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1 Uvod

Dlazdicové karcinomy hlavy a krku jsou zhoubné
epitelidlni novotvary vznikajici maligni transformaci bunék
epitell sliznic horni ¢asti dychaciho a traviciho systému. Tvoii
85-90 % vSech zhoubnych nadort hlavy a krku. Celosvétovou
incidenci kolem 500 000 novych ptipadii roéné se fadi na 5.
misto v Cetnosti mezi lidskymi  malignitami.  Jsou
charakterizovany lokdlni agresivitou, castym regiondlnim
lymfatickym metastazovanim a mén¢ Casto metastazovanim
vzdalenym, ¢asnymi recidivami a vysokou frekvenci vyskytu
mnohocetnych nadorti. I pies pokroky v diagnostice a
zavedeni novych kombinovanych 1écebnych postupil
(chirurgie, radioterapie, chemoterapie, biologickd 1écba)
nedoSlo v poslednich dekaddach k vyraznému zlepSeni
prognozy pacientd s délkou pétiletého pteziti na hranici 50 %.
Tato statistika fadi dlazdicové karcinomy mezi malignity
snejhor$i prognézou (Plzak et al., 2010). Prognostické
informace jsou pfitom nezbytné pro zhodnoceni a vybér
optimalni lécebné modality s cilem dosdhnout co nejlepsi

kvality zivota a nejdelSiho pteziti.



2 Hypotéza a cile prace

Ve své praci jsem se zaméfil na oblast glykobiologie
nadori hlavy a krku se zfetelem na mozné ovlivnéni
nasledujicich okruhi interakci nadorovych bun¢k se
stromatem. Sledovany byly zejména:

e Funkce vybranych ¢lent rodiny endogennich lektinli v
mozné etiopatogenezi nadori.

e Rozdily v transkriptomu normalnich fibroblasti a
fibroblastii izolovanych z naddort hlavy a krku.

e Vlivy normalnich a nddorovych epitelovych bunck na

normalni fibroblasty a fibroblasty ptipravené z nadort.

3 Material a metodika

V ramci disertaéni prace jsme analyzovali normalni
tkané (sliznice hlavy a krku) a z nich vychazejici dlazdicové
karcinomy dutiny Gstni, orofaryngu a hrtanu. Veskery material
byl ziskan na zdklad¢ informovaného souhlasu pacienta, jehoz
text byl schvalen pftislusnou etickou komisi spolupracujiciho
zdravotnického zafizeni (VSeobecna fakultni nemocnice
V Praze a Fakultni nemocnice v Motole) v souladu s principy

bioetiky ve smyslu Helsinské konvence.



Tkané byly bud’ zmrazeny a histologicky zpracovany,
nebo byly pouzity jako zdroj bunék pro kultivacni
experimenty. Vzorky na genetickou analyzu byly oSetieny
pomoci RNA Later (Ambion Inc, USA), ktery ochrafiuje RNA
pfed nezadouci degradaci a hluboce zmraZzeny v tekutém
dusiku. Ze vzorku byly pfipraveny fezy o sile 10 um a z nich
extrahovana celkovd RNA pomoci kitu RNeasy Micro Kit
(QIAGEN INC, USA) a ve dvou krocich ptepsana do cRNA
kitem Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion
Inc, USA). Pomoci insertového systému (Lacina et al, 2007 a,
b), kde jsou ob& bunétné populace oddéleny membranou
(Transwell Inserts, Corning, Acton, USA), ktera umozni
prinik proteini v kultivaénim médiu, byly kokultivovany
normalni  dermalni  fibroblasty  spolu s normalnimi
keratinocyty ¢i FaDu nadorovymi bunikami. Po desetidenni
kultivaci byla z fibroblasti izolovana RNA. Pomoci systému
Beadstation 500 (Illumina, USA) byl hodnocen transkripéni
profil vSech studovanych nadorGi a normalnich tkani,
normdlnich  kultivovanych  fibroblasti a  fibroblastt
kultivovanych pod vlivem zdravych keratinocytti a pod vlivem
nadorovych bunék FaDu.

Pro imunohistochemickou analyzu byly vSechny

vzorky uchovany v kryoprotektivu Tissue Tek (Sakkura,
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Zoeterwoude, Nizozemi), zmrazeny V tekutém dusiku a
nasledné uchovany pfi -80°C. Rezy o sile 10 pum jsme
pfipravili pomoci Cryocut-E  (Reichert-Jung,  Viden,
Rakousko). Uzity byly dvé zakladni metody. Jednak
imunocyto- a imunohistochemie k detekci pfislusnych
endogennich lektint ¢i jinych proteinovych markeriti pouzitim
specifickych protilatek prvého kroku, jednak reverzni
lektinova histochemie vyuzivajici neoglykokonjugatt
k prikazu endogennich vazebnych mist pro pfislusné
sacharidové motivy.

K vizualizaci histochemickych reakei byly pifevazné
uzity neptimé fluorescenéni metody a ziskany obraz byl
zpracovan pomoci pocitatového analyza¢niho systému
LUCIA (Laboratory Imaging, Praha, CR), ktery umozZiuje

mimo jiné i méteni profilu fluorescencnich intenzit.



4 Vysledky

4.1 Funkce vybranych ¢lenti rodiny endogennich lektinii v
mozZné etiopatogenezi nadori.

4. 1. 1 Stromalni galektin-1 a myofibroblasty jako
prognosticky faktor nadori hlavy a krku

Pozitivni  stromalni exprese galektinu-1 ma v
dlazdicovych karcinomech hlavy a krku vztah k pfitomnosti
myofibroblastii a koreluje s aktivaci genli spojenych se
Spatnou progndzou pro dal$i vyvoj onemocnéni u daného
pacienta.  Pfitomnost galektinu-1 pfi imunofluorescencnim
vySetfeni byla silné¢ pozitivni ve stromatu vSech nadort
S pfitomnosti myofibroblasti. V nadorovém stromatu, kde
byla prokazdna absence SMA pozitivnich myofibroblastd,
byla pozitivita signalu velmi slaba nebo vibec zadna.
Pritomnost galektinu-1 je specificka a nejedna se o vlastnost
danou vsem ¢leniim rodiny galektini. U nadorti s bohatou
expresi galektinu-1 s cCetnymi myofibroblasty jsme
identifikovali 6 transkriptt MAP3K2, TRIM23, PTPLAD]1,
FUSIP1, SLC25A40 a SPIN1 se znamym negativnim
prognostickym vyznamem. Tyto transkripty byly signifikantné

zvySeny spole¢né s expresi genu pro galektin-1. Vzhledem

vvvvvv
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(Dvorak, 1986), I1ze konstatovat, ze se galektin-1 muze podilet
na vzniku myofibroblastl jako bunécéného elementu typického

jak pro nadorové stroma, tak pro hojici se ranu.

4.1. 2 Ztrata galektinu-9 u dlazdicovych epitelii karcinomii
hlavy a krku

Pozitivni exprese galektinu-9 v bazalni vrstvé
dlazdicového epitelu je moznym znakem jeho normaélnosti.
Hlavnim vysledkem studie je zjisténi, Zze u vétSiny vzorkl
normalni tkdné je exprese galektinu-9 pfitomna v bazdlni
vrstvé epitelu obsahujici proliferujici buiiky. Nadorové tkané
byly vzdy negativni a okraje resekatu mély mozaikovy vzhled.
Za velmi dulezity povazujeme galektin-9 negativni vysledek z
histologicky normalnich, ale fenotypové aberantnich epitelit
bukalni sliznice u pacienti s kontralateralni malignitou
Vv dutiné ustni, kde fenotypova aberantnost spocCivala v
pritomnosti exprese obou studovanych keratini (K14, K19)
ve vSech vrstvach epitelu. Ve zdravé tkani jsou tyto keratiny
pfitomny pouze ve stratum basale.

Domnivame se, ze by se prukazem galektinu-9 mohl
rozsifit vycet prognostickych znakl u dysplazii dlazdicovych

epitelll v oblasti hlavy a krku.



4. 2 Stanoveni rozdilu transkriptomu normalnich

fibroblasti a fibroblasti izolovanych z nadori hlavy a
krku

Fibroblasty izolované ze stromatu dlazdicovych
karcinomu jsou biologicky aktivni a liSi se od normalnich
fibroblastli v expresi 560 gent. IGF-2 a BMP-4 se zdaji byt
klicovymi pro indukci zmény fenotypu normalnich
keratinocyt do podoby nadorovych bunék. Z dlazdicového
karcinomu jsme izolovali fibroblasty a jejich schopnost
ovlivnit normalni keratinocyty jsme ovéfili in vitro. Zaroven
jsme porovnali transkriptom obou populaci fibroblastu.
Expresni rozdil ¢inil 560 gend. Fibroblasty pfipravené z
nadorového stromatu ovliviluji epitelové builky 1 po
vzajemném oddéleni obou populaci mikroporézni membranou.
Soustfedili jsme se tedy na produkty genli secernované do
okoli bun¢k. Pomoci ELISA analyzy jsme dale zjistili, ze
proteiny IGF-2 a BMP-4 jsou do kultivaéniho média
produkovany fibroblasty pfipravenymi z naddoru a zaroven Ze
pfiddni obou faktorii do kultivacniho média je schopné
ovlivnit diferenciaci zdravych keratinocytd smérem K
fenotypu podobnému nadorové tkani. Tato studie tak pfinesla

na komplexni tUrovni jedno z prvnich celogenomovych
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srovnani transkriptomu obou populaci fibroblasti a je

zékladem pro dalsi analyzy.

4. 3 Porovnani vlivu normalnich a nadorovych epitelovych
bunék na normalni fibroblasty a fibroblasty pFripravené z
nadori

Stromalni fibroblasty a normalni dermalni fibroblasty
produkuji chemokiny IL-8 a CXCL-1. V ptipad¢ fibroblasti
izolovanych z nadoru je tato produkce ve srovnani se situaci u
normdlnich fibroblastii prolongovana. Stromalni nadorové
fibroblasty tedy odlisSné reaguji na aktivaci epitelovymi
buitkami v porovnani s normdlnimi dermdlnimi fibroblasty.
Normalni dermalni fibroblasty 1 fibroblasty pfipravené
z dlazdicovych karcinomu produkuji po stimulaci zdravymi a
nadorovymi epitelovymi buiitkami chemokiny CXCL-1 a IL-8
(Kolaf et al, 2012). Tyto chemokiny jsou zaroven schopné
stimulovat prozanétlivé prostiedi, které podporuje nddorovou
progresi (Mishra et al, 2011). V této studii bylo tedy
prokéazano, Ze existuje jistd mira podobnosti mezi nadorem a
hojici se ranou.

Tento vysledek muze byt interpretovan odliSnosti
fibroblastt z nadorového stromatu od aktivovanych

normalnich fibroblasti. Hypoteticky by nadorové fibroblasty
11



mohly mit pivod v nddorovém epitelu, z n¢hoz by vznikly
vySe zminénym epitelo-mesenchymovym piechodem. Tato

interpretace vSak vyzaduje dal$i experimentalni potvrzeni.
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5 Zavér

Nédorové stroma a stroma hojici se rany je bohaté na
pfitomnost galektinu-1. Zda se, ze galektin-1 se muze podilet
na vzniku myofibroblastl jako bunééného elementu typického
jak pro nadorové stroma, tak pro hojici se ranu. Zjistili jsme,
ze stromalni exprese galektinu-l ma v dlazdicovych
karcinomech hlavy a krku vztah k ptitomnosti myofibroblastt
a koreluje s aktivaci genil spojenych se Spatnou prognoézou pro
pacienta. Z uvedenych nalezii soudime, ze by se galektin-1
mohl uplatnit nejen jako prognosticky faktor, ale také pii
podpoie hojeni ran nebo v technologické pfiprave
myofibroblastii. Malo znamy galektin-9 byl pfitomen v
dlazdicovém epitelu jen ve stratum basale s délicimi se
buiikami, na rozdil od nédorii, kde byl vzdy negativni. Jeho
absence ¢i pfitomnost by tak mohla rozSifit vycet
prognostickych znakdi u dysplazii dlazdicovych epiteld v
oblasti hlavy a krku.

Nadorovée asociované fibroblasty  izolované
z dlazdicového karcinomu se li§i od normalnich fibroblasti v
produkci ur¢itych chemokint (IL-8, CXCL-1) dilezitych pfi
formovani biologicky aktivniho nadorového mikroprostredi.

PreruSeni komunikace mezi nadorové asociovanymi
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fibroblasty a nadorovymi buiikami by mohlo byt potencialnim
cilem pro budouci protinadorovou terapii.

Zavérem lze konstatovat, ze nase vysledky potvrdily existenci
vyznamného vztahu mezi vlastnostmi stromatu a expresi genti
spojenych s vyvojem onemocnéni u dlazdicovych karcinomt

hlavy a krku.
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9 Summary

Glycobiology represents a very progressive subject of
cell biology. Protein-saccharide interactions play not only
supporting and cell organization role, but they also represent
medium for information storage and its decoding. Galectins,
group of animal lectins (saccharide binding proteins), which
have selective affinity to B-galactosides, are multifactorial
molecules. They participate in cell-cell and cell-matrix
interaction, transmembrane signaling, apoptosis, pre-mRNA
splicing and are also present in various types of carcinomas.
High expression of galectin-1 has been detected in cancer
stroma originated from squamous cell epithelium. In the
previous study we established that the fibroblasts -
myofibroblasts transition, apart from the known TGF- B, is
also induced by galectin-1. We compared relationship between
galectin-1 expression, presence of myofibroblasts and gene
expression in tissue samples from patients with head and neck
squamous cell carcinoma. Cancer stroma with myofibroblasts
was rich in galectin-1 expression in comparison with stroma
without myofibroblasts. Moreover, we used microarray
analysis (ILLUMINA) to compare the whole genome

transcriptome from samples with and without presence of
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galectin-1. High expression of galectin-1 in tissue samples
corresponded with expression of selective genes (MAP3K2,
TRIM23, PTPLAD1, FUSIP1, SLC25A40 a SPIN 1),
representing markers of poor prognosis for the patients with
this type of tumor. The biological function of galectin-9 is still
not well known. In this thesis we looked at presence of
galectin-9 in relation with expression of differentation cell
markers such as keratin-14 and keratin-19. Cells from the
basal layer always expressed galectin-9, although the cancer
tissue was negative. Most abundant cell types in cancer stroma
are cancer associated fibroblasts (CAF). Illumina
transcriptoma analysis showed that 560 genes are expressed
differently in normal fibroblasts compared to CAF. Two
selected proteins, BMP-4 and IGF-2, are able to change the
fenotype of normal keratinocytes which acquired cancer cell-
like properties. In this context, we used transwell membrane
system to look at biological activity of CAF under influence of
normal and cancer cells during a long time period. Expression
of inflammation chemokines IL-8, CXCL-1 by CAF was
continual in contrast with normal fibroblasts which was just

temporary.
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Finally, we may conclude that relation between biological
activity of cancer stroma and expression of genes is important

in progression of head and neck squamous cell carcinoma.
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