A) PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

1. Dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku

Dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku (Head and Neck
Squamous Cell Carcinomas, HNSCC) jsou zhoubné novotvary epitell
sliznic horni ¢asti dychaciho a traviciho systému. Tvofi 85-90% vSech
karcinomd hlavy a krku. Kazdym rokem je celosvétové registrovano na
500 000 novych pfipadd a predstavuji tak kolem 5% znové
diagnostikovanych malignit (Jemal et al., 2003).

Z biologického hlediska je pro né charakteristicka zna¢na lokalni
agresivita, tendence k zakladani regionalnich lymfatickych a méné €asto
vzdalenych metastaz, sklon k ¢asnym lokalnim a regionalnim recidivam
a vysokd frekvence vyskytu mnohocetnych nadord. Jsou-li v€as
diagnostikovany a odpovidajicim zpisobem IéCeny, jsou Sance na preziti
a vyléCeni pomérné vysoké. Bohuzel zna¢ny podil pacientt pfichazi az v
pokroCilém stadiu. Navzdory pokrokim v diagnostice a |é¢Cbé v
poslednich tfech dekaddach nedoslo k vyraznému zlepSeni progndzy. A
tak i nadale patfi mezi onemocnéni s nejvétsi mortalitou vibec.

Navzdory diagnostickym i terapeutickym pokrokim zlstava
progn6za HNSCC pacientd véazna. Prognostické informace jsou
nezbytné pro zhodnoceni a vybér optimalniho lé€ebného postupu s
cilem dosahnout co nejvyssi kvality Zivota a nejdelSiho preziti. Je nutné
zachovani dostatec¢né radikality IéCby a zaroven ochrana pred zbytec¢né
agresivnimi postupy, které zhorSuji funkéni vysledky (Chiesa et al.,
1999). Na prognostické markery je mozno nahlizet z rizného hlediska a

podle toho je téz klasifikovat (faktory rizikové, diagnostické, prognostickeé



v uzsim slova smyslu, prediktivni). Jiny nahled pfedstavuje jejich déleni
na faktory tykajici se pacienta a faktory popisujici vlastnosti nadoru.

V sou€asnosti je enormni pozornost vénovana molekularnimu
podkladu nadorovych onemocnéni, v€etné HNSCC. Nové poznatky
napomahaji porozumét déjum spojenym s jejich vznikem a progresi,
zpfeshuji informace o biologickém chovani a prognéze a nékteré ve
svém dusledku pfispivaji k zavadéni novych, efektivnéjSich IéCebnych
postupd. Hlavnimi studovanymi parametry  jsou markery
chromozomalni/genové a jejich proteinové produkty (Califano et al.,
2003). V soucasnosti vSak zacCina byt zfejmé, ze ke vzniku a progresi
zhoubnych nadoru pfispivaji téZz kvantitativni a kvalitativni aberace
sacharidovych molekul (bunéénych glykokonjugatt) a je
rozpoznavajicich proteinovych molekul (lektind). Na tuto doposud méné

studovanou ¢ast bunééné a nadorové biologie je zaméfena tato prace.

2. Glykobiologie

Glykobiologie je jednou znejvice se rozvijejicich podoboru
bunécéné biologie. Je zaméfena na studium sacharidd a jejich konjugatd,
je rozpoznavajicich molekul lektind, a jejich ulohy za fyziologickych a
patologickych stavld. Pod pojem glykofenotyp midzeme zahrnout soubor
glykobiologickych  parametrd  (sacharid a lektind) zjiStovanych
v burikach ¢&i tkani.

Sacharidové molekuly jsou specificky rozpoznavany rfadou proteinu
s riznymi biologickymi funkcemi (enzymy, protilatky, transportni proteiny
a lektiny). Lektiny jsou proteiny, které jsou schopné interagovat a vazat
sacharidove struktury, které nejsou enzymy, protilatkami ¢&i proteiny

akumulujicimi volné mono- a disacharidy (transportni nebo



chemotaktické receptory) (Gabius et al., 2002). Z funkéniho hlediska je
sacharidy (Carbohydrate Recognition Domain, CRD), ktera urcuje
specificitu biologické aktivity.

Vyznam rostlinnych lektind pro glykobiologii spociva v moznosti
uziti jejich specifické vazby k vybranému typu oligosacharidu. S jejich
uzitim lze efektivné zkoumat glykokonjugaty po kvalitativni i kvantitativni
strance.

Zivogisné lektiny (endogenni) rozpoznavaji a vazi vlastni
(endogenni) glykokonjugaty. Na zakladé strukturniho usporadani
rozliSujeme pét tfid Zivoc€iSnych lektind: (1) C-lektiny, (2) I-lektiny, (3)
galektiny (dfive S-lektiny), (4) P-lektiny a (5) pentraxiny. Kazda z rodin je
dale klasifikovana do podskupin.

Galektiny jsou rodinou vyvojové vysoce konzervativnich
zivocCisSnych lektinu. Pro zafazeni mezi galektiny musi lektin splfiovat tato
kriteria: (1) vykazovat vazebnou afinitu k B-galaktosidim, (2) v CRD
obsahovat specifické konzervativni sekvencni elementy pro galektiny
charakteristické (Barondes et al., 1994). U savcu bylo doposud popsano
étrnact Clent této rodiny a klasifikovano do podrodin dle poctu a
organizace CRDs (prototypni, tandemoveé se opakujici a chimérni).

S galektiny se setkavame extracelularné (na bunééném povrchu Ci
v extracelularni matrix), v bunééném jadfe, v submembranosni lokalizaci
a v cytosolu. Maji charakteristiky cytoplazmatickych proteind. Chybi jim
signalni sekre¢ni sekvence a kjejich extracelularnimu transportu
dochazi mechanizmy odlisSnymi od vezikulami zprostfedkované
exocytdzy. K interakci galektinu s glykoligandy neni na rozdil od jinych

typt endogennich lektinG nutna pfitomnost Ca** iontd.



Galektiny jsou zapojeny do rlznych biologickych procesu
vyzadujicich rozpoznavani sacharidovych motiva: (1) adheze bunék
(interakce bunék navzajem a interakce bunék s komponentami
extracelularni matrix), (2) regulace bunécéné proliferace a apoptozy, (3)
sestfih pre-mRNA, (4) uloha v imunitnich procesech (Liu et al., 2002).

Langerin (CD207) obsahuje ve své struktufe jednu CRD, pomoci
které rozpoznava a vaze manosu obsahujici glykokonjugaty. Nalezi do
jedné z podrodin C-lektini (manosové receptory). Jeho exprese je
charakteristicka pro specificky typ dendritickych bunék — Langerhansovy
buriky, které se Ucastni prezentace antigend (Antigen Presenting Cells,
APCs) (Hunger et al., 2004).

Manosylované antigeny jsou Vv porovnani s nemanosylovanymi
APCs prezentovany mnohem efektivnéji. PFi prezentaci manosylovanych
atigenu sehrava hlavni roli manosovy receptor (CD206) (Linehan et al.,
1999). Stimto C-lektinem se setkdvame ufady nematurovanych
dendritickych bunék a makrofagu, nikoliv v8ak u Langerhansovych
bunék.

Glykobiologické parametry v nadorové biologii. Né&které
z charakteristickych  rysi  nadorovych bunék (invazivni chovani,
metastaticka aktivita, Unik pfed imunitnimi mechanizmy jsou spojeny
s kvalitativnimi ~ ¢i  kvantitativnimi  odchylkami  oligosacharidovych
sekvenci bunétného povrchu (Dall'Olio a Chiricolo, 2001). K
nejCastéjSim alteracim patfi zvySend exprese hypersialylovanych N-
vazanych  oligosacharidoych  fetézcu. Exprese  a2,3/6-NeuNAc
glykoepitopu je v lidskych tkanich pod vlivem onkofetélni regulace
(Holikova, et al., 2002). Sialylované epitopy mohou byt rozpoznavany
specifickymi lektinovymi receptory. NeuNAc téz vykazuji maskujici efekt

na rozpoznavani subterminalné lokalizovanych galaktosovych rezidui



glykokonjugatli nékterymi z galektind (galektin-3) (Hirabayashi et al.,
2002).

Rada studii téZ ukazuje na vztah nékterych z lektind k malignimu
chovani rozlicnych nadord. Velkd pozornost je vénovana predevSim
galektinim. Obdobné jako v netransformovanych bufkach tkani jsou
jejich aktivity rozmanité a zavislé na tkani pavodu (Danguy et al., 2002; ).

Podet praci zaméfenych na glykobiologické parametry
dlazdicobunéénych epiteld a karcinomud je v souCasnosti omezeny.
Jsou uzivany techniky lektinové histochemie (znaCené rostlinné a
rekombinantni endogenni lektiny) a imunohistochemie k popisu exprese
endogennich lektinu a jimi rozpoznavanych glykoligandd (Smetana et al.,
2003).



B) CILE PRACE

Diserta¢ni prace je zaméfena na glykobiologické aspekty (glykofenotyp)
dlazdicobunéénych epiteld a karcinomd hlavy a krku, epidermis a
bunéénych kultur keratinocytd. Cile prace lze shrnout do nasledujicich
bodu:

Stanoveni exprese endogennich lektind, jejich vazebnych mist
a uziti rostlinnych lektind pro hodnoceni exprese jimi
rozpoznavanych glykokonjugat.

Zhodnoceni vyznamu glykobiologickych parametra a jejich
zavedeni do bunééné a nadorové biologie dlazdicobunéénych

epitelq.

C) METODIKA

1. Studované materialy

vzorky normalnich dlazdicobunéénych epitelld sliznic horni asti
dychaciho a traviciho systému (dutina Ustni: spodina ustni, oralni
Gast jazyka; orofarynx: kofen jazyka, patrova mandle; hypofarynx;
larynx: hlasivka)

vzorky dlazdicobunéénych karcinomd a jejich regionélnich
lymfatickych metastaz (dutina Ustni; orofarynx: patrova mandle,
kofen jazyka; hypofarynx; larynx)

buriky linie FaDu - dlazdicobuné&ného karcinomu hypofaryngu
dlazdicobunécéné epitely lidskeé i zvifeci (praseci dospélé a fetalni)
epidermis,  koznich  nadord  (basocelularnich  karcinomd,

trichoepiteliom)



buriky kultur lidskych a prasecich folikularnich a interfolikularnich
keratinocytu

kultury stromalnich bunék kostni dfené&, 3T3 mySich fibroblastl a
linii gliomd: Hs683, T98G, U87, U373

bezbunécny systém: syntetické kulicky pokryté molekulami histonu
H3

2. Uzité metody a studované znaky

V praci byly vyuzivany cyto- a histochemické techniky:
imunocyto- a imunohistochemie: slouzily k detekci pfislusnych
endogennich lektind ¢&i jinych sledovanych proteinovych markeru
lektinova cyto- a histochemie - s uzitim rostlinnych a znacenych
endogennich lektinu slouzila k detekci jejich sacharidovych ligand
odpovidajici vazebnym mistiim pro dané sondy
reverzni  lektinovd  cyto- a  histochemie -  uzivajici
neoglykokonjugaty k prukazu endogennich vazebnych mist pro

uzité sacharidové znaky

Uvedené techniky byly wuzity pfi zpracovani zmrazenych fezl
z odebranych biopsii a bunék tkarnovych kultu. Zpracovani zmrazenych
vzorkd je doporuCovano pro lektinové histochemické studie, nebot
minimalizuje ztrdtu a alterace zkoumanych sacharidovych skupin
v prubéhu zpracovani tkani (Kannan et al.,, 1997). Kvizualizaci
probéhlych histochemickych reakci byly uzity fluorescenéni metody pro
jejich vyhodu moznosti dvojitého a vicenasobného simultanniho znaceni.
K pocitatové analyze snimaného obrazu byl uzivan systém LUCIA GF

Magic 4.31, ktery dovoluje podrobnéjsi zpracovani ziskaného obrazu



v€etné méfeni profilu fluorescenénich intenzit. Ke statistickému

zpracovani dat bylo uzito programu STATISTICA 6.0.

V rdmci imunocyto- a imunohistochemickych reakci byly studovany tyto
proteinove znaky:
cytokeratiny: 8, 10, 14, 19, 20, cytokeratin peptid pCK 37, panel
cytokeratinQ s vyjimkou cytokeratinul, 8, 18 (protilatka CK1/LP34)
proliferaéni marker pKi67, transkripéni faktor ANp63a, splicing
faktor SC35
Bl-integrin (CD29), desmoplakiny 1 a 2, E-cadherin, B-katenin,
transferinovy receptor (CD71)
endogenni lektiny: galektin-1, galektin-2, galektin-3, galektin-7,

langerin, 175 kDa-manosovy receptor, heparin vazici lektin

V ramci imunocyto- a imunohistochemickych reakci byly uZity tyto
rostlinné a rekombinantni endogenni lektiny:

Maackia amurensis agglutinin (isolektin typ 1l) (MAA)

Sambucus nigra agglutinin (SNA)

Galektiny -1, -2, -3, -7

V ramci reverznich imunocyto- a imunohistochemickych reakci byly uzity
tyto biotinem znacené neoglykokonjugaty:
glykosaminoglykany (heparin, heparan-sulfat, chondroitin-sulfat,

hyaluronova kyselina, Fucus vesiculosus fukoidan)



D) VYSLEDKY A JEJICH ZHODNOCENI

1. Exprese N-acetylneuraminovych epitopt (a2,3/a2,6—-NeuNACc)

Dlazdicobunécné epitely:

- Na zakladé studovanych proteinovych a glykobiologickych markeru Ize
definovat normalné se vyskytujici fenotypy bunék dlaZzdicobunéénych
epiteld sliznic horni &asti dychaciho a traviciho traktu:

(1) mitoticky aktivni buriky stratum bazale: pKi67" ANp63a” pCK37*
a2,6-NeuNAc”

(2) postmitoticke, terminalné diferencované buriky suprabazalnich vrstev:
CK10" a2,3-NeuNAc”

(3) postmitotické bunky stratum bazale (buniky na pocéatku fetézce
diferenciace): pCK37" a2,3-NeuNAc”

Dlazdicobunécéné karcinomy:

- Exprese a2,3-NeuNAc obsahujicich glykoepitopl je typickd pro
morfologicky dobfe vyzralé okrsky nadoru. Lze fici, Zze naprosta vétsina
dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku je schopna exprimovat tento
diferenciacni marker.

- Exprese a2,6-NeuNAc obsahujicich glykokonjugatl je typicka pro
morfologicky méné diferencované bunky v nejinvazivnéjSich c&astech
nadorovych Cepu.

- Ve tkani karcinomu se vedle fenotypl bézné pozorovanych u mitoticky
aktivnich bunék stratum bazale (tedy: pKi67® ANp63a” pCK37" a2,6-
NeuNAc™) a u postmitotickych, terminalné diferencovanych bunék
suprabazélnich vrstev (tedy: CK10® a2,3-NeuNAc’) setkavame
s bunikami s atypickym fenotypem, jez pfevazuji v populaci proliferacné
aktivnich bunék: pCK37" pKi67" ANp63a™ a2,3-NeuNAc" a2,6-NeuNAc”,

ktera je bohaté zastoupena ve tkani lymfatickych metastaz.



- Ve vySetfovanych verkoznich karcinomech nebyla exprese a2,3/2,6-

NeuNAc epitopu zjisténa.

N-acetylneuraminovou kyselinu v terminalnich pozicich obsahuijici
oligosacharidové  fetézce jsou béznou souléasti pfirozenych
glykokonjugatt buné&néeho povrchu. Exprese a2,3/2,6-NeuNAc vykazuje
v fadé tkani charakter onkofetalni regulace (Holikova et al., 2002).
Kvalitativni a kvantitativni aberace téchto struktur muze pfispivat k

nékterymi charakteristikami biologického chovani HNSCC.

2. Exprese galektin-3-reaktivnich glykoepitop

Dlazdicobunécné epitely:

- Bunky exprimujici na svém povrchu galektin-3-reaktivni glykoepitopy
zjistujeme v suprabazalnich vrstvach epitelt. Je pro né charakteristicka
absence exprese jadernych proteind pKi67 a ANp63a, intermedialnich
filament obsahujicich cytokeratin peptid 37, a naopak bohata exprese
cytokeratinu 10.

Dlazdicobunécné karcinomy:

- Ve tkanich primarnich a regionalné metastatickych HNSCC byla
zjisténa  variabilni  dostupnost  galektinem-3 rozpoznavanych
glykokonjugatll buné&ného povrchu. Hojné u verukoznich karcinomud a
dalSich dobfe diferencovanych, keratinizujicich karcinomech. V
nadorech nerohovéjicich, Spatné diferencovanych byla vzacna.

- Exprese galektin-3-reaktivnich epitopl koreluje s pfiznivéjSim
histopatologickym gradingem, rohovénim a absenci regionalnich
lymfatickych metastaz.

- Tkanova reaktivita pro galektin-3 korelovala s u¢innosti standardné

uzivaného I|é¢ebného postupu. Pfi  multiparametrové analyze
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sledovanych znaki dosahovala galektin-3-reaktivita nezéavislého
prognostického vztahu k celkovému pfeziti i pfeziti bez znamek relapsu

onemocnéni.

Vzhledem k definovanému vztahu mezi pfitomnosti galektin-3-
reaktivnich epitopu a biologickym/klinicko-patologickym charakteristikam,
je mozné glykobiologické profilovani zaradit mezi vyhledové prediktivni

prognostické markery HNSCC.

3. Galektin-7-dependentni parametry

Dlazdicobunééné epitely, basocelularni karcinom, trichoepiteliom,

dlazdicobunééné karcinomy a kultura keratinocytu:

- Exprese galektinu-7 byla detekovana v bunkach vSech vrstev
dlazdicobunéénych epitelu.

- Ve tkanich basocelularnich karcinomld nebyla exprese tohoto
endogenniho lektinu pozorovana. V trichoepiteliomu byla exprese
sniZzena.

- Ve dlazdicobunéénych karcinomech hrtanu a kize byla pozorovana
vyznamna redukce exprese galektinu-7.

- V kulturach keratinocytu byla exprese galektinu-7 pozorovana ve stadiu
formace mnohovrstevnych kolonii ve vysSich vrstvach mnohovrstevnych
oblasti.

- PFitomnost galektin-7-reaktivnich glykoepitopu nebyla ve studovanych

tkanich a kulturach zjisténa.
Galektin-7  je  charakteristickym  galektinem  vrstevnatych

dlazdicobunéénych epiteld. Pozorovana absence exprese galektinu-7

v jednovrstevné fazi rastu kultury keratinocytt a epitelidlnich malignitach
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muUze odrazet neschopnost vytvaret mnohovrstevnou strukturu typickou

pro netransformované dlazdicobunécné epitely (Magnaldo et al., 1998).

4. Langerin a vazba manosy

Epidermis a basocelularni karcinomy:

- Langerin-pozitvni buriky (Langerhansovy buriky) byly ve zdravé kuZi
detekovany v oblasti epidermis. Dendritické bufky exprimujici 175 kDa-
manosovy receptor byly lokalizovany v dermis. V oblasti dermo-
epidermalni junkce byly v omezeném poctu pozorovany buriky vykazujici
pFitomnost obou znakau.

- Langerhansovy bunky byly pozorovany ve tkani 2/3 studovanych
basocelularnich karcinomt. Buriky exprimujici 175 kDa-manosovy
receptor byly pozorovany v oblasti stroma/dermis v sousedstvi ¢epu
karcinomud. V 1/3 pfipadld byly detekovany Langerin-pozitivni buriky
mimo oblast karcinomd, které byly zpravidla vtésném kontaktu

s bufkami exprimujicimi 175 kDa-manosovy receptor.

V porovnani s netransformovanou epidermis byl ve tkanich
basocelularnich  karcinomu pozorovan snizeny pocCet Langerin-
pozitivnich bunék, jakoz i ektopicka lokalizace. Kolokalizace signalu
bunék v oblasti dermoepidermalni junkce a dermis/stromatu karcinomu
pro 175 kDa-manosovy receptor a Langerin poukazuje na jejich vyznam
v imunitnich pochodech zde se odehravajicich. Jejich selhani pak muaze

vyrazné ovliviiovat vznik a progresi nadorového bujeni.
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5. Fenotypova charakterizace keratinocyta vlasového folikulu,
interfolikularni epidermis a basocelularnich karcinom

- Exprese galektinu-1 a galektin-1-reaktivnich glykoepitopul je zjistovana
v cytoplazmé bunék vSech vrstev interfolikularni epidermis a pochev
vlasovych folikulu.

- Velikost keratinocytd exprimujicich cytokeratin 19 v oblasti ,bulge” a
cytokeratin  19-negativnich  bunék stratum bazale interfolikularni
epidermis byla prakticky shodna.

- Bunky stratum bazale exprimuji cytokeratin peptid 37 a keratinocyty
suprabazalnich vrstev cytokeratin 10. Cytoplazmatickd reaktivita
protilatky CK1/LP34 je zjiStovana v keratinocytech vSech vrstev
epidermis.

- Exprese galektinu-3 a galektin-3-reaktivnich glykoepitopl je omezena
na oblast bunéfného povrchu keratinocytl predevSim suprabazalnich
vrstev.

- Keratinocyty basocelularnich karcinomu vykazuji cytoplazmatickou
expresi galektinu-1 i galektin-1-reaktivnich glykoligandd. Pfitomnost
galektin-3-reaktivnich glykoepitopt ve vzorcich karcinomu pozorovana

nebyla.

6. Fenotypové charakteristiky kultivovanych keratinocytt

Fenotypova charakterizace folikularnich keratinocyttl, interfolikularni

epidermis a basocelularnich karcinomu:

- Lidské folikularni keratinocyty pfi tfidenni kultivaci vykazuji bohatou
jadernou vazbu a cytoplazmatickou reaktivitu pro galektin-1. 10-30%
téchto bunék exprimuje intermediarni filamenta s cytokeratinem 19 a

v jadfe galektin-1-reaktivni epitopy.
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- V kultufe prasecdich folikularnich keratinocytu péstovanych v
pritomnosti 3T3 fibroblastového ,feederu” tvofi bufky kolonie podél celé
déelky vlasového folikulu. Kolonie téchto bunék jsou v porovnani
s koloniemi interfolikularnich keratinocytt vyrazné mensi.

- Folikularni keratinocyty jednotlivych kolonii vykazuji uniformni fenotyp,
ve vztahu ke galektin-1-dependentnim parametrdm. V pfipadech, kdy
v bufikach kolonii nebyly intranuklearné detekovany ligandy galektinu-1,
byla prokdzana jeho jaderna exprese. Exprese galektin-1-reaktivnich
glykoepitopu koreluje s expresi ANp63a.

- Pfi kultivaci folikularnich keratinocyttd v mediu bez ,feederu” vytvareji
bufky sférické utvary o 30-100 burikdch v poltu cca 3-4 na jeden
vlasovy folikul. Buriky vykazuji cytoplazmatickou reaktivitu s protilatkou
CK1/LP34 a s galektinem-1. Pfiblizné 1/3 sféroidl je tvofena keratinocyty
s povrchovou reaktivitou s lektinem MAA a 1/2 sféroidd pak vykazuje
analogni reaktivitu s lektinem SNA. 1/3 sféroidd je schopna adherovat
k povrchu prekolonizovaném burikami ,feederu” a déat vznik normalné
rostoucim koloniim. Po adhezi vykazuji bufky expresi ANp63a a

intranuklearnich galektin-1-reaktivnich epitopu.

Vztah fenotypu bunék blizkych kmenovym k délce kultivace a

vliv udrzovani interfolikularnich keratinocytl v suspenzi na kinetiku rustu:

- Optimélniho vycestovani folikularnich keratinocytd z do dermis
invaginovanych vlasovych folikult je dosaZeno kolem 3. dne kultivace.
Bunky vtéto fazi vykazujiintenzivni jadernou expresi galektin-1-
reaktivnich epitopl. Exprese cytokeratinu 19 je zjiStovana u 25% a
cytokeratin peptidu 37 u cca 3/4 bunék. Exprese cytokeratin peptidu 37
je prakticky homogenni. Pfi dalS$im prolongovani kultivace (7 dni)

cytokeratin 19 pozitivnich a galektin-1-jaderné reaktivnich bunék ubyva.
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- Exprese cytokeratin peptidu 37 je zjiStovana v naprosté vétsiné bunék
za podminek kratkodobé i dlouhodobé kultivace. Keratinocyty
neexprimuji cytokeratiny 10 a 20.

- Morfologicky dlouhodobé kultivované a opakované paséazovane
cytokeratin 19 pozitivni burnky vykazuji znamky terminalni diferenciace
(keratohyalinovd granula) a nezfidka téZz degenerace (vakuolizace
cytoplazmy — pfedevsim interfolikularni bunky).

-V podminkach dlouhodobého udrzovani bunék v suspenzi exprese B1-
integrinu perzistuje. PocCet Bl-integrin pozitivnich keratinocytu s délkou
inkubace v suspenzi klesa, ale rustovy potencial Kkultury pfi

znovunasazeni zustava nezménén.

Multiparametrova analyza kultivovanych FaDu bunék a prasecdich

folikularnich keratinocytt:

-V subkonfluentni fazi rdstu kultury FaDu buriky exprimuji v ctoplazmé
B-katenin. Jadernd akumulace B-kateninu neni zjiStovana. Je téz
sledovana exprese Bl-integrinovych fetézcl. Exprese pKi67, na rozdil
od ANp63a (nebyl detekovatelny), neni ovlivnéna délkou kultivace.
Exprese transferinového receptoru (CD71) neni pozorovana. Galektin-1
je pozorovan v oblasti jadérek a v extranukleolarni lokalizaci, kde
kolokalizuje s expresi ,splicing” faktoru SC35 a v cytoplazmé. Pfitomnost
galektin-1-reaktivnich glykoepitopt neni zjistovana. Je zjiStovana bohata
exprese galektinu-2 v jadrech. Galektin-3 je detekovan v oblasti jadra a
cytoplazmy, a galektin-3-reaktivni epitopy Vv cytoplazmé. Exprese
galektinu-7 neni prokazatelna.

-V konfluentni fazi rastu jsou u FaDu bunék zjistovany znaky typické pfi
vytvareni intercelularnich kontaktd (desmoplakiny 1 a 2, E-kadherin,

membranovy B-katenin). S utvafenim souvislého porostu bunék mizi
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exprese cytokeratin 8 a 19, a naopak se zacina objevovat exprese
cytokeratinu 14. Bunky exprimujici cytokeratin 14 vykazuji homogenni
morfologii a jsou uspofadany do okrskd obklopenych bufkami tento
cytokeratin neexprimujicich. Pocet bunék exprimujicich galektin-1 v jadfe
a cytoplazmé s utvafenim konfluentniho porostu a mnohovrstevnych
oblasti klesa, naopak je prokazatelny v oblastech intercelularnich
kontaktd. Pfitomnost galektin-1-reaktivnich glykoepitopt neni zjistovana.
U bunék subkonfluentnich na pocéatku utvafeni souvislého porostu a
v oblastech s mnohovrstevnym uspofadanim je sledovan galektin-2
v jadfe, cytoplazmé a mistech v intercelularnich kontaktl. Reaktivita
galektinu-2 je pozorovana v jadfe i cytoplazmé, pfiCemz exprese
reaktivnich epitopt klesd s délkou kultivace. Galektin-3 je zjistovan
v oblastech intercelularnich kontaktd. Jaderna reaktivita neni v této fazi
zjistovana a s formaci mnohovrstevného porostu je pozorovana bohata
exprese galektin-3-reaktivnich  glykoligandl v oblastech  utvareni
intercelularnich kontaktu.

- Praseci keratinocyty vykazuji v sub- i konfluentni fazi rastu epiteloidni
morfologii jakoz i citlivost ke kontaktni inhibici. Exprese galektinu-1 je
pozorovana Vv bunécnych jadrech (prominentné v jadércich) a
perinuklearni cytoplazmé v subkonfluentnim a d&asném konfluentnim
stadiu. Cytoplazmatickd exprese galektinu-3 je detekovana pouze u
proliferujicich bunék. Pfitomnost galektin-1-reaktivnich ligandu v jadfe a
cytoplazmé je pozorovana ve stadiu subkonfluentnim a na pocatku
utvareni splyvajiciho porostu. Bohatd exprese galektin-3-reaktivnich
epitopl je opét v mistech utvafeni mezibunéénych kontaktd bunék na
periferii velkych kolonii v konfluentnim stadiu rdstu, naopak buriky

v centru kolonii jsou areaktivni.
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Z hlediska sou¢asného pojeti je na nadorova onemocnéni nahlizeno jako
na onemocnéni kmenovych bunék (Sell, 2004). Doposud vSak nemame
v rukou znaky je bezpeéné identifikujici. Z tohoto hlediska se zdaji byt
slibnym studie sou€asné vysetfujici vétsi pocet z potencialnich markera.
Kultivované buriky spinocelularnino karcinomu (FaDu) exprimovaly
na pocCatku kultivace fadu znakl, které byly popsany u bunék
kmenovych. V dal§im prabéhu rustu kultury tyto buniky ,kmenové znaky*

ztracely a ziskavaly charakter diferencovanych epitelovych bunék.

7. Jaderna vazba glykosaminoglykant

- Ve v8ech burnikéach zdravych i maligné transformovanych epiteld sliznic
horni &asti dychaciho a traviciho systému je zjistovana specificka
jaderna vazba heparinu, kterou bylo mozné zcela inhibovat preinkubaci
tkdné s neznaCenym heparinem. V epidermis a zni vychazejicich
nadorech je téz zjistovana jaderna vazba fukoidanu.

- U vS8ech studovanych bunécnych typd (epidermalni keratinocyty,
stromalni buriky kostni difené, 3T3 mysi fibroblasty a linie gliomu: Hs683,
U87, U373) s vyjimkou linie gliomu T98G je pozorovana jaderna vazba
heparinu. U T98G linie gliomu je na rozdil od ostatnich pozorovana
jaderna vazba chondroitin-sulfatu. U vSech studovanych buné&nych typu
s vyjimkou stromalnich bunék kostni dfené je zjiStovana jaderna vazba
fukoidanu.

- Extrakce histoni H2A, H3 a H4 vede ke kompletni inhibici zjiStovanych
jadernych interakci.

- U keratinocytd je pozorovana intenzivni internalizace heparinu do
bunéénych jadérek bunék vytvarejicich malé kolonie. Jev neni ovlivhén
pfidanim FGF-2.
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-V bezbunéfném systému syntetickych kuli¢ek pokrytych molekulami
histonu H3 vede pfidani znaceného heparinu k uvolnéni molekul DNA
zvazby Kk histonovému proteinu, a naopak navazani heparinovych

molekul.

Zde prezentované vysledky ukazuji na pravdépodobnou existenci
odlisnych transportnich mechanizm( ¢&i existenci odliSnych vazebnych
partnerd glykosaminoglykant u jednotlivych bunéénych typl. Dale téz
nasvédcuji Uloze glykosaminoglykant na ovlivnéni interakci mezi DNA a
histony. Tyto dé&e by mohli sehrdvat vyznamnou udlohu v prabéhu

regulace organizace struktury chromatinu (Watson et al., 1999).
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E) ZAVER

Tato disertaCni prace se zaobird nékterymi z glykobiologickych aspektu
dlazdicobunéénych epitelt sliznic horni ¢asti dychaciho a traviciho traktu
a kUze. Znac¢na c&ast prace byla vénovana problematice endogennich
lektinli, galektind a sialylace. Informace, které jsme studiem ziskali, se
zdaji byt velmi slibné na poli bunécné i nadorové biologie. Z hlediska
potencialniho klinického uplatnéni se zda byt velmi pfinosné dalSi
studium galektin-dependentnich parametrd ve vztahu ke kmenovym
bufikam dlazdicobunécnych epiteld, jakoz i jejich potencidlniho uplatnéni
pfi hodnoceni biologického chovani nadord. VySetfovani cukernych
epitopd, vedle parametrd proteinovych a molekularné genetickych, muze
na poli onkologie podavat cenné prognostické informace. Céast prace se
téZ vénovala problematice transportu glykosaminogykant do bunééného
jadra. Informace o jejim vyznamu a fyziologické Uloze téchto molekul pro
procesy zde se odehravajici jsou zatim omezené a bezesporu si

zaslouzi dalSi pozornost.
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) SUMMARY

The thesis deals with the glycophenotype analysis of normal
squamous cell epithelia, and head and neck squamous cell carcinomas.
Many research projects focus on improving patients prognosis studying
biological properties of the tumor. The alterations of carbohydrate
motives occur during cell differentiation and carcinogenesis.

Lectins are proteins that bind to specific carbohydrate structures.
Animal lectins, including human lectins, consist of five subfamilies
according to their binding specifity. Much attention is paid to the
investigation of galectins - [(-galactoside binding proteins. Their
carbohydrate recognitive function is not dependent on the presence of
Ca?* ions, contrary to the other lectin types. Galectins play important
roles in many biological processes, e.g. in adhesion, intercellular
interactions, immunomodulation, inflammation, cell growth, apoptosis,
pre-mRNA splicing. Alterations in any of these might contribute to the
malignant transformation and cancer progression.

Endogenous lectins (galectins, Langerin, Manose receptor) were
detected using immunohistochemistry, galectin-binding sites were
localized by lectin histochemistry. Reverse lectin histochemistry was
employed for the study of glycosaminoglycan binding sites. Human
(squamous cell epithelia of the oral cavity, oropharynx and larynx, oral
cavity, oropharyngeal, laryngeal and hypopharyngeal squamous cell
carcinomas including their regional lymph node metastases, corneal
epithelium, epidermis, basocelular carcinomas, trichoepithelioma were
studied. Coresponding cytochemical methods were used to study
phenotypic features in keratinocyte culture (human and porcine folicular

and interfolicular cells, FaDu — hypopharyngeal carcinoma cell line) and
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glioma cell lines. Gylocophenotypic faetures in the cells of studied
biopsies and cells lines were corelated with the imunohistochemical
profile of markers assesing proliferation potential (pKi67, ANp63a),
differentiation level (pancytokeratin, cytokeratin peptide pCK37,
cytokeratins 8, 10, 14, 19), and other molecules (E-cadherin, p-katenin,
desmoplakin-1 and -2, transferin receptor, laminin, SC 35). Expression of
the selected glycophenotypic characetristics (a2,3/2,6 N-acetyl
neuraminic acid residues and galectin-3-reactive epitopes) were
correlated with pathological (grading, keratinization, extent of the primary
tumor and lymph node metatases) and clinical (disease free and overal
surviaval rates) characteristics of the examined head and neck
squamous cell carcinomas.

The expression pattern of a2,3/2,6 N-acetyl neuraminic acid
residues of the sacharidic chains and galectin-3-reactive glycoepitopes is
dependent on the level of cell differentiation in both squamous cell
epithelias and carcinomas. Aberations N-acetyl neuraminic acid
expresion are often seen in carcinomas and might contribute to their
behavior. a2,6 Nacetyl neuraminic residues influence the accessibility of
glycoepitopes recognized by galectin-3.

The expression of galectin-3-binding represents prospective
prognostic marker in head and neck squamous cell carcinomas with
potential clinical application.

Galectin-7 is specifically expressed in squamous cell epithelia. Its
expression pattern seems to be correlated with the process of
stratification. Decreased expression in tumors originating from these
epithelia might be explained by the loss of its organization.

Ammount of Langerhans cells is reduced in basal cell cell

carcinomas compared to the untransformed epidermis. Alterations of
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their functions could participiate in the development and progession of
these tumors.

Glycobiological parameters seem to be promising tools for
assessment of biological characteristics of keratinocytes (e.g. stemm cell
phenotype, differentiation postmitotic phenotype, snescent phenotype) in
culture and in situ.

Cell nuclei harbor binding sites for anionic glycosaminoglycans.
Nuclear transport and localisation of glycosaminoglycans is cell/tissue
specific. Heparin interacts with histone proteins and could thus contribute
to the level of chromatin organization.

Employement of lectin histochemical methods seem to be very
atractive tools in the field of cell biology and cell oncology and their study
Is further warranted. Some of the glycobiological features bear the

capacity for clinical application.
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