztratila schopnost exprese keratinu-19 a jen velice omezené
si ponechala pozitivitu keratinu-8 a -14 (Mladkova et al., 2010).

Zasadni rozpor v imunohistochemickém profilu stanoveném ve tkani (tedy
Vramci pro nadorové builky pfirozeného mikroprostiedi) a imunocytochemickém
profilu stanovenému ,,in vitro* (tedy Vv naprosto arteficialnim prostiedi) dovoluje
vyslovit hypotézu o vlivu téchto environmentalnich faktorii na imunofenotyp nadorové
populace. Proto pfedstavuje tato bunécnd linie velmi vhodny model pro studium
epitelové mezenchymovych interakci.

Takto fenotypové charakterizovanou linii jsme tedy vystavili vlivu CAFs v ko-
kultiva¢nim experimentu s cilem sledovat zmény na trovni profilu intermediarnich
filament (tj. vySe zminénych keratint). K porovndni jsme pouzili kontrolni skupinou
fibroblastli (normalni lidské dermdlni fibroblasty, NIH 3T3 my$i embryonalni

fibroblasty, 3T3 fibroblasty s kultiva¢n¢ indukovanymi znaky kmenovosti).
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Vysledek této studie ukézal, ze vSechny pouzité fibroblasty jsou ve sledované
linii schopny zvysit expresi markeru bazalni myoepitelové vrstvy, keratinu-14. Klicové
ovlivnéni exprese luminarniho markeru keratinu-8, specifického pravé pro karcinom
prsu, bylo dosazeno pouze pii pouziti CAFs (bez rozdilu puvodu). Navic pii pouziti
CAFs jsme detekovali i vétsi zastoupeni bunék, které byly pro oba tyto znaky pozitivni
soucasné. Naopak se nepodatilo prokazat vliv na ovlivnéni exprese keratinu-19. Tento
znak, jeden z moznych znaki  kmenovych bunék epidermis, byl v ptedchozich
experimentech spé$né indukovan in vitro v normalnich lidskych interfolikularnich
keratinocytech, pokud byly v ko-kultufe s nimi pouzity fibroblasty izolované z keratin-
19 pozitivniho bazocelularniko karcinomu ktize (Lacina et al., 2007b). Dalsi sledovany
marker Ki67, jaderny marker proliferace, nebyl ovlivnén pii pouziti zaddné ze
sledovanych linii CAFs ani normalnich fibroblast.

Tento experiment dokazuje, ze vSechny fibroblasty vykazuji v ko-kultufe
vyrazny vliv na fenotyp linie EM-G3, coz podtrhuje vyznam epitelové mezenchymové
interakce pro experimentalni onkologii. Existuji vSak rozdily mezi efektem normalnich
a CAFs fibroblastii dolozeny rozdilnou expresi specifickych keratini. Biologicky vliv
CAFs na linii EM-G3 byl navic in vitro prakticky uniformni bez ohledu na histogenezi
puvodnich nddord. Tato biologickd aktivita tedy mize byt obecnym principem a
vlastnosti CAFs a miiZe se velkou mérou podilet na udrzeni a dalsi progresi nadorového
Klonu. Na druhou stranu je nutné zminit, ze ani po zavedeni CAFs do ko-kultury nebylo
dosaZeno naprosto piesné shody mezi imunofenotypem nadorovych bunck uréenym ve
tkdni a v kultute, coz nejspiSe svéd¢i 1 pro dal§i mechanizmy (napiiklad specifické

sloZeni extracelularni matrix), které nebyly v nasi studii sledovany.

Zmény exprese kontraktilnich proteinii cytoskeletu dermalnich fibroblastu jako
vysledek epitelové mezenchymovych interakci v modelu prostiedi hojici se rany a

nadoru.

Fibroblasty hojici se rany, podobné jako CAFs, jsou tradi¢né chapany predevsim
jako myofibroblasty. Zatimco v hojici se rané¢ po dokonceni hojeni dochazi k jejich
zaniku (Li et Wang, 2011), v nadorovém stromatu tyto bufiky perzistuji a jsou
producenty i fady specifickych rustovych faktori a cytokini/chemokind, které

vyznamné ovliviuji biologické chovani nadort (Kolar et al., 2012; Li et al., 2007).
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V této studii jsme se zaméfili na model, ve kterém jsou dermalni fibroblasty a
CAFs z HNSCC ovlivnény piitomnosti jednak normalnich lidskych keratinocytt a dale
pak malignimi buiikami linie FaDu. Nasim cilem byla detekce kontraktilnich proteina
cytoskeletu pomoci proteomické analyzy. Analyzovany byly bunky rostouci
Vv neptimych ko-kulturach po dobu 21 dni. (Tento postup umoznuje analyzovat populace
homogenniho slozeni, Casovy horizont vychazel ze zkuSenosti ziskanych v nasi
laboratofi pii praci na patentu ¢islo CZ 2011-222). Jako kontrolu jsme zvolili
samostatnou kultivaci dermalnich fibroblasti a CAFs. Studované dermalni fibroblasty
byly nasledn¢ lyzovéany pro potieby 2D elektroforézy a pro metodu western blot.

Pomoci 2D elektroforézy se podafilo detekovat zvySenou piitomnost
kontraktilnich proteinit v dermalnich fibroblastech jak pod vlivem normalnich
keratinocytu, tak i pod vlivem linie FaDu. Detekovanymi proteiny byly: caldesmon
(jednotka 115); cofilin-1; t-komplex protein 1, podjednotka beta; a lehky fetézec 12A
regulujici myosin. Naopak se podafilo urcit i proteiny, jejichz pfitomnost byla snizena
pod vlivem obou typi epitelovych bunck, tj. caldesmon (jednotka 297 a 110);
endoplazmin; calponin-2.

Dale se podafilo ur¢it skupinu proteind, které byly pfitomny pouze v dermalnich
fibroblastech pod vlivem normalnich keratinocytd (jako napiiklad alfa-enolaza,
reticulocalbin-3 a nebo specifické podjednotky endoplazminu v podobé fragmentt. Jako
proteiny snizené pii ko-kultivaci dermélnich fibroblastl a normadlnich keratinocytl
(oproti pouzité nadorové linii FaDu) byly ur¢eny vimentin, cofilin-2.

Pfitomnost takto uréenych proteini byla vzdy verifikovana pomoci metody
western blot. Tato metoda potvrdila snizenou hodnotu celkového caldesmonu
V dermalnich fibroblastech oproti jeho fosforylované formé& pod vlivem obou
epitelovych bunék (normdlnich i nadorovych). Naopak ptfitomnost napf. calponinu-2,
jehoz hodnota byla v dermalnich fibroblastech snizena jen pod vlivem linie FaDu,
vykazovala rozdil oproti ptedchozi metod€. Detekované proteiny byly nasledné
zpracovany za pouziti poc¢itacového modelovani (NAVIGaTOR software) pro ucely a
predstavu tvorby moznych regulacnich siti v dermalnich fibroblastech pod vlivem
normalnich a nddorovych epitelovych bunék.

Vysledek téchto pozorovani poukdzal na jemnou regulaci formovani
kontraktilniho cytoskeletu (caldesmon, calponin-2, lehky fetézec 12A regulujici myosin
a cofilin-1) v disledku epitelové mezenchymové interakce. Zmény byly detekovany

pomérné uniformné jak pod vlivem normalnich keratinocytt, tak i pod vlivem nadorové
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linie FaDu, coZz znovu potvrzuje hypotézu podobnych regula¢nich mechanizmu, jak

v modelu hojici se rany, tak i v nddorovém mikroprostiedi.

9. Splnéni cila dizerta¢ni prace, diskuze

V prvnim tematickém okruhu predklddané dizertaéni prace bylo vytyéenym
cilem prohloubeni poznatkid glykobiologie u nadorovych onemocnéni. Galektiny
reprezentuji v souCasném  pojeti bunécné a nadorové biologie molekuly
s nezanedbatelnym potencialem tucastnici se kromé regulace pre- i postnatalni
homeostazy v normalnich tkanich také mnoha dé&ja patologickych, jako jsou
autoimunitni reakce ¢i maligni bujeni (Fred Brewer, 2002; Nakahara et al., 2005).

Protoze galektin-9 byl jiz dfive studovan v nadorové problematice melanomu a
karcinomu prsu (Kageshita et al., 2002; Yamauchi et al., 2006), rozhodli jsme se
porovnat tyto poznatky s HNSCC. Jak jsme jiz zminili v obecném tvodu této prace
(kapitola 3.2.), zmény glykokonjugatovych motivii epitelovych bunék neodrazi jen
stupenn buné¢né diferenciace (Smetana et al., 2003), ale pravdépodobné mohou byt
vyznamné ovlivnény okolnim prostfedim (Lacina et al., 2007a). Podatilo se nam
prokazat, ze galektin-9 tak piedstavuje pomérné citlivy znak pro posuzovani stavu
epitelu v kontextu jeho mikroprostiedi. Predpokladame, ze tyto poznatky by mohly vést
1 ke zpfesnéni diagnostiky a radikality chirurgického vykonu, ktery je u HNSCC klicovy
pro uspésnou 1écbu pacientd.

Studium aspekt glykobiologie nas ptivedlo i k obecné biologickym tématam,
jako je mitdza. Zjistili jsme, ze pfitomnost jednotlivych galaktinli v jadie neni zcela
uniformni, je zavisla jak na fazi bunééného cyklu, tak 1 na bunéném typu. Asi
galektin-1 a -2 nebo jejich glykoligandy, které¢ lze detekovat jak v interfazickych
jadrech, tak i jadrech mitotickych bez ohledu na bunécny typ. V mitotickych jadrech Ize
jejich vazebna mista detekovat v oblasti kondenzovanych chromozomi a galektin-1 i
Vv oblasti déliciho vieténka a kontraktilniho prstence rozdé€lujiciho dcefiné burky.

Poznatky ziskané pri studiu tohoto tematického okruhu byly shrnuty a

publikovany jako:

Kodet O., Dvorankova B., Lacina L., Andre S., Kaltner H., Gabius H.-J.,

Smetana K. Jr. Comparative analysis of the nuclear presence of adhesion/growth-
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regulatory galectins and reactivity in the nuclei of interphasic and mitotic cells. Folia
Biologica. 2011; 57(3): 125-132. (IF 0,729)

Fik Z., Valach J., Chovanec M., Mazanek J., Kodet R., Kodet O., Tachezy R.,
Foltynova E., Andre 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. 2013; 42: 166-73. (IF 2,055)

Cile tohoto okruhu povaZujeme proto za splnéné.

Druhym tematickym okruhem bylo studium vztahu mikroprostfedi a kmenovosti
HNSCC a vytvofeni in vitro modelu zahrnujiciho CAFs. V kapitole (5.2.2.) o
biologické funkci CAFs jsme zminili jejich podil na utvafeni komplexniho nadorového
mikroprostiedi oznacovaného jako ,,niche . Toto nddorové mikroprostiedi je nezbytné
pro udrzeni pritomnosti bunék s charakteristikami CSCs (Ailles et Weissman, 2007; Li
et Neaves, 2006). CSCs sice predstavuji pomérné malou ¢ast nadorového parenchymu,
ale pro své biologické chovani reprezentuji bunécéné populace, které mohou byt
zodpovédné za tzv. minimalni rezidudlni nemoc a naslednou recidivu nadorového
onemocnéni (Clarke et al., 2006; Dave et al., 2012). Bohuzel, konvenéni techniky
bunécné kultivace jen Vvomezené mife dovedou modelovat tyto nezbytné
mikroenvironmentalni vlivy. Takové opomijeni aspektu co nejvétsi podobnosti
s pfirozenym prostfedim vede Casto k irelevantnim naleztim, tedy in vitro artefakttm.
Na druhou stranu je v zajmu védeckého pfistupu a reproducibility vysledk nutno se
vyhnout obtizn¢ definovatelnym smésim, ¢i extraktiim v podobé¢ kultivacnich systému.

CAFs predstavuji klicovou bunénou populaci stromatu béhem epitelove
mezenchymovych interakci v nadorech. V in vitro modelu nadorového ,,niche* jsme
proto pouzili CAFs z HNSCC a nasledné prokazali jejich vliv na indukci kmenovych
znakil v nddorové linii FaDu. Navrzeny model zapojujici CAFs do studia vlivu ,, niche
na CSCs je sice redukcionisticky, ale v porovnani s konven¢nimi technikami nabizi pfi
snadné reproducibilité¢ rozsifeni stavajicich modeli 0 mnohé cenné aspekty nezbytné
pro lepsi studium nadorové biologie (Chen et al., 2014; Liao et al., 2010; Weiland et al.,
2012).

Poznatky ziskané pii studiu tohoto okruhu jsou shrnuty v publikaci:

Fik Z., Dvorankova B., Kodet O., Boucek J., Betka J., Betka J., Andre S.,
Gabius H.-J., Snajdr P., Smetana K., Jr., Chovanec M. Towards dissecting molecular

routes of intercellular communication in the tumour microenvironment: phenotypic
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plasticity of stem cell-associated markers in coculture (carcinoma cell/fibroblast)
systems. Pfijato do tisku Folia Biologica (IF 1.219)

Cile tohoto okruhu povazujeme za proto za splnéné.

Ve tfetim tematickém okruhu jsme se zaméfili na studium nadorového
mikroprostiedi maligniho melanomu, tedy na nddor vychazejici z minoritni populace
dlazdicovych epitelt. Biologické funkci CAFs v melanomu nebyla v literatufe doposud
vénovana takova pozornost jako v pfipadé jinych nadord. Vychazeli jsme tedy z naSeho
zavedeného biologického modelu, kterym studujeme vliv CAFs na diferenciacni stupen
normalnich i nadorovych keratinocyti (Lacina et al., 2007a; Lacina et al., 2007b).

Po inicidlni izolaci CAFS zkozni metastdzy melanomu byla na urovni
imunocytochemie potvrzena jejich identita (tj. imunocytochemicky profil typicky pro
CAFs). V samotném experimentu jsme prokazali, ze agresivni linie melanomu, které
nevykazovaly zadny z diferenciac¢nich znakd melanocyti (HMB45, Melan-A/MART-1
a tyrozindza), pod vlivem mikroprostiedi reprezentovanym CAFs tyto znaky exprimuji
a ziskavaji tedy vyss§i diferenciacni stav. To ukazuje na fenotypickou plasticitu
nadorovych melanocytt a jeji moznou regulaci okolnim prostiedim, a tedy | na moznou
roli CAFs pfi mezibunéénych interakcich v melanomu. Soucasné se dotyka i obtiZnosti
definice fenotypu nadorové buniky mimo béZzny tkanovy kontext. Tyto nase poznatky
povazujeme za prokazané pro in vitro modely, ale do budoucna bychom se radi pokusili
tento poznatek rozs$itfit 1 napt. 0 cirkulujici nddorové bunky v pribehu metastaticke
rozsevu.

Neodmyslitelnou soucasti terénu, ve kterém vznika a vyviji se melanom, jsou
keratinocyty formujici vétSinu epidermis. V tomto okruhu jsme rovnéz provedli
morfometrickou analyzu epidermis pfilehlé k lozisku melanomu. V oblasti nodularniho
melanomu (hlavné v okrajich NM) se zpravidla d& pozorovat vyrazné hyperplasticka
epidermis. V téchto oblastech jsme prokazali aberantni expresi specifickych keratint
(keratinu-14 a -10). Tento nalez opodstatiuje radikalni pfistup operatéra K chirurgické
1é¢bé melanomu, excizi zasahujici Siroce az do zdravé tkang, protoZe tyto aberantni
zmény diferenciacniho profilu keratinti v epidermis byly patrny i v pomémé velké
vzdalenosti od samotného nadoru.

Tato pozorovani nas vedla k vytvofeni in vitro modelu, ve kterém normalni
keratinocyty byly vystaveny vlivu neonatdlnich melanocytli, nddorovych melanocyti a

bunék NCSCs izolovanych z vlasového folikulu (Krejci et Grim, 2010). Zde se podatilo
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pomoci nadorovych melanocyti a NCSCs analogicky indukovat expresi keratinu-14,
navic i -8 a -19, ale i napf. vimentinu, a tedy indukovat EMT v normalnich
keratinocytech.

Nasledné analyzou transkriptomu studovanych linii melanocytii jsme urcili
signalni molekuly pravdépodobné odpovédné za tento efekt (IL-8, CXCL-1, FGF-2 a
VEGF-A). Urceni napiiklad IL-8 a CXCL-1 jako piisobki produkovanych nddorovymi
melanocyty zodpovédnych za ovlivnéni diferenciace keratinocytii je zcela ve shod¢ s
piredchozim pozorovanim, kde produkce IL-6, IL-8 a CXCL-1 CAFs dokaze ovlivnit
diferencia¢ni stupei normalnich keratinocytt (Kolar et al., 2012; Szabo et al., 2013)

Poznatky ziskané v tomto tematickém okruhu byly publikovany jako:

Kodet O., Dvorankova B., Krejci E., Szabo P., Dvorak P., Stork J., Krajsova I.,
Dundr P., Smetana K. Jr., Lacina L. Cultivation-dependent plasticity of melanoma
phenotype. Tumour Biol. 2013 Dec;34(6):3345-55. (IF 2,518)

Publikace: ,,Kodet, O., Lacina, L., Krejci, E., Dvorankova, B., Grim, M., Stork,
J., Kodetova, D., Vl¢ek, C., Sachova, J., Kolar, M., Smetana, K., Jr., Strnad H.
Melanoma cells influence the differentiation pattern of normal human keratinocytes.* Je
v dobé podani dizertacni prace v recenznim fizeni Vv Casopise Pigment Cell &
Melanoma Research (IF 5,839).

Cile tohoto okruhu povaZujeme proto za splnéné.

Ve Ctvrtém, poslednim, tematickém okruhu jsme se snazili oziejmit, zda CAFs
z odliSnych typl nadorG vykazuji funkéni charakteristiky specifické pro dany typ
nadoru, ¢i zda je mozZno stanovit ur¢ité obecné rysy, které CAFs z rtiznych typt nadort
sdileji. V samotném experimentu jsme pouzili CAFs izolované z bazocelularniho
karcinomu ktze, HNSCC, zkoznich metastaz karcinomu prsu a melanomu, na
ovlivnéni diferenciaéniho stupné nadorové linie EM-G3 (ptvodni nador keratin-8, -14, -
19 pozitivni). Piisobenim CAFs z rozdilnych nadorti vyvolalo nérast poctu bunék EM-
G3, které soucasné exprimovaly jak keratin-14, tak keratin-8. Skutecnost, ze se
nepodafilo navodit expresi keratinu-19, a tedy dosahnout plné reprodukce nadorového
fenotypu, ukazuje na fakt, Ze k obnoveni plného fenotypu ptvodni linie EM-G3 je
zapotiebi komplexnéjsiho modelu. Pomérné uniformni efekt CAFs na studovanou linii
EM-G3 ale svédci o spoleénych rysech, ¢i mechanizmech v pozadi biologické aktivity

CAFs (bez ohledu na histogenezi nadoru).

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23757003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23757003
http://www.pigment.org/
http://www.pigment.org/

Z experimentti provedenych v nasi laboratofi je zjevné, ze CAFs jsou schopny
zasadné ovlivnit fenotypové charakteristiky normalnich i nadorovych keratinocyti.
Opacny smér této epitelové mezenchymové interakce je ale do soucCasné doby stale
pomérn¢ enigmaticky. Rozhodli jsme se tedy v tomto tematickém okruhu analyzovat
reakci fibroblastl vystavenych plisobeni normalnich a naddorovych epitelovych bunék.
Tento smér je biologicky rovnéz vysoce relevantni, protoze je zndmo, ze v oblasti hojici
se rany dochézi z lokalniho mezenchymu ke vzniku a-SMA pozitivnich myofibroblasta,
u kterych se predpoklada role pii facilitaci hojeni. V piipad¢ hojeni je ale jejich
pritomnost ¢asové omezena a posléze podléhaji apoptdze. Obdobné myofibroblasty ale
v nadorech nachazime ve stromatu konstantné¢ (Radinsky et al., 2007; Li et al., 2007).

Ptedchozi experiment nasi skupiny, ve kterém dermalni fibroblasty a CAFs pod
vlivem normalnich a nadorovych keratinocyti (linie FaDu) vykazovaly upregulaci IL-
6, IL-8 a CXCL-1, podporuje piedstavu o podobnosti aktivovanych
fibroblastti/myofibroblasti v prostiedi hojici se rany a nadoru (Kolar et al., 2012).
Rozdil mezi obéma typy fibroblasti vSak spociva v tom, ze dermalni fibroblasty si tuto
upregulaci ponechavaji jen po omezenou dobu, zatimco CAFs vykazuji tuto upregulaci
1 po dlouhodobé kultivaci jiz bez ptfitomnosti epitelovych bunék v systému. Tato
pozorovani odpovidaji piedstave, ze aktivované fibroblasty hojici se rany po dokonceni
hojeni (zastaveni pfisunu aktivacnich ptisobkll) pravdépodobné podléhaji inaktivaci, ¢i
apoptoze (Li et Wang, 2011).

Béhem predchozich experimentlli jsme se potykali s obtizemi plynoucimi
zZ definice fenotypu myofibroblastu, protoZe se nepodatilo prokdzat pfitomnost a-SMA
ve fibroblastech pod vlivem normalnich keratinocytd in vitro, resp. jednoznac¢nou
fenotypovou shodu s CAFs. Pti védomi metodologickych limitd imunocytochemie jsme
proto ptistoupili k provedeni proteomické analyzy lyzovanych dermalnich fibroblasti
vystavenych shodnému prostfedi normalnich a nadorovych keratinocyta. V této analyze
jsme detekovali proteiny ucastnici se reguluce kontraktilni bunécné aktivity a formovani
kontraktilniho cytoskeletu (caldesmon, calponin-2, lehky fetézec 12A regulujici myosin
a cofilin-1). Tyto vysledky tedy ukazuji na dal$i podobnost aktivace fibroblasti a to
predevsim jejich funkéni transformaci do myofibroblastd v in vitro modelu hojici se
rany a nddorového mikroprostiedi.

Vysledky prace na tomto tematickém okruhu byly publikovany jako:
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Dvorankova B., Szabo P., Lacina L., Kodet O., Matouskova E., Smetana K. Jr.
Fibroblasts prepared from different types of malignant tumors stimulate expression of
luminal marker keratin 8 in the EM-G3 breast cancer cell line. Histochem Cell Biol.
2012; 137: 679-85. (IF 2,588)

Publikace: Jarkovska K., Dvorankova B., Halada P., Kodet O., Gadher S. J.,
Szabo P., Motlik J., Smetana Jr. K., Kovarova H. Revelation of fibroblast protein
commonalities and differences and their possible roles in wound healing and
tumorigenesis using co-culture models of cells. Biol Cell. 2014 Apr 2. doi:
10.1111/boc.201400014.
Cile tohoto okruhu proto povaZujeme za rovnéz splnéné.
Souhrnné lze ke splnéni cilii tedy fici, Ze poznatky ziskané pii studiu vSech ctyr
tematickych okruhi v ramci této dizertacni prace tvoti podklad pro Sest praci jiz
publikovanych v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech s Impact Faktorem. Souhrnny IF
téchto publikaci je roven 12,597. Jedna publikace je v souc¢asné dobé v recenznim fizeni

Vv Casopise s IF.

Pribézné vysledky prace byly dale prezentovany na tuzemskych a
mezinarodnich konferencich v podobé piednaSek a poster, dale byly vysledky
pravideln¢ prezentovany na studentské védecké konferenci 1. LF UK, kde byly i
ocenény mimofadnou cenou vroce 2011 a 2012. Dale lze zminit podil na vedeni
projektu ,,Indukce kmenovych znakii u melanomovych linii in vitro®, za ktery byla
vroce 2013 studentka Pfirodovédecké fakulty UK Bc. Tereza Nedvédova ocenéna
prvnim mistem na 14. Studentské védecké konferenci 1. LF UK (pregraduélni sekce) a
druhym mistem na celondrodnim studentské védecké konferenci lékarskych fakult
(2013).

Publikace Kodet O., Dvorankova B., Krejci E., Szabo P., Dvorak P., Stork J.,
Krajsova I., Dundr P., Smetana K. Jr., Lacina L. Cultivation-dependent plasticity of
melanoma phenotype. Tumour Biol. 2013 Dec;34(6):3345-55. (IF 2,518) byla ocenéna
v roce 2013 cenou profesora Tryba pro dermatologa do 35-let za tispéSnou védeckou

préci, kterou udili védecka rada Ceské akademie dermatovenerologie.

Zavérem lze tedy shrnout, Ze cile vytéené (v kapitole 6) pro uspéSné naplnéni

tématu doktorského studia povaZzujeme za uspéSné dosaZené.
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