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A) P EHLED O SOU ASNÉM STAVU PROBLEMATIKY

1. Dla dicobun né karcinomy hlavy a krku

Dla dicobun né karcinomy hlavy a krku (Head and Neck

Squamous Cell Carcinomas, HNSCC) jsou zhoubné novotvary epitel

sliznic horní ásti dýchacího a trávicího systému. Tvo í 85-90% v ech

karcinom  hlavy a krku. Ka dým rokem je celosv tov  registrováno na

500 000 nových p ípad  a p edstavují tak kolem 5% z nov

diagnostikovaných malignit (Jemal et al., 2003).

Z biologického hlediska je pro n  charakteristická zna ná lokální

agresivita, tendence k zakládání regionálních lymfatických a mén asto

vzdálených metastáz, sklon k asným lokálním a regionálním recidivám

a vysoká frekvence výskytu mnoho etných nádor . Jsou-li v as

diagnostikovány a odpovídajícím zp sobem lé eny, jsou ance na p ití

a vylé ení pom rn  vysoké. Bohu el zna ný podíl pacient  p ichází a  v

pokro ilém stádiu. Navzdory pokrok m v diagnostice a lé  v

posledních t ech dekádách nedo lo k výraznému zlep ení prognózy. A

tak i nadále pat í mezi onemocn ní s nejv í mortalitou v bec.

Navzdory diagnostickým i terapeutickým pokrok m z stává

prognóza HNSCC pacient  vá ná. Prognostické informace jsou

nezbytné pro zhodnocení a výb r optimálního lé ebného postupu s

cílem dosáhnout co nejvy í kvality ivota a nejdel ího p ití. Je nutné

zachování dostate né radikality lé by a zárove  ochrana p ed zbyte

agresivními postupy, které zhor ují funk ní výsledky (Chiesa et al.,

1999). Na prognostické markery je mo no nahlí et z r zného hlediska a

podle toho je té  klasifikovat (faktory rizikové, diagnostické, prognostické
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v u ím slova smyslu, prediktivní). Jiný náhled p edstavuje jejich d lení

na faktory týkající se pacienta a faktory popisující vlastnosti nádoru.

V sou asnosti je enormní pozornost v nována molekulárnímu

podkladu nádorových onemocn ní, v etn  HNSCC. Nové poznatky

napomáhají porozum t d m spojeným s jejich vznikem a progresí,

zp es ují informace o biologickém chování a prognóze a n které ve

svém d sledku p ispívají k zavád ní nových, efektivn ích lé ebných

postup . Hlavními studovanými parametry jsou markery

chromozomální/genové a jejich proteinové produkty (Califano et al.,

2003). V sou asnosti v ak za íná být z ejmé, e ke vzniku a progresi

zhoubných nádor  p ispívají té  kvantitativní a kvalitativní aberace

sacharidových molekul (bun ných glykokonjugát ) a je

rozpoznávajících proteinových molekul (lektin ). Na tuto doposud mén

studovanou ást bun né a nádorové biologie je zam ena tato práce.

2. Glykobiologie

Glykobiologie je jednou z nejvíce se rozvíjejících podobor

bun né biologie. Je zam ena na studium sacharid  a jejich konjugát ,

je rozpoznávajících molekul lektin , a jejich úlohy za fyziologických a

patologických stav . Pod pojem glykofenotyp m eme zahrnout soubor

glykobiologických parametr  (sacharid  a lektin ) zji ovaných

v bu kách i tkáni.

Sacharidové molekuly jsou specificky rozpoznávány adou protein

s r znými biologickými funkcemi (enzymy, protilátky, transportní proteiny

a lektiny). Lektiny jsou proteiny, které jsou schopné interagovat a vázat

sacharidové struktury, které nejsou enzymy, protilátkami i proteiny

akumulujícími volné mono- a disacharidy (transportní nebo
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chemotaktické receptory) (Gabius et al., 2002). Z funk ního hlediska je

nejd le it í sou ástí molekuly ka dého lektinu, doména rozpoznávající

sacharidy (Carbohydrate Recognition Domain, CRD), která ur uje

specificitu biologické aktivity.

Význam rostlinných lektin  pro glykobiologii spo ívá v mo nosti

ití jejich specifické vazby k vybranému typu oligosacharidu. S jejich

itím lze efektivn  zkoumat glykokonjugáty po kvalitativní i kvantitativní

stránce.

ivo né lektiny (endogenní) rozpoznávají a vá í vlastní

(endogenní) glykokonjugáty. Na základ  strukturního uspo ádání

rozli ujeme p t t íd ivo ných lektin : (1) C-lektiny, (2) I-lektiny, (3)

galektiny (d íve S-lektiny), (4) P-lektiny a (5) pentraxiny. Ka dá z rodin je

dále klasifikována do podskupin.

Galektiny jsou rodinou vývojov  vysoce konzervativních

ivo ných lektin . Pro za azení mezi galektiny musí lektin spl ovat tato

kriteria: (1) vykazovat vazebnou afinitu k -galaktosid m, (2) v CRD

obsahovat specifické konzervativní sekven ní elementy pro galektiny

charakteristické (Barondes et al., 1994). U savc  bylo doposud popsáno

trnáct len  této rodiny a klasifikováno do podrodin dle po tu a

organizace CRDs (prototypní, tandemov  se opakující a chimérní).

S galektiny se setkáváme extracelulárn  (na bun ném povrchu i

v extracelulární matrix), v bun ném jád e, v submembranosní lokalizaci

a v cytosolu. Mají charakteristiky cytoplazmatických protein . Chybí jim

signální sekre ní sekvence a k jejich extracelulárnímu transportu

dochází mechanizmy odli nými od vezikulami zprost edkované

exocytózy. K interakci galektin  s glykoligandy není na rozdíl od jiných

typ  endogenních lektin  nutná p ítomnost Ca2+ iont .
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Galektiny jsou zapojeny do r zných biologických proces

vy adujících rozpoznávání sacharidových motiv : (1) adheze bun k

(interakce bun k navzájem a interakce bun k s komponentami

extracelulární matrix), (2) regulace bun né proliferace a apoptozy, (3)

sest ih pre-mRNA, (4) úloha v imunitních procesech (Liu et al., 2002).

Langerin (CD207) obsahuje ve své struktu e jednu CRD, pomocí

které rozpoznává a vá e manosu obsahující glykokonjugáty. Nále í do

jedné z podrodin C-lektin  (manosové receptory). Jeho exprese je

charakteristická pro specifický typ dendritických bun k – Langerhansovy

bu ky, které se ú astní prezentace antigen  (Antigen Presenting Cells,

APCs) (Hunger et al., 2004).

Manosylované antigeny jsou v porovnání s nemanosylovanými

APCs prezentovány mnohem efektivn ji. P i prezentaci manosylovaných

atigen  sehrává hlavní roli manosový receptor (CD206) (Linehan et al.,

1999). S tímto C-lektinem se setkáváme u ady nematurovaných

dendritických bun k a makrofág , nikoliv v ak u Langerhansových

bun k.

Glykobiologické parametry v nádorové biologii. které

z charakteristických rys  nádorových bun k (invazivní chování,

metastatická aktivita, únik p ed imunitními mechanizmy jsou spojeny

s kvalitativními i kvantitativními odchylkami oligosacharidových

sekvencí bun ného povrchu (Dall´Olio a Chiricolo, 2001). K

nej ast ím alteracím pat í zvý ená exprese hypersialylovaných N-

vázaných oligosacharidoých et zc . Exprese 2,3/6-NeuNAc

glykoepitop  je v lidských tkáních pod vlivem onkofetální regulace

(Holíková, et al., 2002). Sialylované epitopy mohou být rozpoznávány

specifickými lektinovými receptory. NeuNAc té  vykazují maskující efekt

na rozpoznávání subtermináln  lokalizovaných galaktosových reziduí
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glykokonjugát  n kterými z galektin  (galektin-3) (Hirabayashi et al.,

2002).

ada studií té  ukazuje na vztah n kterých z lektin  k malignímu

chování rozli ných nádor . Velká pozornost je v nována p edev ím

galektin m. Obdobn  jako v netransformovaných bu kách tkání jsou

jejich aktivity rozmanité a závislé na tkáni p vodu (Danguy et al., 2002; ).

Po et prací zam ených na glykobiologické parametry
dla dicobun ných epitel  a karcinom  je v sou asnosti omezený.

Jsou u ívány techniky lektinové histochemie (zna ené rostlinné a

rekombinantní endogenní lektiny) a imunohistochemie k popisu exprese

endogenních lektin  a jimi rozpoznávaných glykoligand  (Smetana et al.,

2003).
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B) CÍLE PRÁCE

Diserta ní práce je zam ena na glykobiologické aspekty (glykofenotyp)

dla dicobun ných epitel  a karcinom  hlavy a krku, epidermis a

bun ných kultur keratinocyt . Cíle práce lze shrnout do následujících

bod :

• Stanovení exprese endogenních lektin , jejich vazebných míst
a u ití rostlinných lektin  pro hodnocení exprese jimi
rozpoznávaných glykokonjugát .

• Zhodnocení významu glykobiologických parametr  a jejich
zavedení do bun né a nádorové biologie dla dicobun ných
epitel .

C) METODIKA
1. Studované materiály

• vzorky normálních dla dicobun ných epitel  sliznic horní ásti

dýchacího a trávicího systému (dutina ústní: spodina ústní, orální

ást jazyka; orofarynx: ko en jazyka, patrová mandle; hypofarynx;

larynx: hlasivka)

• vzorky dla dicobun ných karcinom  a jejich regionálních

lymfatických metastáz (dutina ústní; orofarynx: patrová mandle,

ko en jazyka; hypofarynx; larynx)

• bu ky linie FaDu - dla dicobun ného karcinomu hypofaryngu

• dla dicobun né epitely lidské i zví ecí (prase í dosp lé a fetální)

epidermis, ko ních nádor  (basocelulárních karcinom ,

trichoepiteliom)
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• bu ky kultur lidských a prase ích folikulárních a interfolikulárních

keratinocyt

• kultury stromálních bun k kostní d en , 3T3 my ích fibroblast  a

linií gliom : Hs683, T98G, U87, U373

• bezbun ný systém: syntetické kuli ky pokryté molekulami histonu

H3

2. U ité metody a studované znaky

V práci byly vyu ívány cyto- a histochemické techniky:

• imunocyto- a imunohistochemie: slou ily k detekci p íslu ných

endogenních lektin i jiných sledovaných proteinových marker

• lektinová cyto- a histochemie - s u itím rostlinných a zna ených

endogenních lektin  slou ila k detekci jejich sacharidových ligand

odpovídající vazebným míst m pro dané sondy

• reverzní lektinová cyto- a histochemie - u ívající

neoglykokonjugáty k pr kazu endogenních vazebných míst pro

ité sacharidové znaky

Uvedené techniky byly u ity p i zpracování zmrazených ez

z odebraných biopsií a bun k tká ových kultu. Zpracování zmrazených

vzork  je doporu ováno pro lektinové histochemické studie, nebo

minimalizuje ztrátu a alterace zkoumaných sacharidových skupin

v pr hu zpracování tkání (Kannan et al., 1997). K vizualizaci

prob hlých histochemických reakcí byly u ity fluorescen ní metody pro

jejich výhodu mo nosti dvojitého a vícenásobného simultánního zna ení.

K po íta ové analýze snímaného obrazu byl u íván systém LUCIA GF

Magic 4.31, který dovoluje podrobn í zpracování získaného obrazu
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etn  m ení profilu fluorescen ních intenzit. Ke statistickému

zpracování dat bylo u ito programu STATISTICA 6.0.

V rámci imunocyto- a imunohistochemických reakcí byly studovány tyto

proteinové znaky:

• cytokeratiny: 8, 10, 14, 19, 20, cytokeratin peptid pCK 37, panel

cytokeratin  s výjimkou cytokeratinu1, 8, 18 (protilátka CK1/LP34)

• prolifera ní marker pKi67, transkrip ní faktor Np63 , splicing

faktor SC35

• 1-integrin (CD29), desmoplakiny 1 a 2, E-cadherin, -katenin,

transferinový receptor (CD71)

• endogenní lektiny: galektin-1, galektin-2, galektin-3, galektin-7,

langerin, 175 kDa-manosový receptor, heparin vá ící lektin

V rámci imunocyto- a imunohistochemických reakcí byly u ity tyto

rostlinné a rekombinantní endogenní lektiny:

• Maackia amurensis agglutinin (isolektin typ II) (MAA)

• Sambucus nigra agglutinin (SNA)

• Galektiny -1, -2, -3, -7

V rámci reverzních imunocyto- a imunohistochemických reakcí byly u ity

tyto biotinem zna ené neoglykokonjugáty:

• glykosaminoglykany (heparin, heparan-sulfát, chondroitin-sulfát,

hyaluronová kyselina, Fucus vesiculosus fukoidan)
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D) VÝSLEDKY A JEJICH ZHODNOCENÍ

1. Exprese N-acetylneuraminových epitop  ( 2,3/ 2,6–NeuNAc)
Dla dicobun né epitely:

- Na základ  studovaných proteinových a glykobiologických marker  lze

definovat normáln  se vyskytující fenotypy bun k dla dicobun ných

epitel  sliznic horní ásti dýchacího a trávicího traktu:

(1) mitoticky aktivní bu ky stratum bazale: pKi67+ Np63 + pCK37+

2,6-NeuNAc+

(2) postmitotické, termináln  diferencované bu ky suprabazálních vrstev:

CK10+ 2,3-NeuNAc+

(3) postmitotické bu ky stratum bazale (bu ky na po átku et zce

diferenciace): pCK37+ 2,3-NeuNAc+

Dla dicobun né karcinomy:

-  Exprese 2,3-NeuNAc obsahujících glykoepitop  je typická pro

morfologicky dob e vyzrálé okrsky nádor . Lze íci, e naprostá v ina

dla dicobun ných karcinom  hlavy a krku je schopna exprimovat tento

diferencia ní marker.

-  Exprese 2,6-NeuNAc obsahujících glykokonjugát  je typická pro

morfologicky mén  diferencované bu ky v nejinvazivn ích ástech

nádorových ep .

-  Ve tkáni karcinom  se vedle fenotyp  b  pozorovaných u mitoticky

aktivních bun k stratum bazale (tedy: pKi67+ Np63 + pCK37+ 2,6-

NeuNAc+) a u postmitotických, termináln  diferencovaných bun k

suprabazálních vrstev (tedy: CK10+ 2,3-NeuNAc+) setkáváme

s bu kami  s atypickým fenotypem, je  p eva ují v populaci prolifera

aktivních bun k: pCK37+ pKi67+ Np63 + 2,3-NeuNAc+ 2,6-NeuNAc+,

která je bohat  zastoupena ve tkáni lymfatických metastáz.
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-  Ve vy et ovaných verkozních karcinomech nebyla exprese 2,3/2,6-

NeuNAc epitop  zji na.

N-acetylneuraminovou kyselinu v terminálních pozicích obsahující

oligosacharidové et zce jsou b nou sou ástí p irozených

glykokonjugát  bun ného povrchu. Exprese 2,3/2,6-NeuNAc vykazuje

v ad  tkání charakter onkofetální regulace (Holíková et al., 2002).

Kvalitativní a kvantitativní aberace t chto struktur m e p ispívat k

kterými charakteristikami biologického chování HNSCC.

2. Exprese galektin-3-reaktivních glykoepitop
Dla dicobun né epitely:

-  Bu ky exprimující na svém povrchu galektin-3-reaktivní glykoepitopy

zji ujeme v suprabazálních vrstvách epitel . Je pro n  charakteristická

absence exprese jaderných protein  pKi67 a Np63 , intermediálních

filament obsahujících cytokeratin peptid 37, a naopak bohatá exprese

cytokeratinu 10.

Dla dicobun né karcinomy:

-  Ve tkáních primárních a regionáln  metastatických HNSCC byla

zji na variabilní dostupnost galektinem-3 rozpoznávaných

glykokonjugát  bun ného povrchu. Hojn  u verukozních karcinom  a

dal ích dob e diferencovaných, keratinizujících karcinomech. V

nádorech nerohov jících, patn  diferencovaných byla vzácná.

-  Exprese galektin-3-reaktivních epitop  koreluje s p ízniv ím

histopatologickým gradingem, rohov ním a absencí regionálních

lymfatických metastáz.

-   Tká ová reaktivita pro galektin-3 korelovala s ú inností standardn

ívaného lé ebného postupu. P i multiparametrové analýze
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sledovaných znak  dosahovala galektin-3-reaktivita nezávislého

prognostického vztahu k celkovému p ití i p ití bez známek relapsu

onemocn ní.

Vzhledem k definovanému vztahu mezi p ítomností galektin-3-

reaktivních epitop  a biologickým/klinicko-patologickým charakteristikám,

je mo né glykobiologické profilování za adit mezi výhledové prediktivní

prognostické markery HNSCC.

3. Galektin-7-dependentní parametry
Dla dicobun né epitely, basocelulární karcinom, trichoepiteliom,

dla dicobun né karcinomy a kultura keratinocyt :

- Exprese galektinu-7 byla detekována v bu kách v ech vrstev

dla dicobun ných epitel .

- Ve tkáních basocelulárních karcinom  nebyla exprese tohoto

endogenního lektinu pozorována. V trichoepiteliomu byla exprese

sní ena.

- Ve dla dicobun ných karcinomech hrtanu a k e byla pozorována

významná redukce exprese galektinu-7.

- V kulturách keratinocyt  byla exprese galektinu-7 pozorována ve stádiu

formace mnohovrstevných kolonií ve vy ích vrstvách mnohovrstevných

oblastí.

-  P ítomnost galektin-7-reaktivních glykoepitop  nebyla ve studovaných

tkáních a kulturách zji na.

Galektin-7 je charakteristickým galektinem vrstevnatých

dla dicobun ných epitel . Pozorovaná absence exprese galektinu-7

v jednovrstevné fázi r stu kultury keratinocyt  a epiteliálních malignitách
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e odrá et neschopnost vytvá et mnohovrstevnou strukturu typickou

pro netransformované dla dicobun né epitely (Magnaldo et al., 1998).

4. Langerin a vazba manosy
Epidermis a basocelulární karcinomy:

-  Langerin-pozitvní bu ky (Langerhansovy bu ky) byly ve zdravé k i

detekovány v oblasti epidermis. Dendritické bu ky exprimující 175 kDa-

manosový receptor byly lokalizovány v dermis. V oblasti dermo-

epidermální junkce byly v omezeném po tu pozorovány bu ky vykazující

ítomnost obou znak .

-  Langerhansovy bu ky byly pozorovány ve tkáni 2/3 studovaných

basocelulárních karcinom . Bu ky exprimující 175 kDa-manosový

receptor byly pozorovány v oblasti stroma/dermis v sousedství ep

karcinom . V 1/3 p ípad  byly detekovány Langerin-pozitivní bu ky

mimo oblast karcinom , které byly zpravidla v t sném kontaktu

s bu kami exprimujícími 175 kDa-manosový receptor.

V porovnání s netransformovanou epidermis byl ve tkáních

basocelulárních karcinom  pozorován sní ený po et Langerin-

pozitivních bun k, jako  i ektopická lokalizace. Kolokalizace signálu

bun k v oblasti dermoepidermální junkce a dermis/stromatu karcinom

pro 175 kDa-manosový receptor a Langerin poukazuje na jejich význam

v imunitních pochodech zde se odehrávajících. Jejich selhání pak m e

výrazn  ovliv ovat vznik a progresi nádorového bujení.
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5. Fenotypová charakterizace keratinocyt  vlasového folikulu,
interfolikulární epidermis a basocelulárních karcinom
-  Exprese galektinu-1 a galektin-1-reaktivních glykoepitop  je zji ována

v cytoplazm  bun k v ech vrstev interfolikulární epidermis a pochev

vlasových folikul .

-  Velikost keratinocyt  exprimujících cytokeratin 19 v oblasti „bulge“ a

cytokeratin 19-negativních bun k stratum bazale interfolikulární

epidermis byla prakticky shodná.

- Bu ky stratum bazale exprimují cytokeratin peptid 37 a keratinocyty

suprabazálních vrstev cytokeratin 10. Cytoplazmatická reaktivita

protilátky CK1/LP34 je zji ována v keratinocytech v ech vrstev

epidermis.

-  Exprese galektinu-3 a galektin-3-reaktivních glykoepitop  je omezena

na oblast bun ného povrchu keratinocyt  p edev ím suprabazálních

vrstev.

- Keratinocyty basocelulárních karcinom  vykazují cytoplazmatickou

expresi galektinu-1 i galektin-1-reaktivních glykoligand . P ítomnost

galektin-3-reaktivních glykoepitop  ve vzorcích karcinom  pozorována

nebyla.

6. Fenotypové charakteristiky kultivovaných keratinocyt
Fenotypová charakterizace folikulárních keratinocyt , interfolikulární

epidermis a basocelulárních karcinom :

-  Lidské folikulární keratinocyty p i t ídenní kultivaci vykazují bohatou

jadernou vazbu a cytoplazmatickou reaktivitu pro galektin-1. 10-30%

chto bun k exprimuje intermediární filamenta s cytokeratinem 19 a

v jád e galektin-1-reaktivní epitopy.
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-  V kultu e prase ích folikulárních keratinocyt  p stovaných v

ítomnosti 3T3 fibroblastového „feederu“ tvo í bu ky kolonie podél celé

délky vlasového folikulu. Kolonie t chto bun k jsou v porovnání

s koloniemi interfolikulárních keratinocyt  výrazn  men í.

-  Folikulární keratinocyty jednotlivých kolonií vykazují uniformní fenotyp,

ve vztahu ke galektin-1-dependentním parametr m. V p ípadech, kdy

v bu kách kolonií nebyly intranukleárn  detekovány ligandy galektinu-1,

byla prokázána jeho jaderná exprese. Exprese galektin-1-reaktivních

glykoepitop  koreluje s expresí Np63 .

-  P i kultivaci folikulárních keratinocyt  v mediu bez „feederu“ vytvá ejí

bu ky sférické útvary o 30-100 bu kách v po tu cca 3-4 na jeden

vlasový folikul. Bu ky vykazují cytoplazmatickou reaktivitu s protilátkou

CK1/LP34 a s galektinem-1. P ibli  1/3 sféroid  je tvo ena keratinocyty

s povrchovou reaktivitou s lektinem MAA a 1/2 sféroid  pak vykazuje

analogní reaktivitu s lektinem SNA. 1/3 sféroid  je schopna adherovat

k povrchu prekolonizovaném bu kami „feederu“ a dát vznik normáln

rostoucím koloniím. Po adhezi vykazují bu ky expresi Np63  a

intranukleárních galektin-1-reaktivních epitop .

Vztah fenotypu bun k blízkých kmenovým k délce kultivace a

vliv udr ování interfolikulárních keratinocyt  v suspenzi na kinetiku r stu:

-  Optimálního vycestování folikulárních keratinocyt  z do dermis

invaginovaných vlasových folikul  je dosa eno kolem 3. dne kultivace.

Bu ky v této fázi vykazují intenzivní jadernou expresi galektin-1-

reaktivních epitop . Exprese cytokeratinu 19 je zji ována u 25% a

cytokeratin peptidu 37 u cca 3/4 bun k. Exprese cytokeratin peptidu 37

je prakticky homogenní. P i dal ím prolongování kultivace (7 dní)

cytokeratin 19 pozitivních a galektin-1-jadern  reaktivních bun k ubývá.
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-  Exprese cytokeratin peptidu 37 je zji ována v naprosté v in  bun k

za podmínek krátkodobé i dlouhodobé kultivace. Keratinocyty

neexprimují cytokeratiny 10 a 20.

-  Morfologicky dlouhodob  kultivované a opakovan  pasá ované

cytokeratin 19 pozitivní bu ky vykazují známky terminální diferenciace

(keratohyalinová granula) a nez ídka té  degenerace (vakuolizace

cytoplazmy – p edev ím interfolikulární bu ky).

-  V podmínkách dlouhodobého udr ování bun k v suspenzi exprese 1-

integrinu perzistuje. Po et 1-integrin pozitivních keratinocyt  s délkou

inkubace v suspenzi klesá, ale r stový potenciál kultury p i

znovunasazení z stává nezm n.

Multiparametrová analýza kultivovaných FaDu bun k a prase ích

folikulárních keratinocyt :

-  V subkonfluentní fázi r stu kultury FaDu bu ky exprimují v ctoplazm

-katenin. Jaderná akumulace -kateninu není zji ována. Je té

sledována exprese 1-integrinových et zc . Exprese pKi67, na rozdíl

od Np63  (nebyl detekovatelný), není ovlivn na délkou kultivace.

Exprese transferinového receptoru (CD71) není pozorována. Galektin-1

je pozorován v oblasti jadérek a v extranukleolární lokalizaci, kde

kolokalizuje s expresí „splicing“ faktoru SC35 a v cytoplazm . P ítomnost

galektin-1-reaktivních glykoepitop  není zji ována. Je zji ována bohatá

exprese galektinu-2 v jádrech. Galektin-3 je detekován v oblasti jádra a

cytoplazmy, a galektin-3-reaktivní epitopy v cytoplazm . Exprese

galektinu-7 není prokazatelná.

-  V konfluentní fázi r stu jsou u FaDu bun k zji ovány znaky typické p i

vytvá ení intercelulárních kontakt  (desmoplakiny 1 a 2, E-kadherin,

membránový -katenin). S utvá ením souvislého porostu bun k mizí
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exprese cytokeratin  8 a 19, a naopak se za íná objevovat exprese

cytokeratinu 14. Bu ky exprimující cytokeratin 14 vykazují homogenní

morfologii a jsou uspo ádány do okrsk  obklopených bu kami tento

cytokeratin neexprimujících. Po et bun k exprimujících galektin-1 v jád e

a cytoplazm  s utvá ením konfluentního porostu a mnohovrstevných

oblastí klesá, naopak je prokazatelný v oblastech intercelulárních

kontakt . P ítomnost galektin-1-reaktivních glykoepitop  není zji ována.

U bun k subkonfluentních na po átku utvá ení souvislého porostu a

v oblastech s mnohovrstevným uspo ádáním je sledován galektin-2

v jád e, cytoplazm  a místech v intercelulárních kontakt . Reaktivita

galektinu-2 je pozorována v jád e i cytoplazm , p em  exprese

reaktivních epitop  klesá s délkou kultivace. Galektin-3 je zji ován

v oblastech intercelulárních kontakt . Jaderná reaktivita není v této fázi

zji ována a s formací mnohovrstevného porostu je pozorována bohatá

exprese galektin-3-reaktivních glykoligand  v oblastech utvá ení

intercelulárních kontakt .

- Prase í keratinocyty vykazují v sub- i konfluentní fázi r stu epiteloidní

morfologii jako  i citlivost ke kontaktní inhibici. Exprese galektinu-1 je

pozorována v bun ných jádrech (prominentn  v jadércích) a

perinukleární cytoplazm  v subkonfluentním a asném konfluentním

stádiu. Cytoplazmatická exprese galektinu-3 je detekována pouze u

proliferujících bun k. P ítomnost galektin-1-reaktivních ligand  v jád e a

cytoplazm  je pozorována ve stádiu subkonfluentním a na po átku

utvá ení splývajícího porostu. Bohatá exprese galektin-3-reaktivních

epitop  je op t v místech utvá ení mezibun ných kontakt  bun k na

periferii velkých kolonií v konfluentním stádiu r stu, naopak bu ky

v centru kolonií jsou areaktivní.
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Z hlediska sou asného pojetí je na nádorová onemocn ní nahlí eno jako

na onemocn ní kmenových bun k (Sell, 2004). Doposud v ak nemáme

v rukou znaky je bezpe  identifikující. Z tohoto hlediska se zdají být

slibným studie sou asn  vy et ující v í po et z potenciálních marker .

Kultivované bu ky spinocelulárního karcinomu (FaDu) exprimovaly

na po átku kultivace adu znak , které byly popsány u bun k

kmenových. V dal ím pr hu r stu kultury tyto bu ky „kmenové znaky“

ztrácely a získávaly charakter diferencovaných epitelových bun k.

7. Jaderná vazba glykosaminoglykan
-  Ve v ech bu kách zdravých i malign  transformovaných epitel  sliznic

horní ásti dýchacího a trávicího systému je zji ována specifická

jaderná vazba heparinu, kterou bylo mo né zcela inhibovat preinkubací

tkán  s nezna eným heparinem. V epidermis a z ní vycházejících

nádorech je té  zji ována jaderná vazba fukoidanu.

-  U v ech studovaných bun ných typ  (epidermální keratinocyty,

stromální bu ky kostní d en , 3T3 my í fibroblasty a linie gliom : Hs683,

U87, U373) s výjimkou linie gliomu T98G je pozorována jaderná vazba

heparinu. U T98G linie gliomu je na rozdíl od ostatních pozorována

jaderná vazba chondroitin-sulfátu. U v ech studovaných bun ných typ

s výjimkou stromálních bun k kostní d en  je zji ována jaderná vazba

fukoidanu.

-  Extrakce histon  H2A, H3 a H4 vede ke kompletní inhibici zji ovaných

jaderných interakcí.

-  U keratinocyt  je pozorována intenzivní internalizace heparinu do

bun ných jadérek bun k vytvá ejících malé kolonie. Jev není ovlivn n

idáním FGF-2.
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-  V bezbun ném systému syntetických kuli ek pokrytých molekulami

histonu H3 vede p idání zna eného heparinu k uvoln ní molekul DNA

z vazby k histonovému proteinu, a naopak navázání heparinových

molekul.

Zde prezentované výsledky ukazují na pravd podobnou existenci

odli ných transportních mechanizm i existenci odli ných vazebných

partner  glykosaminoglykan  u jednotlivých bun ných typ . Dále té

nasv ují úloze glykosaminoglykan  na ovlivn ní interakcí mezi DNA a

histony. Tyto d je by mohli sehrávat významnou úlohu v pr hu

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

Tato diserta ní práce se zaobírá n kterými z glykobiologických aspekt

dla dicobun ných epitel  sliznic horní ásti dýchacího a trávicího traktu

a k e. Zna ná ást práce byla v nována problematice endogenních

lektin , galektin  a sialylace. Informace, které jsme studiem získali, se

zdají být velmi slibné na poli bun né i nádorové biologie. Z hlediska

potenciálního klinického uplatn ní se zdá být velmi p ínosné dal í

studium galektin-dependentních parametr  ve vztahu ke kmenovým

bu kám dla dicobun ných epitel , jako  i jejich potenciálního uplatn ní

i hodnocení biologického chování nádor . Vy et ování cukerných

epitop , vedle parametr  proteinových a molekulárn  genetických, m e

na poli onkologie podávat cenné prognostické informace. ást práce se

té  v novala problematice transportu glykosaminogykan  do bun ného

jádra. Informace o jejím významu a fyziologické úloze t chto molekul pro

procesy zde se odehrávající jsou zatím omezené a bezesporu si

zaslou í dal í pozornost.
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I) 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

Ca2+ 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, Np63 ),

differentiation level (pancytokeratin, cytokeratin peptide pCK37,

cytokeratins 8, 10, 14, 19), and other molecules (E-cadherin, -katenin,

desmoplakin-1 and -2, transferin receptor, laminin, SC 35). Expression of

the selected glycophenotypic characetristics ( 2,3/2,6 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 2,3/2,6 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. 2,6 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.


