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Abstrakt

Neopomenutelnymi reprezentanty bunécnych populaci kiize, krom¢ dominantnich
keratinocytli a fibroblastli, jsou také melanocyty. Melanocyty jsou pigmentové buiiky,
jejichz primarni funkci je produkce pigmentu melaninu, ktery je dilezity pro ochranu
keratinocytt pred skodlivym ultrafialovym zafenim. Nadmérné vystaveni tomuto zareni
je rizikovym faktorem pro vznik koznich nadorti véetné maligniho melanomu kize, pti
kterém dochdzi k patologické transformaci melanocytll v buniky melanomu. Ptedlozena
disertac¢ni prace pojednava o studiu melanocytl a zamétuje se na 4 tematické okruhy
spojené zejména s jejich patologiemi. V prvnim tematickém okruhu je do souvislosti dana
zvySujici se incidence maligniho melanomu kiize se starnutim populace. Jednou z pfi¢in
se zdad byt Castéjsi vyskyt prozanétlivého ladéni tkani ve stdrnoucim organismu. Toto
ladéni ptipravuje vhodné prostredi pro vyvoj nddoru. Druhy tematicky okruh se orientuje
na nové ptistupy, které by mohly rozsifit Skalu diagnostickych metod pro ¢asnou detekci
maligniho melanomu. Prvni metodicky vyuziva detekci prozénétlivych molekul v téle
pacienta, napt. v dobé diagnozy. Bylo zjisténo, ze vyssi sérové hladiny IL-6 nebo IL-8
koreluji s nepfiznivou progndzou pacienta. Druhy pfistup se opird o moznosti detekce
nadorovych bun€k a moznosti jejich odliSeni od bunék zdravych s vyuzitim metod, jako
je povrchem zesilena Ramanova spektroskopie rozsitend o metody umélé inteligence
vyuzivajici konvolu¢nich neuronovych siti. In silico se toto spojeni vyznacuje vysokou
senzitivitou. Préace tfetiho tematického okruhu se snazi riznymi metodami o modelovani
mikroprostiedi melanomu ve 3D, a to jak v in vitro podminkéch, tak in ovo na
chorioalantoidni membrané kutete. Ctvrty tematicky okruh se zamé&fuje na mezibunéénou
komunikaci mezi malignimi buiitkami melanomu a buiikami mikroprostiedi, prevazné
nadorové-asociovanymi fibroblasty. V tomto okruhu je kladen diraz na komunikaci
zprostiedkovanou extracelularnimi vacky — exosomy. Z dosazenych dat vyplyva, ze
exosomy produkované melanomem podporuji nddorové-asociované fibroblasty a ty

zménou svych vlastnosti dale podporuji progresi nadoru.

Kli¢ova slova

Melanocyty, maligni melanom, starnuti, zanét, mikroprostfedi, nadorové-asociované

fibroblasty, sféroidy, IL-6, exosomy



Abstract

In addition to the dominant keratinocytes and fibroblasts, melanocytes are also
indispensable representatives of skin cell populations. Melanocytes are pigment cells
whose primary function is to produce the pigment melanin, which is important for
protecting keratinocytes from harmful ultraviolet radiation. Excessive exposure to this
radiation is a risk factor for the development of skin tumours, including malignant
melanoma of the skin, in which pathological transformation of melanocytes into
melanoma cells occurs. The presented thesis focuses on 4 thematic areas associated
mainly with malignant melanoma. In the first thematic area, the increasing incidence of
malignant skin melanoma is associated with the ageing of the population. One of the
reasons seems to be the more frequent occurrence of proinflammatory setting in the
ageing organism. It prepares a suitable environment for tumour development. The second
thematic area focuses on new approaches that could expand the range of diagnostic
methods for the early detection of malignant melanoma. The first approach methodically
uses the detection of proinflammatory molecules in the patient’s serum. Higher serum
levels of IL-6 and IL-8 correlate with an unfavourable patient prognosis. The second
approach is based on the possibility of detecting a tumour cell and the possibility of
distinguishing it from a healthy cell using methods such as surface-enhanced Raman
spectroscopy extended by artificial intelligence methods using convolutional neural
networks. In silico it seems to be highly sensitive. In the third thematic area there are
described various methods to model the melanoma microenvironment in 3D, in vitro or
in ovo using the chorioallantoic membrane of the chicken. The fourth thematic area
focuses on intercellular communication between malignant melanoma cells and cells of
the tumour microenvironment, predominantly cancer-associated fibroblasts. In this area,
empbhasis is placed on communication through extracellular vesicles — the exosomes. The
data showed that exosomes produced by melanoma change the biological properties of

cancer-associated fibroblasts to promote tumour progression.
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1 Uvod

Kize pfedstavuje jeden znejvétSich organt lidského téla a plni rGznorodé
fyziologické funkce. SouCasné¢ miize byt postizena i poCetnymi patologickymi stavy.
Studium biologie lidské kiize piineslo jiz v ptedchozich dekadach velmi detailni
poznatky, z nichZ mnohé maji dokonce sviij transla¢ni potencial a nalezly 1 klinické
uplatnéni. Krom¢ zdkladnich populaci lidské kiize, epidermélnich keratinocytii a
dermaélnich fibroblasti, kiizi spoluvytvaieji dalsi, takzvané minoritni, buné¢né populace.
Jednou z nich jsou i melanocyty, jejichz biologie je néplni predkladané disertacni prace.

Melanocyty jsou bunky vyvojové vychdzejici zbunék neurdlni liSty. Za
embryonalniho vyvoje jejich prekurzory migruji do mist svého urceni, napt. epidermis
kaze. Fyziologicky zde pak zajistuji tvorbu pigmentu melaninu, kterd je realizovana
v organelach zvanych melanosomy. Tento pigment nasledné pfedavaji svymi vybézky
okolnim keratinocytlim, a vytvareji tak funkcni jednotku (tzv. Epidermal Melanin Unit).
Melanocyt tak pfedavanym melaninem pfispiva k ochrané jejich jadra pfed nadmérnou
expozici ultrafialovému zafeni a néaslednému poskozeni integrity genetické informace
DNA. Nadmérné ozateni totiz predstavuje zakladni rizikovy faktor pro neoplastickou
transformaci epidermalnich keratinocyti a vznik epidermalnich karcinomu, velmi
béZnych zhoubnych nadort, které postihuji lidskou populaci. Mimo to ale ultrafialové
zateni miiZze poSkozovat i samu populaci melanocyti, a zvySuje tak riziko vzniku koZniho
nadoru — maligniho melanomu. Toto maligni onemocnéni ptedstavuje jeden
z nejagresivnéjsich koznich nadori, jehoZ incidence v populaci stoupa. Casna detekce
primarniho loZiska maligniho melanomu muiZe byt pro pacienta zisadni, protoze
umoziuje dosaZeni plné kurativniho efektu prosttednictvim chirurgické 1é¢by. Problém
nadale ale ptfedstavuje Casto rychla progrese nddorového onemocnéni, kdy nddorové
buniky invaduji lokdln€¢ a posléze pak 1 migruji do vzdalenéjSich mist krevnim ¢i
lymfatickym feciStém, coz vede k tvorbé metastaz.

Klicovym faktorem podilejicim se naregulaci invazivniho chovani nadoru je
nadorové mikroprostiedi. Pro bunky a struktury spoluvytvartejici naddor, ale odlisné od
maligné transformované nadorové populace, se historicky vzil v patologii termin stroma.
Stromatu byly pfisuzovany v star§ich dobach spiSe jen podplirné a nutritivni funkce.
V nov¢jSim konceptu je pfiznavan stromatu vyznamny podil na formovéani pravé

komplexniho mikroprosttedi, které miZe vyznamné ovlivnit i maligni populaci.
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Jednou z hlavnich bunécénych populaci tohoto nadorového mikroprostiedi jsou
nadorové-asociované fibroblasty, které jsou dilezitymi producenty slozek extracelularni
matrix a mnoha biologicky aktivnich, zejména prozanétlivych, faktorti. Interakce a
mezibunécnad komunikace mezi nadorovymi a stromalnimi bunkami je pak zasadni pro
vyvoj nadoru. Proto byly pravé mechanismy mikroprostredi a jejich vliv na melanocyty
klicovym piistupem a objektem zajmu pii vyzkumné préaci vedouci k sepsani predkladané

disertacni prace.
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2 Literarni piehled

2.1 Kiize, struktura a vyvoj

Ktze, integumentum commune, je krycim orgénem tvofici rozhrani mezi vnitinim
prostfedim téla a vn&jSim prostfedim; pisobi tedy primarné jako ochrana téla pred
nezadoucimi vlivy z okoli (Roger et al. 2019). Krom¢ vytvaieni mechanické ochranné
bariéry se klize ucastni i termoregulace, a to prostfednictvim ¢innosti ekrinnich potnich
zlaz a regulaci prutoku krve v koznim cévnim fecisti (Ritti¢ and Fisher 2015). Za zminku
stoji 1jeji dalsi funkce, napt. metabolické jako je tvorba vitaminu D (Mostafa and Hegazy
2013), sekrecni a exkreéni funkce, nebo kozni ¢iti. Vyznamny je obecné i jeji esteticky a
psychosocialni aspekt.

Kize je v uz8im slova smyslu tvofena dvéma hlavnimi vrstvami — epidermis a
dermis. Tyto hlavni vrstvy kiize volngji doplnuje jesté hloubé&ji ulozené podkozni tukové

vazivo (tzv. hypodermis) (Obr. 1).

Pilus (vlas, chlup)

Sebaceozni

Volna nervova Zlaza

zakonéeni |
Baz%lni = N - 4 — EPIDERMIS
lamina = i

Merkelovy disky

Meissnerova =" — DERMIS

téliska

— HYPODERMIS

vl v folikul
Vater-Paciniho téliska as::vy ‘.: -
Vlasova papilla

Krevni a
lymfatické cévy

Senzitivni nervy Ruffiniho télisko

o v

Obr. 1 Schématické znazornéni Fezu kuzi. Kuze se sklada ze tii vrstev: epidermis, dermis a hypodermis.
Kiize obsahuje rizné typy bun€k (zejména keratinocyty, fibroblasty, melanocyty, buiiky imunitniho
systému), rozdilné senzorické receptory a kozni adnexa (napf. vlasy, mazové a potni zlazy). Epidermis
pusobi jako ochranna bariéra pied vnéjs§imi nezadoucimi vlivy. Dermis pfedstavuje podptirnou vrstvu kvili
bohaté extracelularni matrix a zajistuje také vyzivu diky pfitomnym krevnim a lymfatickym cévam
(pfevzato a upraveno dle Chamcheu et al. 2019).
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Epidermis, pokozka, je povrchovou vrstvou obsahujici pfevazné keratinocyty, které
ve vrstvach epidermis postupné dosahuji riznych stadii diferenciace (Brettmann and de
Guzman Strong 2018). Epidermis je ektodermového pivodu. Kromé ptevazujicich
keratinocytl pak nalezneme v pokozce i pigmentové buiikky melanocyty (viz kapitola 2.2),
antigen prezentujici Langerhansovy buiiky nebo Merkelovy buiiky (Tobin 2017). Tyto
minoritni populace ale vznikaji v jinych zarode¢nych listech a strukturach a do epidermis
se dostavaji az sekundarné. Histologicky piedstavuje epidermis rohovéjici
mnohovrstevny dlazdicovy epitel. Ten se déli podle stratifikace na nejhloubéji pti bazalni
membrané ulozené stratum basale, nad nim smérem k povrchu nésleduje stratum
spinosum, stratum granulosum a pln¢ keratinizované stratum corneum (Obr. 2). Stratum
lucidum je patrno jen na tlustém typu kiZe (tj. akraln€) a nachdzi se na hranici stratum

granulosum a stratum corneum (Sadler 2011).

STRATUM CORNEUM

STRATUM GRANULOSUM

—EPIDERMIS

STRATUM SPINOSUM

STRATUM BASALE _
= BAZALNi MEMBRANA

DERMIS

Obr. 2 Stratifikace epidermis na histologickém preparatu. Epidermis je histologicky rohovéjicim
mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem, ktery je délen na stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum a stratum corneum. Fotografie byla poskytnuta Dermatovenerologickou klinikou 1. LF UK a
VEN. Sipka — adhezni bunééné spoje desmozomy mezi polygonalnimi keratinocyty ve stratum spinosum;
prazdny trojuhelnik — keratohyalinova granula keratinocyti ve stratum granulosum.

Dermis je definovana jako podpiirna vazivova vrstva kize nachazejici se pod bazalni

membranou epidermis. Z pohledu embryondlniho vyvoje ma mezenchym formujici
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budouci dermis v riznych ¢astech téla odliSny ptivod. V oblasti zad je dermis derivatem
dermatomul somitli, v pfedni a boc¢ni oblasti trupu nebo na koncetindch pochazi dermis
z lateralni ploténky mezodermu a v oblasti hlavy je plivodem z bun¢k neuralni listy
(Sadler 2011).

Podle struktury Ize dermis rovnéz délit do vrstev. Jeji povrchova vrstva (stratum
papillare) vybiha proti epidermis v papilach, zatimco jeji hlubsi a kompaktnéjsi vrstva
(stratum reticulare) dava kiizi mechanickou podporu (Obr. 3) (Cole et al. 2018). Dermis
je slozena z acelularnich kolagennich a elastickych fibril a dale pak z bunék — zejména
fibroblastli, v mensim rozsahu ale i z rezidentnich, ¢i migrujicich bun¢k imunitniho
systému (napf. histiocyty, makrofagy, CD4+ a CD8+ T lymfocyty).

Fibroblasty dynamicky syntetizuji, organizuji, ale i odbourdvaji extracelularni matrix
(anglicky: Extracelullar Matrix; ECM). U&astni se nejen fyziologickych procesti, jako je
kontinudlni obnova struktury dermis, ale i reparace po ztratovém zranéni, tedy hojeni ran.
Fibroblasty jsou pfimo zdrojem, ¢i se alespon spolutcastni nékterych patologickych
procest, jakymi jsou abnormdlni hojeni (napf. hypertrofické jizvy), fibrotizujici
onemocnéni (napi. sklerodermie) ¢i nadory, kde v mikroprostiedi nddoru funguji jako
nadorové-asociované fibroblasty (anglicky: Cancer-associated fibroblasts; CAF)
(Wlaschek et al. 2021).

V kontextu struktury kiiZze je nutno zminit také adnexalni struktury, jako jsou potni
zlazy a pilosebacedzni jednotky. V dermis jsou pfitomné i1 krevni a lymfatické cévy,
nervova zakonceni a specializovana téliska (Tobin 2017; Chambers and Vukmanovic-
Stejic 2020).

Kuze se v pribéhu nejen prenatalniho, ale 1 postnatalniho vyvoje dramaticky méni.
Starnuti kiZe neni jen chronologicky fenomén. Jde o komplexni proces, pfi némz hraji
roli intrinsické (endogenni) i extrinsické (exogenni) faktory, které podnécuji zhorSenou
fyziologickou funkci a kompromituji 1 strukturni integritu kiaze. Pravé morfologické a

funk¢ni aspekty starnuti se velmi vyznamné dotykaji tématu predkladané doktorské teze.

2.1.1 Endogenni faktory ovliviiujici starnuti kiize

Ve starnouci kiZi dochazi strukturalné jednak k numerickému ubytku bunék, ale také
ke ztratdm objemu ECM v disledku snizeni jejich biosyntetické vykonnosti. To je déle
akcentovano 1 relativnim narGstem aktivity ECM degradujicich enzymt (Robert et al.
2009). Navic se castéji objevuje zmenSovani podilu elastinu, fragmentace vlaknité

struktury ECM, coz ztézuje rozprostieni fibroblastl (Cole et al. 2018). U starnouci klize
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dochazi nejen ke ztenovani vrstev, predevsim epidermis, v disledku numerické atrofie
keratinocytt, ale typicky dochazi k zmensené hydrataci, tedy k poklesu podilu vody v
epidermis. Kiize je xeroticka, zménéné mechanické vlastnosti se vyznacuji i zménou
textury a povrchového reliéfu (tj. ¢etnéjSimi vraskami) (Chambers and Vukmanovic-
Stejic 2020).

Starnuti kize je funkéné také vyznamné spjato i s bunécnou senescenci. Pred vice
nez pulstoletim byl v bunécéné biologii etablovan pojem ,,bunécné senescence® pro stav,
ve kterém se bunka ocitd, kdyz jiz nema kapacitu se dale délit (Narita and Lowe 2005).
Tento limitovany replikacni potencidl byl prvné popsan in vitro na primarnich lidskych
fibroblastech v podminkach tkanovych kultur a byva tedy uvadén s odkazem na svého
objevitele a popularizatora této problematiky také jako Hayflickiv limit (Hayflick and
Moorhead 1961). Bunécna senescence pozorovand Hayflickem a Moorheadem (1961)
byla pozdéji vysvétlena mechanisticky jako dasledek dramatického zkraceni, ¢i uplné
ztraty chromozomalnich telomer pii nedostate¢né (¢i zcela chybéjici) endogenni
telomerdzové aktivité (Mufoz-Espin and Serrano 2014). Tento model lze s urcitou
nadsazkou interpretovat jako interni asomiru buiiky.

V dnesni dobé je ale jiz znamo, ze fenomén bunécéné senescence mize byt navozen i
nékolika dalSimi intrinsickymi mechanismy. Mezi né patii blokada bunécného cyklu
prostfednictvim inhibitorti cyklin dependentnich kindz a znamych tumor-supresorovych
genl jako je napt. pl6™K* (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A4; viz CDKN2A4),
p21"" (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 14) a p27°"! (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1B). DalSim zodpovédnym faktorem miize byt produkce prozanétlivych ¢i
jinych tkan degradujicich faktort navazujicich na poSkozeni tkané (Mufioz-Espin and
Serrano 2014; Vicente et al. 2016). Senescence tedy v téchto piipadech sehrava roli
urcitého obecného funkéniho modulu chovéni, ktery je aktivovan v kontextu abnormalni
situace vedouci k poskozeni buiiky. Toto chovani dava buitkdm Sanci dokoncit reparativni
procesy, a zajistit tak integritu zejména dédi¢né informace. Pokud ale reparace neni
mozna, bude bunka eliminovana apoptézou, nebo alesponn vyfazena z proliferace
navozenou senescenci. Nebude tak dochédzet ke kumulativnimu zvySovani mutacéni zatéze
ve tkani. V epidermis a dalSich rychle se obnovujicich strukturach jsou posSkozené bunky
kontinualn€ odstraiiovany pii procesu diferenciace. Selhani takové eliminace mize
zasadn€ usnadnit rozvoj nékterych patologii veetn€ malignich nadort.

Bez ohledu na konkrétni proces vedouci buiikky do senescence je jejich vysledné

biologické chovani v obecnych rysech obdobné. Navozené komplexni zmény tohoto typu
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je optimdlni popisovat vice parametry. Velkou vypovédni hodnotu pro tcely komparace
ma komplexni analyza sekretomu bunc¢k za normalnich podminek a po dosazeni ¢i
navozeni senescence. Ustanoveny specificky sekretom senescentni builky byva
oznacovan jako sekreCni fenotyp asociovany se senescenci (anglicky: Senescent-
Associated Secretory Phenotype; SASP) (Campisi 2005).

Dosazeni senescence neovliviiuje pouze samotnou senescentni buniku, ale bude mit
dopad i na celou tkan, ve které k této zméné dochazi. SASP umoznuje buitkam
parakrinnimi prostiedky komunikovat s okolim, a ovliviiovat tak funkéné sousedici
bunky. Za urcitych podminek mtize jeden bunéény typ navodit senescenci v sousednich
bunkach prostfednictvim sekrece cytokintli, chemokint a ristovych faktora (Acosta et al.
2013).

Senescenci podléhaji obé majoritni bunééné populace kiiZze, keratinocyty a
fibroblasty, coz vede k morfologicky napadnym zménam. Velmi akcentované zmeény na
ktzi jsou pak ptitomny u vzacnych syndromii akcelerovaného starnuti, jako je progerie
(syndrom Hutchinson-Gilford) (Dreesen 2020). Senescence ale postihuje i minoritni

buné&éné typy véetné melanocytt, které pak exprimuji p16V5#

, maji dysfunkéni telomery
a snizuje se u nich HMGBI1 (High Mobility Group Box-1), jehoz nizké hladina je
povazovana za dal$i znak bunécné senescence. Kromé toho senescentni melanocyty
ovlivituji svym SASP i sousedici keratinocyty a zpisobuji 1 u nich dysfunkci telomer
vedouci k nizké proliferaci a posléze k atrofii epidermis (Victorelli et al. 2019). Wang et
al. (2014) popisuje, Ze senescenci u lidskych melanocyti mtze navodit také IFN-y
(Interferon-y), coz je mechanisticky vysvétleno nasledné zvySenou expresi proteinu p21.
Navic melanocyty po dlouhodobém vystaveni IFN-y také masivné produkuji cytokin IL-
6 (Interleukin-6), ktery je jednim z kli¢ovych faktordt SASP (Wang et al. 2014).

Proces starnuti kize byva ovlivnén i nerovnovadhou mezi endogennim vznikem a
inaktivaci reaktivnich forem kysliku (anglicky: Reactive Oxygen Species; ROS) a jinych
volnych radikalti vznikajicich pfi zdkladnim oxidativné-fosforylacnim metabolismu
kazdé buiiky. K tomu mize dochazet zvySenou mérou u mitochondrialniho oxidativniho
stresu, ktery se objevuje zejména u lidi ve véku nad 60 let (Lu et al. 1999). Antioxidacni
enzymy jsou zodpovédné za bezpecné odstranovani ROS 1 zmirnéni jejich Skodlivych
ucinki. Jednim z hlavnich antioxidac¢nich enzymt je superoxid dismutdza 2 (anglicky:
Superoxide Dismutase 2; SOD2). Neptitomnost SOD2 u mys$iho modelu zptisobila

sniZzenou aktivitu mitochondrialniho komplexu II vedouci k poskozeni jaderné DNA a
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nasledné i k navozeni senescence. Apoptoza pritom v epidermis nebyla indukovana. Toto
pozorovani ilustruje, jak se mitochondrialni oxidativni stres spolu s buné¢nou senescenci
podili na starnuti kiize (Velarde et al. 2012).

V tomto ptipadé spolehlivé odliSeni podilu vlivu endogenné vznikajicich a exogenné
ptichazejicich ROS neni snadné, tudiz v biologickych systémech neni lehko stanovitelna

hranice mezi vlivy exogennimi a endogennimi.
2.1.2 Exogenni faktory ovlivijici starnuti kiize

Za zménami ve struktuie a fyziologickych funkcich kiize stoji 1 cela fada exogennich
faktord. Zpravidla se uvadi vlivy fyzikalni, pochéazejici ze zevniho prostiedi (napft. rizné
typy zareni), vlivy chemické jako jsou reaktivni kyslikové radikdly ¢i chemické
environmentalni polutanty, ale i nékteré vlivy biologické. Pfi analyze je pak nutno
zohlednit i klinicky relevantni vlivy behavioralni, napt. koufeni, alimentarni navyky a
nezdrava zivotosprava (Strnadova et al. 2019; publikace II).

Pro karcinogenezi v kontextu ktze je ale zcela zdsadnim faktorem ultrafialové
(anglicky: Ultraviolet; UV) zateni. Pravé tento faktor je epidemiologicky nejvyznamné;jsi
pfi¢inou pro vznik koZnich malignit véetné maligniho melanomu klze (blize kapitola
2.3), a proto bude tato kapitola zaméfena zejména na faktor UV zafeni.

UV zafeni se déli na spektralni pasma dle vinovych délek, a sice na UVA (315400
nm), UVB (280-315 nm) a UVC (100-280 nm). Slunecni zafeni dopadajici na zemsky
povrch sestavd dominantné z UVA (90-95 %) a UVB paprski (5-10 %), zatimco
ptirozené UVC je zvelké Casti absorbovano ozénovou vrstvou atmosféry (Obr. 3)
(Amaro-Ortiz et al. 2014; Sample and He 2018). UV paprsky dopadaji na kizi v priabéhu
celého Zivota jednotlivee, byt kumulace davky nepodléha linearnimu modelu (Karagas et
al. 2007). Pfi excesivni expozici ale mize dojit k urychleni starnuti a tento vysledny
strukturdlni a funk¢ni efekt oznacujeme jako photoageing (Yaar and Gilchrest 2007).

Ptirozené 1 akcentované starnuti zplsobené UV zidfenim ovliviiuje tedy nejen
povrchovou epidermis, ale také hlubsi vrstvu dermis. Tyto dva aspekty od sebe nelze
oddélit a v prabehu jednotlivych krokti vedoucich ke vzniku zhoubného nadoru sehrava
aktinické poskozeni urcitou roli.

UVB mulze zpusobit piimé poskozeni deoxyribonukleové kyseliny (anglicky:
Deoxyribonucleic Acid; DNA) v buiikach epidermis. UVA penetruje hloubéji az do

dermis a zvySuje zde ROS, které nepfimo mohou také vyvoldvat DNA mutagenezi,
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zaroven v dermis dochézi i ke strukturdlnimu poSkozeni vedoucimu naptiklad az k solarni

elastolyze elastinovych vlaken (Amaro-Ortiz et al. 2014).

B ATMOSFERA

= EPIDERMIS

- DERMIS

Obr. 3 Vliv UV zireni na kizi. UV zéfeni dopadajici na kiizi je pfevazné slozeno ze spektralnich oblasti
UVA a UVB. UVC je absorbovano ozonovou vrstvou atmosféry. UVB dosahuje hlavné epidermis kize.
Rizikem pii nadmérném vystaveni UVB je spaleni kiize a nasledné piimé poskozeni DNA. UVA penetruje
az do dermis, zvysuje riziko ROS a oxidativniho stresu vedouci k DNA mutagenezi a predCasnému starnuti
ktze (Amaro-Ortiz et al. 2014). Fotografie byla poskytnuta Dermatovenerologickou klinikou 1. LF UK a
VFN. Pa — stratum papillare; Re — stratum reticulare; prazdny trojuhelnik — melanocyt; Sipka — jemna
extracelularni matrix ve stratum papillare; plny trojuhelnik — hrubé kolagenni snopce ve stratum reticulare.

V dermis dochazi k degradaci kolagenu a jinych proteinit ECM vyvolané zvysenou
aktivitou matrix metaloproteindz (anglicky: Matrix Metalloproteinase; MMP) (Quan et
al. 2009). Zda se, ze aktivita tkdnovych inhibitori matrix metaloproteindz (anglicky:
Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase; TIMP) je ve starnouci kizi nizsi, jako bylo
objeveno v ptipadé¢ TIMP1 (Hornebeck 2003). Recentné¢ provedend genova analyza

potvrdila, Ze vystaveni lidskych dermélnich fibroblastii UVB zafeni navozuje sniZenou
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expresi gend pro kolagen COL1A41 (Collagen Type I Alpha 1 Chain), COL1A2 (Collagen
Type I Alpha 2 Chain), COL3A1 (Collagen Type III Alpha I Chain) a zvySenou expresi
MMP (napt. MMP9, MMPI0 nebo MMP3), nicméné¢ aktivita TIMP vykazovala
nejednotné trendy. Exprimovany T/MP3 byl zde downregulovan, naopak geny TIMPI,
TIMP2 a TIMP4 byly upregulovany. Témito extrinsickymi vlivy inspirovany model
starnuti naznacuje, ze TIMP reagovaly spiSe na zvysujici se aktivitu MMP nez na UVB
zafeni (Lago and Puzzi 2019).

Souhrnné vzato, vlivy prostiedi jako je pravé UV zaieni, ROS, chemické polutanty
a dalsi skodliviny zptsobuji funkéni vycerpani ochrannych mechanismt danych spravnou
funkci antioxidacnich enzymt. To vede ve vysledku také k poskozeni DNA a nasledné i
k tkanové reakci spojené se sekreci prozanétlivych faktori produkovanych buiikami kiize
(jako je tomu u SASP). Zanétlivé prostiedi stimuluje translaci dalSich proteind, napf.
ruznych MMP zpisobujicich degradaci ECM (Pillai et al. 2005).

Je tedy zfejmé, ze exogenné zapfi¢inéné poskozeni kiize vyvoldva zmény
reflektované na endogenni trovni, a jak jiz bylo zminéno, nelze tak tyto faktory od sebe

jednoduse v biologickych systémech odd¢lit.

2.2 Melanocyty za fyziologickych podminek

2.2.1 Vyvoj melanocytii

U obratlovct existuje velké mnozstvi raznych typt bunék produkujicich pigmenty
(Schartl et al. 2016). Pro potfeby humanni morfologie a fyziologie je ale kli¢ovym
bunécnym predstavitelem tohoto typu melanocyt. Melanocyty jsou pigmentové buiiky,
které se nachazi v pokozce ve stratum basale. Pigmentové bunky nalézdme ale 1 v tunica
vasculosa oka, vnitinim uchu, mozkovych obalech nebo srdci. Pro vyvojové biology
pfedstavuje vyvoj melanocytll zajimavy model, ktery vysvétluje pozoruhodné Sirokou
distribuci tohoto bunééného typu v lidském téle.

U savcil pochdzi melanocyty z multipotentnich kmenovych bunék neuralni listy.
Nejprve se bipotentni progenitor melanoblastii a gliovych bun€k vyznacuje pozitivitou
pro SOX10 (SRY-Box Transcription Factor 10) (Mort et al. 2015). Po uzavieni neuralni
trubice (spojenim neurdlnich vald) tato progenitorova populace projde nejprve epitelove-
mezenchymovym piechodem (anglicky: Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT),
¢imz se uvolni z neuralnich vald, a posléze migruje vyvijejicim se embryem. V oblasti

hlavy dochazi k EMT jesté pied uzavienim neurélni trubice. Pii migraci odliSujeme dva
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sméry. Po migraci ventralni cestou dava progenitorova populace vzniknout napiiklad
nékterym slozkam periferniho nervového systému. Druhou moznosti je pak migrace
dorzolateralni cestou vedouci ke vzniku melanoblastii (Silver and Pavan 2006). V kiizi
tyto buiikky pronikaji dermis, osidluji stratum basale epidermis a tvofi prekurzory
melanocytil (Qiu et al. 2019).

Neékteré melanocyty si zachovavaji v cilové tkani také svij charakter nizce
diferencovanych kmenovych bunék, ty se nalézaji v rozsifeném segmentu zevni kofenové
epitelové pochvy vlasového folikulu oznacované jako ,,bulge*. Zde piitomna populace
kmenovych bunék melanocytii (anglicky: Melanocyte Stem Cells; MelSC) vytvari
rezervu schopnou sebeobnovy, ktera je Cerpana ve fazi anagenu rastového cyklu
vlasovych folikul. Tyto melanocyty jsou pak zodpovédné za barvu vlast a ochlupeni
(Joshi et al. 2019). Starnutim ztraci MelSC svoji schopnost sebeobnovy a vlasy postupné
Sedivi (Wang et al. 2016). Zatimco MelSC ve vlasovém folikulu vykazuji zna¢nou
plasticitu — v pfipad¢ ztratového poskozeni epidermis muize z vlasovych folikuld
dochazet i k repopulaci epidermis a nasledné repigmentaci (Obr. 4), napf. pti vitiligu (Cui
et al. 1991; Yardman-Frank and Fisher 2021) — melanocyty v epidermis jsou vysoce
diferencovanou populaci bunék, které v ptipad¢ jednotlivé se vyskytujicich bunék ve
stratum basale proliferuji pouze vyjimecné, a jsou tak stabilnimi dlouho zijicimi buitkami
(Cichorek et al. 2013; Casalou et al. 2022).

Nicméné existuje i studie popisujici moznou diferenciaci melanocytli z dermalnich
prekurzord, konkrétné dermalnich kmenovych bun€k izolovanych z novorozeneckych
predkozek a kultivovanych v nediferencovaném stavu. Tyto buiikky exprimovaly znaky
bun¢k neurdlni liSty (napf. nestin). In vitro vykazovaly dermalni kmenové buiky
multipotentni charakter, které bylo mozno diferencovat v jiné bunécné typy, napt. buiiky
hladké svaloviny, adipocyty nebo pravé melanocyty. V kontextu rekonstrukce kize se
tyto melanocyty usidlily pfi bazdlni membrané, byly pigmentované a exprimovaly
nasledné 1 typické znaky pro melanocyty. To naznacuje, Ze by mohl existovat 1 jiny zdroj

pro epidermalni melanocyty, nez jsou MelSC ve vlasovych folikulech (Li et al. 2010).
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Obr. 4 Rezervoar kmenovych bunék melanocyti v kizi. MelSC osidluji rozsifeny segment zevni
kofenové pochvy vlasového folikulu zvany bulge. V piipadé potieby perifolikularni repigmentace, napf.
v dusledku ztratového poskozeni epidermis nebo pii vitiligu, se ¢ast klidovych MelSC a melanoblasti
v bulge aktivuje a migruje do oblasti nad tento segment. V tomto misté dochazi k dalsi diferenciaci a
migraci smérem do periferni epidermis, kde nasledné dochazi k repigmentaci (pfevzato a upraveno dle
Yardman-Frank and Fisher (2021).

Popsana velké schopnost tohoto bunééného typu udrzovat si kmenové charakteristiky
spojované s nizkym stupném diferenciace a déale pozoruhodnd schopnost migrovat,
mohou byt divodem, pro¢ se melanocyty po neoplastické transformaci v buiky
maligniho melanomu chovaji tak agresivng, jsou schopny odolévat terapii a také snadno

metastazuji (Mort et al. 2015).

2.2.2 Melanogeneze

Melanocyty tvoii piiblizné 4 % bunécné populace v bazalni vrstvé epidermis a svymi
dendritickymi vybézky dosahuji do Urovné stratum spinosum. Jeden melanocyt je
obklopen zhruba 36 keratinocyty a dohromady tvofi epidermalni melaninovou jednotku
(Fitzpatrick and Breathnach 1963; Quevedo 1972; Seiberg 2001; Nordlund 2007). Svymi
vybézky predavaji keratinocytim pigment melanin ve formé zralych melanosomt, které
v cytoplazmé jako S$tit chrani jadra keratinocytli a pohlcuji energii dopadajicich fotona

UV zateni (Obr. 5) (Seiberg 2001).
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Obr. 5 Pigmentové buiiky kuZe. Na hranici mezi epidermis a dermis se nachdzi bazalni membrana, na
kterou nasedaji pigmentové buiiky kize — melanocyty. Melanocyty predavaji okolnim keratinocytim
v epidermis pigment melanin, ktery chrani jejich jadra pfed UV zafenim. Fotografie byla poskytnuta
Dermatovenerologickou klinikou 1. LF UK a VFN. Bild Sipka — pigment melanin chranici jadro
keratinocytu; plny trojuhelnik — melanocyt.

Melanin se u ¢loveka v klizi prirozené vyskytuje v nékolika forméach — hnédocerny
eumelanin, Zlutocerveny feomelanin ¢i smiseny melanin. V lidském téle je dale pritomen
1 chemicky pfibuzny pigment, neuromelanin, syntetizovany v substantia nigra sttedniho
mozku (mesencephalon), ktery je ale funkéné velmi odlisny (Mort et al. 2015; Slominski
et al. 2004; Zecca et al. 2001). U lidi se v kazi nejcastéji vyskytuje eumelanin, proto bude
s ohledem na jeho funkéni vyznam popsana melanogeneze pravé této formy melaninu.

Pribéh melanogeneze je mozné délit podle fazi tvorby organel melanosomi, ve
kterych je pigment uloZen (Obr. 6). Tyto vacky se do jisté miry podobaji lysozomim.
Prvni fazi (I) vzniku eumelanosomil predstavuji membranou ohranicené vezikuly zatim
postradajici pigment, ale obsahujici jiz v lumen zaklady proteinovych fibril. Tyto
proteinové fibrily jsou zcela dotvotfeny ve stadiu II a melanosom se pak vyznacuje
elipsoidnim tvarem. V této fazi za€ina také syntéza eumelaninu. Ve stadiu III a IV se
eumelanosom obohacuje o elektrondenzni melanin, ktery se postupné ukladé na fibrilach
az do uplného zaplnéni lumen organely (Raposo and Marks 2007; D’Alba and Shawkey
2019). Hlavni strukturalni slozkou fibril je protein Pmell7 (Premelanosome Protein; téZ
gp100), ktery obsahuje opakujici se sekvence aminokyselin prolinu/serinu/threoninu, tzv.
RPT doménu (Bissig et al. 2016). Delece této domény vede k neschopnosti tvofit fibrily
a zamezuje rozpoznani Pmell7 monoklonalni protilatkou uzivanou pii bézn¢ diagnostice

pod oznacenim HMB45 (Hoashi et al. 2010). Dalsi kriticky vyznamny protein pro
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strukturni zrani melanosomu je vedle Pmell7 i Melan-A (oznacovany také jako MART-

1 - Melanoma Antigen Recognized by T-Cells 1) (Yamaguchi et al. 2007).
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Obr. 6 Zrani melanosomi. Obrazek z imunoelektronové mikroskopie odhaluje stadia zrani melanosomd.
Ve stadiu I se v membranové ohrani¢enych vaccich objevuji zéklady proteinovych fibril dominantné

tvofenych z Pmell7. Ve stadiu II proteinové fibrily dortstaji. Ve stadiu Il a IV dochazi k syntéze melaninu,
ktery postupné vyplituje lumen melanosomu (pfevzato a upraveno dle Raposo et al. 2001).

-

Biochemicka syntéza eumelaninu je nékolikastupiiovy proces a za¢ina pireménou L-
tyrosinu na dopachinon prostfednictvim enzymu tyrosinazy (anglicky: Tyrosinase; TYR).
Mezistupném  této  pfemény je  3,4-dihydroxyfenylalanin  (anglicky:  3,4-
dihydroxyphenylalanine; L-DOPA). Dopachinon je nasledné¢ pfeménén na
leukodopachrom, poté na dopachrom a v disledku oxidaéné-redukénich reakci na
meziprodukty 5,6-dihydroxyindol (anglicky: 5,6-dihydroxyindole; DHI) a 5,6-
dihydroxyindol-2-karboxylovou kyselinu (anglicky: 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic
acid; DHICA). DHI a DHICA polymerizuji a vytvaii hnédocerny eumelanin. Kromé
TYR hraji diilezitou roli v tomto procesu 1 dal§i dva enzymy: tyrosinaze piibuzny protein
1 (anglicky: Tyrosinase-Related Protein 1; TYRP1) a dopachrom tautomeraza (anglicky:
Dopachrome Tautomerase; DCT nebo TYRP2) (Obr. 7) (Hearing and Jiménez 1987;
Slominski et al. 2004; Yamaguchi et al. 2010). Pfitomnost téchto proteinl je velmi
specificka pro melanocyty a miZe tedy byt chapana jako jejich velmi specificky

fenotypovy znak vyuZitelny i diagnosticky.

30



L-TYROSIN

DOPACHINON
- cystein

LEUKODOPACHROM

DOPACHROM DCT (TYRP2)

TYR TYRP1/TYR

Indol-5,6-chinon-2-
karboxylovd kyselina

Indol-5,6-chinon

Obr. 7 Syntéza eumelaninu. Schéma znazoriiuje nékolikastupnovy proces pfemény L-tyrosinu na
hnédocerny pigment eumelanin. V pfipadé, Ze je pfitomen cystein a cystin-glutamatovy transporter
(anglicky: Cystine/Glutamate Transporter; xCT), z dopachinonu mize vzniknout pfes benzothiazinové
meziprodukty ZlutoCerveny feomelanin (pfevzato a upraveno dle Zhang et al. 2018).

Biogeneze melanosoml a syntéza melaninu je kli¢ové regulovana transkripénim
faktorem MITF (Melanocyte Inducing Transcription Factor) (Vachtenheim and
Borovansky 2010). Kromé toho svou roli v produkci melaninu hraje 1 hodnota pH. Bylo
dokézano, Ze neutralni pH je optimalni pro efektivni melanogenezi a naopak nizké kyselé
pH sniZzuje aktivitu enzymu TYR, a tudiZ i produkci melaninu (Ancans et al. 2001).
Dalsimi klinicky relevantnimi stimuly ovliviiujicimi pigmentaci mohou byt naptiklad
extrinsicky faktor UV zafeni nebo intrinsicky faktor, jako je probihajici zanét (Videira et
al. 2013).

UV zifeni je dileZitym regulacnim faktorem melanogeneze a nasledné ziskané
pigmentace. UVB zafeni zahajuje soubor déji vedouci k ,,zpozdénému/neptimému
opaleni (z anglického delayed tanning), které trva dny az tydny (Yardman-Frank and
Fisher 2021). Na tomto procesu se podili onkogen p53 (Tumour protein P53), jehoz
aktivita je v disledku UVB zafeni zvySena, a to pfimo vede k transkripci genu
proopiomelanokortinu v keratinocytech (Cui et al. 2007; Park et al. 2009). Jednim
z moznych aktivnich produktti tohoto polypeptidu je po sestfihu a-melanocyty stimulujici
hormon (anglicky: a-Melanocyte Stimulating Hormone; a-MSH), ktery zintenziviiuje

syntézu melaninu (Yamaguchi et al. 2007; Videira et al. 2013). Bylo zjisténo, ze pfi
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inaktivaci tumor-supresorového genu p53 u mysi nedochéazi k opéleni ktize (Cui et al.
2007), které je povazovano za adaptivni odpoveéd’ kiize na DNA poskozeni zpisobené
UV zatfenim (Videira et al. 2013). U starSich jedinct mize, v disledku kumulativniho
pusobeni davek UVB zéfeni, dochdzet k fokalni hyperpigmentaci zptiisobené¢ akumulaci
melaninu v cytoplazmé keratinocyti v podobé¢ tzv. lentigo solaris (Imokawa 2019).

I kratkodoba nadlimitni expozice UVB zafeni mize zpusobit spaleni kiize, klinicky
odpovidajici dermatitis solaris. Akutni poskozeni kiize se projevuje zCervenanim, bolesti,
nekdy az tvorbou puchyit, ¢i dokonce nekrozou keratinocytl. Klinicky tedy napliuje
Celsovy' znaky zanétu (Scott et al. 2004). Dochazi pii ni skute¢né k akumulaci
imunitnich bunék, které produkuji celou fadu zanétlivych proteini a zptsobuji kozni
zanét (Hossain et al. 2021; Ansary et al. 2021). V kizi vystavené nadmérné soldrni radiaci
vznikaji ve velkém mnoZstvi také ROS (Mittal et al. 2014), které aktivuji signalni kaskady
v keratinocytech a fibroblastech vedouci také ke zvySené expresi zanétlivych molekul,
napft. cytokinid (Ansary et al. 2021). Parakrinni produkce téchto proteinti dvéma hlavnimi
bunéénymi populacemi kize je dalSim faktorem ovliviiuyjicim melanogenezi
v melanocytech (Obr. 8) (Fu et al. 2020). ZvySend hladina ROS a tedy ve vysledku
bunééného stresu mize byt také spousté¢em nekterych koznich autoimunitnich
onemocnéni, napt. vitiliga, které se vyznacuje autoimunitné podmin€nou ztratou
melanocyti a naslednou depigmentaci postizené ¢asti kize (Bergqvist and Ezzedine
2020). Bylo zjisténo, ze prave u vitiliga dochézi k elevaci hladin cytokind IL-6, IL-17
(Interleukin-17) nebo TNF (Tumor Necrosis Factor) (Yang et al. 2018). Tyto faktory 1ze
monitorovat i v periferni krvi (Tomaszewska et al. 2020). Skala relevantnich molekul

ovliviiyjicich pigmentaci klize je ale velmi Sirokd (review Fu et al. 2020).

'Aulus Cornelius Celsus (25 pi. n. 1. =50 n. 1.)
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Obr. 8 Zanétlivé faktory ovliviiujici melanogenezi. Faktory produkované dvéma nejvétsimi bunéénymi
populacemi kiize — keratinocyty v epidermis a fibroblasty v dermis — parakrinné ovlivituji melanogenezi v
melanocytech. Keratinocyty stimuluji melanogenezi sekreci proteind, jako jsou IL-18 (Interleukin-18), IL-
33 (Interleukin-33), GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), PGE2
(Prostaglandin E2) a PGF2 (Prostaglandin F2), naopak ji inhibuji produkci TNF, IL-1a (Interleukin-1a) a
IL-6. Fibroblasty podporuji melanogenezi sekreci 1L-33, PGE2 a PGF2. Inhibice melanogeneze je
stimulovana, ze strany fibroblastt, produkci TNF a IL-6. Obrazky byly staZzeny z obrazkové banky Servier
Medical Art image bank zdarma dostupné na smart.servier.com. Servier Medical Art podléha licenci
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. Schéma vychazi z review Fu et al. (2020) a je
upraveno pro potieby této doktorské prace autorkou.

2.2.3 Identifikace melanocytii in situ na molekuldarni uirovni

Identifikace melanocytu na trovni svételné mikroskopie v zakladnim histologickém
barveni technikou hematoxylin-eosin na tkanovém fezu je jist€¢ mozna, ale pro potieby
patologické diagnostiky a dale i1 pro potfeby vyzkumné price je takova detekce
nedostate¢né spolehlivd. Vyznamné rozSifeni moZnosti studia melanocyti a
melanocytarnich patologii pfineslo rutinni vyuzivani imunohistochemie a v pozd¢;jsi dobé
1 molekuldrnich metod jako napftiklad in situ hybridizace.

Na molekularni Grovni jsou melanocyty v epidermis identifikovany dle nékolika
znaki (Tab. 1). Tyto geny a jejich proteinové produkty se objevuji primarné pii vyvoji
melanocytil nebo jejich melanogenezi. Bohuzel, ani tyto pokrocilé techniky zpravidla
neumozni identifikaci melanocytu ¢i jeho prekurzorii zaloZenou na jediném markeru. Pro

udrzeni dostatecné senzitivity a specificity byva tedy pro diagnostické aplikace Casto

uzivéana paralelné kombinace nékolika (Casto 2—3) protilatek.
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Pozitivni znaky pro melanocyty
epidermis (v abecednim poradi)

Bcel-2

DOPA

KIT (seu c-Kit nebo CD117)

Melan-A (seu MART-1)

MITF-M

Pmell7 (seu gpl00 nebo HMB-45)

8100 protein

SOX10

TYR

TYRPI

TYRP2 (DCT)

Tab. 1 Specifické antigeny melanocyti epidermis. Tabulka shrnuje abecedné sefazené proteiny, pro které
jsou melanocyty v epidermis pozitivni. Na jejich zakladé 1ze melanocyty identifikovat na molekularni
urovni, a rozeznat je tak od jinych populaci bunék (pfevzato a upraveno dle Passeron et al. 2007).

Genova rodina Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) je obecné schopna regulovat propustnost
vngj$i mitochondridlni membrany. Tvofi ji jak proapoptické tak antiapoptické proteiny.
Proapoptické faktory, napt. Bax (BCL2 Associated X, Apoptosis regulator), Bak (BCL2
Antagonist/Killer), zvySuji propustnost mitochondridlni membrany vedouci k vylou¢eni
cytochromu C z mitochondrie, coZ je prvotni krok v pribéhu programované bunécné
smrti. Cytochrom C utvafi multiproteinovy komplex apoptosom (Eberle and Hossini
2008). Oproti tomu antiapoptické proteiny jako jsou Bcl-2 nebo Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large), inhibuji proapoptické faktory a v ptipadé¢ melanocytl reguluji
jejich preziti (Opferman and Kothari 2018), jak bylo zjisténo i na experimentech s Bc/2
null mysi, které vykazovaly ztratu pigmentace a dramatickou redukci kmenové populace
melanocyti (Mak et al. 2006). Podobn¢ bylo pozorovano i vymizeni folikuldrnich
melanocytll u bcl-27~ mysi, u kterych byla biochemicky detekovéana ztrata 60-70 %
melaninu v druhém vlasovém cyklu po depilaci (Yamamura et al. 1996).

Proto-onkogen KIT (KIT Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine kinase, téz CDI117
nebo c-Kit) kéduje tyrosinkindzovy receptor. Ligand, ktery se na tento receptor vaze, je
SCF (Stem Cell Factor). Po navazani tohoto cytokinu na KIT dochazi k fosforylaci

mnoha intracelularnich proteint, které hraji roli v proliferaci, diferenciaci, migraci nebo
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v hematopoéze a melanogenezi (Pham et al. 2020). Interakce KIT a SCF je potiebna pro
pfeziti melanocytl pfi migraci v dermis, ale 1 v zevni epitelové pochvé vlasového folikulu
(Yoshida et al. 2001). Exon 10 u Kit kdéduje transmembranovou doménu tohoto proteinu.
Vyftazeni tohoto exonu, s vyuzitim inducibilniho knock-out systému Cre-/oxP (Kim et al.
2018), se u mysi fenotypoveé projevuje bilymi skvrnami na srsti a redukci poctu
melanoblastli v raném vyvoji (Aoki et al. 2015).

S100 proteiny zahrnuji Sirokou $kalu nizkomolekularnich Ca** vazajicich proteint
s rozmanitou funkci, jako jsou regulace proliferace, diferenciace, transkripce, apoptdzy,
Ca?" homeostazi aj. (Eckert et al. 2004; Donato et al. 2012). Konkrétné zastupce této
rodiny, S100B (S700 Calcium Binding Protein B), je pozitivnim znakem pro melanocyty
a je diagnostickym markerem i pro koZni melanom (Shrestha et al. 1998). Podobn¢ i
S100A (S100 Calcium Binding Protein A) je znakem s vysokou senzitivitou pro
melanocyty a buiiky maligniho melanomu, ale jeho pouziti pfi diagnostice je znacné
nespecifické (Xia et al. 2016). Nutno zminit, ze S100 protein je pfitomen i u dalsi
epidermalni bunécéné populace a sice Langerhansovych bun¢k; navic se nachazi i u mnoha
jinych bunénych typii zejména piivodem z bun€k neuralni listy jako u Schwannovych
bun¢k a astrocytll nebo v oblasti hlavy a krku u chondrocytt ¢i adipocytd (Boni et al.
1997; Donato et al. 2012). Pravé s astrocyty se poji vyzkum na mysich, u nichz je vytazen
gen pro S100B, ktery naznauje, ze normalni hladiny tohoto proteinu snizuji riziko
epileptickych zachvati (Dyck et al. 2002). Ptfi chemickém podrazdéni kiize, napft.
hydrochinonem a kyselinou retinovou (latky pouzivajici se klinicky pro 1é¢bu
hyperpigmentaci), se zvysuje intracelularni i extraceluldrni hladina S100B. Caste¢né
potlaceni (tzv. knock-down) aktivity tohoto genu u kultivovanych melanocyti vede
k jejich apoptoze. Vysledky naznacuji, ze by zvySend exprese S100B mohla byt
kompenzacni reakci pro ochranu melanocytl pfed cytotoxicitou (Cheong et al. 2014).

S100 je jednim z bézn¢ uzivanych znakt pii diagnostice melanomu. Ocenovana je
zejména vysoka senzitivita dostupnych protilatek. Pii hodnoceni 60 cytologickych vzorki
od 58 pacientli s metastatickym malignim melanomem byl protein S100 pozitivni v 87 %
ptipadl. Dokonce i pfi absenci dvou dalSich typickych znakl pro melanocyty a maligni
melanom — Pmell7 (HMB-45) a Melan-A (MART-1) — byl S100 ptitomny v 73 %
ptipadi. S100 se tak dd povazovat za vysoce uziteCny diagnosticky marker maligniho
melanomu (Erdag et al. 2013), zejména je-1i uzivan v kombinaci s dalSimi znaky.

DOPA, TYR, TYRP1, TYRP2, Pmell7 a Melan-A jsou proteiny jiz zminé€né pfi

melanogenezi a zrani melanosomil. Knock-out genu 7yrp2 u mysi sniZzuje obsah melaninu
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v chlupech a barva srsti je nevyraznd, nicméné viabilita primarnich melanocytl je
zachovana a nebyly zaznamenany zmény v distribuci TYR nebo TYRP1 (Guyonneau et
al. 2004). Inaktivace genu Pmell7 (Pmel”") u mysi nenarusuje viabilitu ani fertilitu, ale
dochazi u nich ke snizeni eumelaninu v chlupech oproti wild-type mySim a zaroven
melanocyty obsahuji vice sférické melanosomy. Pmell7 je tak dilezitym faktorem pro
epidermalni pigmentaci (Hellstrom et al. 2011). Obdobné vysledky jsou pozorovany u
mysi s vyfazenym genem pro Melan-A. Mysi s touto deficienci maji deformované
melanosomy a dochazi u nich opét ke ztraté¢ pigmentu v kiizi a srsti (Aydin et al. 2012).
MITF reguluje transkripci tii hlavnich enzyml melanogeneze — TYR, TYRPI1 a
TYRP2 (D’Mello et al. 2016) a objevuje se v nékolika isoformach s riznym tkanovym
expresnim profilem. Jeho M-isoforma (MITF-M) je exprimovéana vyhradné u melanocytl
(Fuse et al. 1996; Nguyen and Fisher 2019) a je zdsadnim reguldtorem nejen vyvoje,
proliferace a pieziti melanocytu, ale 1 produkce melaninu (Vachtenheim and Borovansky
2010). Mutace vtomto genu zpusobuje jednu z forem Waardenburgova syndromu
projevujiciho se ztratou sluchu a defektem v pigmentaci (Tassabehji et al. 1994). Bylo
zjisténo, ze exprese MITF je ptimo ovliviiovdna navdzanim SOX10 a PAX3 (Paired Box

3) na jeho promotor (Bondurand et al. 2000).

2.3 Maligni melanom kiiZe a jeho fenotyp

2.3.1 Charakteristika a etiopatogeneze

Maligni melanom je jedno z nejzhoubnéjSich nddorovych onemocnéni, které vznika
neoplastickou proliferaci transformovanych melanocytl. VSeobecn€ zndmym rizikovym
faktorem pro vznik melanomu je expozice UV zafeni a zejména pak Cetnost spaleni kiize
v pritbéhu détstvi a dospivani (Gandini et al. 2005; Leonardi et al. 2018). Predpoklada se
totiz, ze kumulace davky zafeni v tomto ohledu neni plné linearni (Karagas et al. 2007).
UV zafeni tak nadale ziistava nejrizikovéj$im mutagenem i s odstupem dekad po probehlé
expozici.

Na UV zéfeni poskozujici DNA odpovidaji koZni keratinocyty produkci a-MSH.
Tento hormon je vazéan na receptor MC1R (Melanocortin 1 Receptor) na melanocytech,
coZ vyvolava uvolnéni melaninu, ktery tvofi ochranny §tit pfed dalSim poskozenim
bunéénych jader. Nedostatecné reparacni mechanismy a genotoxicky efekt UV zateni
mohou zplsobit nekontrolovatelny rist a d€leni bun€k, které vyusti az ve vyvoj

melanomu.
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Rizikové faktory u maligniho melanomu zohlediiované v klinické dermatoonkologii
jsou fototyp ktize, genetickd predispozice, stav imunitniho systému, rodinnd anamnéza,
pocet atypickych melanocytarnich névii a samoziejmé zvysujici se vék (Marks 2000;
Abdel-Malek et al. 2000; Hawkes et al. 2016; Leonardi et al. 2018).

Podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) byl v posledni hodnocené
dekade, tj. obdobi 2009-2018, pozorovan nejvyraznéjsi vzestup celkové incidence
onkologickych diagn6z pravé u zhoubného melanomu kiize, u kterého byla zaznamenana
priimérna roéni procentualni zména jako narist o 3,5 %?2. I piestoZze incidence maligniho
melanomu v Ceské republice (Obr. 9) i celosvétové stale stoupa, mortalita zistava

priblizné stabilni (Obr. 9).
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*https://www.uzis.cz/res/f/008352/novotvary2018
3Zdroj dat mortality: od roku 1994 Cesky statisticky Gfad
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Vyrazny je pocet nové diagnostikovanych novotvari u muzské populace nad 70 let,
kdy kifivka nabird strmé rostouci tendenci (Obr. 10). Divodi miize byt nékolik.
Historickou pfi¢inou mohlo byt Castéjsi vystaveni téchto pacientl slunci pfi praci ve
venkovnim prostfedi, ale 1 ve volnocCasovych aktivitach, a to v obdobi, kdy nebyla
propagovana uc¢inna fotoprotekce. Fotoprotekce se stala prfedmétem medicinsky
relevantni osvéty teprve piiblizné na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti (Ma and Yoo
2021). V soucasné dobé se jevi i nadale jako priméarni divod nizs$i ochota muzské
populace pouzivat fotoprotektivné piisobici dermokosmetiku, tedy s ochrannym faktorem
proti slunci (anglicky: Sun Protection Factor; SPF) a nebo podstupovat pravidelné
preventivni prohlidky u dermatologt (Smalley 2018; Raimondi et al. 2020).

Dal$im divodem odliSnosti postizeni pacienti podle pohlavi miZze byt
z tfyziologického hlediska 1 niz$i hladina hormonu estrogenu, nez se vyskytuje u Zen.
Autofi studie z roku 2018 (Natale et al. 2018) totiz poukézali na fakt, ze receptor GPER
(G protein-coupled Estrogen Receptor) na bunkach melanomu je aktivovan pravé
estrogenem, ktery spousti signalizaci prostfednictvim protein kindzy A. Pfes dalsi
komponenty signalni drahy jako je CREB (CAMP Responsive Element Binding Protein
1) a MITF dochazi k aktivaci gent dulezitych pro diferenciaci melanocytii, zvySenou
produkci melaninu, snizenou proliferacni aktivitu nebo depleci c-Myc (MYC Proto-
Oncogene). Deplece tohoto proteinu méa na svédomi dal§i vyznamné déje v butice:
hypofosforylaci RB (Retinoblastoma) proteinu (pozastaveni bunéc¢ného cyklu a
transkripce), zvySenou expresi HLA (Human Leukocyte Antigen) proteind a sniZzeny
vyskyt PD-L1 (Programmed Cell Death-1 Ligand I). To vSechno nasledné zlepSuje
odpovéd’ pacienta s malignim melanomem na 1é¢bu (Natale et al. 2018). GPER a
»Klasické estrogenové receptory o a B byly hodnoceny také u melanomu vyskytujicim
se v téhotenstvi oproti melanomu u neté¢hotnych Zen a muzl. Bylo zjiSténo, Ze pfi
pozitivnim nalezu GPER je v 95 % ptipadl pozitivné detekovan 1 estrogenovy receptor
3. Tato dvoji pozitivni exprese je spojena s priznivej$i progndzou — nizsi byva hodnota
Breslowa (viz kapitola 2.3.2) a mitoticka aktivita, naopak vyssi byva zanétliva celulizace,
tedy infiltrace peritumoralnich lymfocytli (Fabian et al. 2017). Snizend exprese
estrogenového receptoru B je nalezena u progresivngjSich melanomii invadujicich

hloubéji do dermis (Schmidt et al. 2006).
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2.3.2 Klasifikace a diagnostika

Maligni melanom je mozno vhumdénni patologii déle rozdélit dle umisténi
primarniho loziska na kozni maligni melanom (zastoupeny dale nckolika klinickymi
variantami), slizni¢ni melanom a uvealni melanom (Rabbie et al. 2019). V ramci této
disertacni prace bude pozornost vénovana malignimu melanomu kize, okuldrni a
slizni¢ni forma vykazuje klinicky i1 biologicky totiz v mnoha aspektech velmi odliSnou
problematiku.

V dermatologii pouzivana klinick4 klasifikace (Stork et al. 2013) kozniho maligniho
melanomu utilitarn€ umoziuje popisovat 4 zakladni klinické varianty:

1) lentigo maligna melanom,

2) superficialn¢ se Sifici melanom,
3) nodularni melanom,

4) akrolentiginézni melanom.

Klinicky pon¢kud vzacnéjsi variantou melanomu je lentigo maligna melanom
vznikajici v loZisku lentigo maligna. Tato 1éze slozena z dysplastickych melanocyti je
chapana jako jeho prekanceréza (Iznardo et al. 2020). Lentigo maligna je klinicky
nepravidelné pigmentované makul6zni lozisko rizné velikosti, které se nachazi hlavné na
sluncem exponovanych c¢astech kiize, jakymi jsou oblicej a krk (Ward et al. 2017).
Typicky se vyskytuje zejména v séniu a pomalu progreduje v ¢ase. Tato varianta tedy
umoznuje nahlizet na melanom prizmatem klasické vicekrokové postupné karcinogeneze.

Dv¢ dalsi, klinicky nejcastéj$i, varianty, pfedstavuji spiSe nez zcela svébytné
jednotky dvé mozné morfologické faze riistu maligniho melanomu. Tyto varianty mohou
vznikat tzv. de novo na kizi bez ptedchozi 1éze typu prekancerdzy, ale mohou vychézet i
z transformace pigmentovych névi, at’ jiz kongenitalnich, tak ziskanych. Prave toto téma
malignizace melanocytarniho névu je klinicky velmi ozehavym problémem, se kterym se
poji moznosti v€asné detekce suspektnich 1ézi pomoci epiluminiscen¢ni dermatoskopie
(Argenyi 1997). Pfes nepopiratelny pokrok a zejména digitalizaci a automatizaci téchto
diagnostickych prostfedki ziistava i nadale definitivni diagnostika melanomu na Grovni
histologické.

Superficidlné¢ se Sifici melanom piedstavuje inicidlné tenkou 1ézi. Ve fazi
horizontalniho (synonymum: radialniho) rtistu dochazi nejprve v epidermis (tedy in situ)
k proliferaci atypickych melanocyti tvoficich atypickd hnizda. Maligni melanocyty

mohou migrovat do vysSich vrstev epidermis (tzv. pagetoidni $ifeni (Masterpol et al.
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2013)) a do dermalnich struktur vzdalenych od mista priméarniho vyskytu melanocytt pfi
bazéalni membrané. Pro klinické posouzeni a odliSeni suspektnich 1ézi vyzadujicich dalsi
verifikaci se klinicky pouziva algoritmus oznacovany akronymem ABCDE (slozeny
z pocatecnich pismen jednotlivych kategorii — anglicky: Asymmetry, Border, Color,
Diameter, Evolving) (Friedman et al. 1985; Abbasi et al. 2004).

U nékterych nadorti zaznamendvame zejména fazi vertikélniho riistu, melanocyty
rychle invaduji do dermis, kde se dale mnozi. Vznikajici nador tak ¢asn¢ klinicky nabyva
charakter nodularni, tedy vyvysené 1éze (Stork et al. 2013; Ward et al. 2017). U nékterych
melanomt je dokumentovana i velmi dlouha pfedpoklddana doba pozvolné horizontalni
doby ristu (i roky), po které teprve dojde k nastupu vertikalni ristové aktivity. Takové
léze pak byvaji oznacovany jako tzv. sekundarné noduldrni (Krajsova 2018). Striktni
odliSovani téchto dvou variant tedy neni biologicky opodstatnéné, ale mé nepopiratelnou
klinickou hodnotu. Az vyklenovani nad povrch okolni kliize upoutdva pozornost a ve
vysledku mize tedy zkreslovat anamnestickou informaci o celkovém trvani procesu.

Posledni varianta, tzv. akrolentigindzni melanom, mé vyssi incidenci na akrech,
postihuje pfevazné plosky, dlan¢ a subungudlni (podnehtové) partie. Tato kategorie je
definovéna spise distribucné, tedy anatomickou lokalizaci. Klinicky a biologicky se ale
také ponckud odliSuje od ptfedchozich variant, neziidka zcela pozbyva schopnost
produkovat melanin a jevi se tedy jako tzv. amelanoticky melanom (Stork et al. 2013;
Basurto-Lozada et al. 2021).

Na histopatologické urovni existuje velké mnozstvi variant maligniho melanomu.
K histologickému popisu rozsahu invaze melanomu byla vyuZzivana Clarkova klasifikace
(Tab. 2), ktera morfologicky hodnoti proristani nadoru vrstvami ktize (Clark 1967; Clark
etal. 1969). Tento piistup je mozno dosti dobie aplikovat i na rutinné€ barveném tkanovém
fezu a historicky byl velmi cennym pokusem o urovani progndzy na zakladé pokrocilosti
nadoru. Nicméng je tento utilitarni ptistup zatizen ur¢itou mirou subjektivniho hodnoceni
struktur patologem, dale je pak tuto diskrétn¢ definovanou stratifikaci obtizné statisticky
hodnotit, napf. pro potieby analyzy piezivani pacientd.

Z toho ditvodu byl o néco pozdé€ji navrzen metricky hodnoceny parametr (index)
metodicky popsany Breslowem. Tato hodnota (tzv. Breslow; vyjadiena v milimetrech,
s pfesnosti na desetinu mm) znamena perpendikuldrné ur¢enou vzdalenost nejhloubéji
ulozené nadorové struktury od stratum granulosum (Breslow 1970). Tento udaj se
klinicky velmi dobie osvédcil jako jednoduchy a soucasné€ i spolehlivy prognosticky

biomarker, jehoZ vys$si hodnota odraZi riziko biologicky neptiznivého vyvoje onemocnéni
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(Stork et al. 2013). Nicméné v praxi je doposud Clarkova klasifikace ¢asto uvadéna
spole¢né s hodnotou podle Breslowa, ¢imz je mozné pro klinika zvysit komplementarné

vypovidaci hodnotu téchto parametrt a invazi dat do vztahu ke struktufe okolni ktize.

Klasifikace dle Clarka Stadium
Intraepidermalni vyskyt I
Vyskyt ve stratum papillare dermis II
Nador zasahuje k papilarné-retikularnimu prechodu 11
Vyskyt ve stratum reticulare dermis v
Vyskyt v podkoZzni tukové tkani A%

Tab. 2 Klasifikace maligniho melanomu dle Clarka. Tabulka popisuje histologickou klasifikaci
melanomu dle hloubky invaze vrstvami kize (pfevzato a upraveno dle Hasney et al. 2008).

Americky vybor proti rakoviné (anglicky: American Joint Committee on Cancer;
AJCC) v posledni publikované tzv. TNM klasifikaci pro popis melanomu doporucuje tzv.
zakladni popisnou charakteristiku nadorti (Balch et al. 2009, 7. vydani; Gershenwald et
al. 2017, 8. vydani; Keung and Gershenwald 2018, ptehled dulezitych zmén v 8. vydani
oproti 7. vydani). V tomto konceptu parametr T popisuje velikost nadoru a stav
povrchové ulcerace, parametr N postizeni uzlin a parametr M pfitomnost vzdalenych
metastaz a hladinu laktatdehydrogenazy (anglicky: Lactate Dehydrogenase; LDH) v séru
(Keung and Gershenwald 2018). Tato klasifikace rozdé€luje melanomy do 4 klinicko-
patologickych stadii, kdy 1ze stru¢né fict, Ze stadia I a II popisuji riizné pokrocilé faze
lokalizovaného onemocnéni, stddium III oznacuje postiZzeni lymfatickych uzlin a stadium
IV znamend vyskyt vzdalenych metastaz. Stadium 0 oznacuje melanom in situ (Clark I)
(Stork et al. 2013; Gershenwald et al. 2017).

Pro potfeby rutinni klinické onkologie jsou vSak zminéné klinicko-patologické
klasifikace ¢asto nedostacujici (Yang et al. 2020). Vyzadovany jsou stale se zptesiujici
indikatory, biomarkery, které mohou v klinické praxi identifikovat napiiklad vice
ohroZené pacienty, ¢i pacienty reagujici pfiznivé na nékterou lécebnou modalitu.
Zavedeni téchto biomarkert do praxe by umoznilo zlepsit prognozu pacientt.

Jednim z ptiklada takovychto postupii aplikovanych v souc¢asnosti mize byt v€asné
ureni genetického profilu melanomu a jeho molekuldrné cilend 1écba. Piedpokladem
takovéto stratifikace pacientl je znalost spektra mutaci, které se u maligniho melanomu

vyskytuji. Nejcasteji jsou mutace na velkych souborech pacientl identifikovany v genech
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BRAF (B-Raf Proto-Oncogene), NF-1 (Neurofibromin 1) a genové rodin€¢ RAS (Rat
Sarcoma gene) — zde je nejCastéjsi mutace v genu NRAS (Neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog). Ctvrtou skupinu piedstavuje tzv. triple-wild type, u kterych jsou
nalezeny wildtype (nemutovan¢) formy gentt BRAF, NRAS a KIT (Rebecca et al. 2020).

Za zminku stoji i fakt, Ze geny s vysokou penetranci a predispozici pro vznik
melanomu vyznamné kontroluji bunéény cyklus. Jsou jimi CDKN2A (Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 24) a ARF na stejné chromozomalnim oblasti 9p21, ale lisici se v prvnim
exonu, nebo CDK4 (Cyclin Dependent Kinase 4) (Pho et al. 2006).

Je zajimavé, Ze piestoze morfologicky patologie typizuje napiiklad néadory
vychazejici z oka a z kiize do jedné kategorie souhrnné¢ uvadéné jako ,,melanom®, je pii
mutacni analyze zjevné, ze molekuldrné jsou tato onemocnéni diametralné odli$na.
Uvedlni melanom totiZ vykazuje somatické mutace nejcastéji v genech GNAQ (G protein
Subunit Alpha Q) a GNAII (G protein Subunit Alpha 11) (Tang et al. 2016). N¢ekteré
mechanismy ale slizniéni melanomy a kozni melanomy pfesto sdileji. Klinicko-
patologickd studie naznacuje, Ze zvySena exprese c-KIT se objevuje u pacientek
s melanomem vulvy a mohlo by se jednat o prognosticky faktor tohoto typu melanomu
(Heinzelmann-Schwarz et al. 2014).

Dalsi mozné genové mutace, které stoji za rizikem vzniku maligniho melanomu,

shrnuje obrazek 11 (Bertrand et al. 2020).
O Bez mutace . Casté mutace Vzicné mutace . Velmi vzicné mutace
Nizké riziko Mirné riziko Vysoke riziko
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Obr. 11 Mapa interakci mezi geny vyskytujici se v biologii melanocyti, které jsou spjaté s rizikem
vzniku maligniho melanomu. Kazdy kruh reprezentuje jeden gen a kazda cara pak pfimou (fyzickou)
nebo nepfimou (funkéni) vazbu mezi proteiny, které jsou kodovany témito geny. Zelene: geny s velmi
vzacnymi muta¢nimi variantami spojenymi s vysokym rizikem vzniku maligniho melanomu; modre: geny
se vzacnymi variantami spjaté s mirnym rizikem vzniku maligniho melanomu; cervené: geny s Castymi
variantami asociované s nizkym rizikem vzniku maligniho melanomu; bile: geny zapojené v biologii
melanocytd, které nevykazuji znamou mutaéni variantu asociovanou s malignim melanomem. Za zminku
stoji, Ze levy klastr shromazd'uje hlavné geny melanogeneze, a pravy klastr pak geny bunééného cyklu,
kontrolniho mechanismu délky telomer a geny pro opravy DNA (pievzato a upraveno dle Bertrand et al.
2020).

2.3.3 Deregulace hlavnich signdlnich drah vedouci k vyvoji maligniho
melanomu

Maligni melanom vznikd vétSinou na podkladé mnoha ziskanych somatickych
genetickych zmén. Hereditarni faktory mohou v tomto procesu sehravat roli, ale klinicky
vyznam tohoto aspektu je v soucasnosti omezeny. Zpravidla jsou poskozeny geny
zakladnich bunéénych procest, jako je proliferace, riist a metabolismus, apoptoza,
kontrola bunécného cyklu nebo replikace. Tyto genové mutace vedou u melanomu
k aberantni aktivaci dvou hlavnich signalnich drah: mitogenem aktivované
proteinkindzy/extraceluldrnim signdlem regulované proteinkindzy (anglicky: Mitogen-
Activated Protein Kinase/Extracelullar signal-Regulated Kinase; MAPK/ERK) a
fosfoinositol-3-kinazy (anglicky: Phosphoinositol-3-Kinase, PI3K) (Leonardi et al.
2018).

MAPK/ERK signdlni drdha (Obr. 12) je aktivovana ristovymi a stresovymi faktory,
hormony nebo cytokiny, které se vazi s membranovym tyrosinkindzovym receptorem
(anglicky: Tyrosine Kinase Receptor; RTK). Po vazbé dojde k ptfeneseni signdlu na
adaptorovy protein GRB2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2) interagujici
s faktory GEF (Guanosine Exchange Factor), ptevazng s faktorem SOS (Son Of
Sevenless). Tim je zajiSténa aktivace malé GTPazy RAS navéazané na cytoplazmatické
membrané (Buday and Downward 1993; Aronheim et al. 1994). Ta nasledné aktivuje
protein z proteinové rodiny RAF (napt. BRAF). RAF fosforyluje mitogenem aktivovanou
proteinkinazu kinazu (anglicky: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase; MEK) na
serinovych zbytcich. Fosforylovany MEK aktivuje serin/threoninovou kinazu ERK
fosforylaci motivu threonin-kyselina glutamova-tyrosin. Fosforylovand ERK ptsobi
v cytoplazmé nebo pronika do jadra a reguluje genovou expresi vice jak 50 gent pievazné
zodpovédnych za bunéény rast, déleni a diferenciaci. Tento mechanisticky diagram ma

nékteré klinicky relevantni implikace. Pfikladem zmény v MAPK signélni draze je BRAF
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mutace, kdy je nejcastéji valin (V) substituovan za kyselinu glutamovou (E) na kodonu
600 — BRAF""E. Méné &asté jsou substituce za lysin (BRAF"%°%) nebo arginin
(BRAF"R) Takto mutovany BRAF vyznamné zvysuje aktivitu BRAF kinazy a
nekontrolované spousti dalsi kroky této drahy, coz vede k nadmérné proliferaci
neoplastickych bun¢k a k progresi nadoru (Eroglu and Ribas 2016; Aasen et al. 2019;
Czarnecka et al. 2020). Vysoka aktivita BRAF se zdala byt tedy vhodnym terapeutickym
cilem u vhodné¢ mutovaného maligniho melanomu. Zlomem v lé€bé melanomu bylo
zavedeni BRAF, posléze i MEK inhibitort a jejich kombinace (viz kapitola 2.3.4.3). Tato
léciva o malé molekule vykazovala klinicky signifikantni efekt, nicméné az 20 %
melanomi ziska k této 1€¢bé rezistenci, a to bud’ reaktivaci MAPK drahy nebo aktivaci
jinych signélnich drah zahrnujici napt. PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), NF-1
nebo RAS (Czarnecka et al. 2020).

Ristové faktory, hormony, cytokiny

Receptor s
tyrosin
kindzovou
aktivitou
CYTOPLAZMA
RAL |
RAC1
RASSF1

@ —» 1 c-FOS
JADRO c-JUN
c-MYC

ELK1

Obr. 12 Piehled MAPK/ERK signalni drahy. Po navazani ligandu na RTK je signal pfenesen pies
proteiny GRB2 a SOS na protein RAS. Po navazani GTP (Guanosintrifosfat) na RAS dochazi k aktivaci
dalsich kinaz v kaskadé¢ (RAF — MEK — ERK). Fosforylovand ERK ptisobi v cytoplazmé, nebo je
translokovana do jadra. Nasledné je schopna stimulovat transkripcni faktory, a ovlivnit tak transkripci genti
pro rtizné bunécné procesy. c-Fos — Fos Proto-Oncogene, c-Jun — Jun Proto-Oncogene, c-Myc — Myc
Proto-Oncogene, ELK1 — ETS-Like Gene 1, GDP — Guanosindifosfat, KSR1 — Kinase Suppressor Of Ras
1, RACI1 — Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, RAL — Ras-like protein, RASSF1 - Ras association
domain family I (pfevzato a upraveno dle Zaballos and Santisteban 2017).
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PI3K/AKT signalni draha zacina opét vazbou ligandu na RTK, ktera aktivuje PI3K.
Ta fosforylaci fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu na fosfatidylinostiol-3,4,5-trisfosfat
aktivuje proteinkindzu B (anglicky: Protein Kinase B; AKT). PTEN je tumor-supresorovy
gen a jeho proteinovy produkt se chova jako fosfataza, ktera defosforyluje
fosfatidylinostiol-3,4,5-trisfosfat, coz vede k inhibici PI3K/AKT signdlni drahy, a tim
k blokaci bunécné proliferace. Ztrata funkéniho PTEN je pozorovana ve vice jak 10 %
vSech pfipadii melanomu a vede k aktivaci PI3K/AKT signalni drahy (Paraiso et al.
2011). V disledku toho je nekontrolovatelné stimulovéano pteziti buné€k, coz je zaroven
podporovano inhibici apoptozy (Davies 2012; Aasen et al. 2019; Czarnecka et al. 2020).
Studie z roku 2019 (Yoo et al. 2019) popisuje, ze u maligniho melanomu muze dilezitou
roli pro drdhu PI3K/AKT hrat 1 malda GTPaza ARF6 (Adenosine diphosphate-
Ribosylation Factor 6). ARF6 je potiebna pro aktivaci PI3K a AKT a podporuje vznik

metastdz a zvysenou progresi nadoru (Yoo et al. 2019).

2.3.4 Soucasné lécebné modality

Zakladni modalitou v 1écbé casného stadia melanomu zistava chirurgie, tedy
radikalni operace vC€asn¢ detekovaného primarniho loziska se zachovanim dostate¢ného
lemu zdravé kiize. U melanomt s tloustkou nad 1 mm Breslowovy §kaly je pacient
podroben 1 resekci sentinelové uzliny (Baj¢iovad 2016), byt tento vykon je spiSe
diagnosticky a neovlivituje ve vysledku piezivani pacienta. I v pokrocilejSich stadiich
melanomu ma chirurgicka excize ndlezu svilij vyznam, nicméné v pfipadé metastazujiciho
melanomu vynéti primarniho loZiska, popfipadé resekce spadové lymfatické oblasti
(exenterace), nestaci, a je nutno u pacienta zvazit systémovou lécbu. Vzhledem ke znacné
radio- a chemorezistenci melanomu byly tyto konvencni metody spojeny s relativné
nizkym kurativnim efektem, dodnes ale napfiklad dakarbazin ¢i kombinovana
chemoterapie s vyuzitim platinovych derivati maji své misto v onkologickych
schématech. Do popfedi se tak v 1é€bé maligniho melanomu dostavaly od 80. let
imunoterapeutika, zejména latky jako IFNa2b (Interferon-a-2b) a 1L-2 (Interleukin-2)
(Gupta et al. 2017). V posledni dekadé pak nabyla imunoterapie zacilujici kontrolni body
imunity (checkpoints) znacného vyznamu, a stala se tak vedle cilené terapie také metodou
volby v klinické praxi. Moznosti soucasné schvalené 1écby maligniho melanomu shrnuje

tabulka 3 (Khair et al. 2019).
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Existuje nepieberné mnozstvi experimentalnich farmakologickych ptistupti 1écby
maligniho melanomu, které¢ jsou v riznych fazich preklinického a klinického testovani.
S ohledem na téma piedkladané disertacni prace a aktudlnosti tohoto tématu je mozno
zminit, ze terapeuticky potencial vykazuji i uméla analoga estrogent — bazedoxifen a
raloxifen. Tyto selektivni modulétory estrogenovych receptort jsou schvéleny a klinicky
vyuzivany u Zen po menopauze k 1é¢be osteopordzy (Pickar and Komm 2015). Déle se
uvadi, ze vedlejsi mechanismus jejich ptisobeni zahrnuje i blokadu interakce IL-6 a jeho
receptoru gpl30 (Membrane Glycoprotein 130). Tento mechanismus by mohl mit
v mediciné vyuziti at’ jiz v onkologii, tak 1 vjinych odvétvich mediciny jako je
revmatologie ¢i pii 1écbé infekci. Navozend blokada by mohla nejen omezit Siteni nadoru,
ale omezit i rozvoj kachexie u onkologického pacienta. Mohly by tak zmirnit komplikace
unadorovych (Yadav et al. 2017) nebo virem postiZenych pacienti, napi. s onemocnénim
COVID-19, u kterych se rozviji cytokinova boufe (Smetana et al. 2020; Smetana and
Brabek 2020).

Lék Cil Mechanismus Indikace Rok schvaleni
Monoterapie monoklonalnimi protilatkami
Ipilimumab CTLA-4 Blokace lidskou Neresekabilni 2011
IgG1 monoklonalni  pokrocily
protilatkou metastazujici
melanom
Nivolumab PD-1 Blokace lidskou Pokrocily 2014%*
IgG4 monoklonalni  metastazujici
protilatkou melanom; *2017 schvélen jako adjuvantni
refraktorni na lécba  melanomu s postizenim
ipilimumab lymfatickych uzlin nebo u pacienti

s metastatickym  onemocnénim,
ktefi podstoupili kompletni resekci

Pembrolizumab PD-1 Blokace Neresekabilni 2014
humanizovanou melanom —
IgG4 monoklonalni  stadium III/IV
protilatkou
Kombinovana terapie monoklonalnimi protilitkami
Ipilimumab + CTLA-4 + Blokace Neresekabilni 2015
nivolumab PD-1 monoklonalnimi melanom —
protilatkami stadium III/IV;

PD-L1 negativni

Cilena 1é¢ba — monoterapie inhibitory tyrosinkiniz

Vemurafenib BRAF BRAF inhibitor Neresekabilni 2011
zpusobujici melanom s mutaci
apoptozu BRAFV600
v disledku

preruseni MAPK
signdlni dréhy

Dabrafenib BRAF BRAF inhibitor Neresekabilni 2013
zpusobujici melanom s mutaci
apoptozu BRAFY% (neni
v disledku indikovan pro
preruSeni MAPK wild-type BRAF
signalni drahy melanom

(Abraham and
Stenger 2014))
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Trametinib MEK MEK1 a MEK2 Neresekabilni 2013
inhibitor melanom s mutaci
zplisobujici BRAFV600EK
bunécnou smrt (nesmi byt pouzit
v disledku po BRAF
pferuseni MAPK inhibitoru)
signalni drahy
Cilena lé¢ba — kombinovana terapie inhibitory tyrosinkinaz
Dabrafenib + BRAF + BRAF+MEK Neresekabilni 2013
trametinib MEK inhibice melanom s mutaci
BRAFVGOOE/K
Vemurafenib + BRAF + BRAF+MEK Melanom s mutaci  2015**
cobimetinib MEK inhibice BRAFV600
**2018 schvalen jako adjuvantni
lécba u pacientdl s melanomem
s postizenim lymfatickych uzlin,
ktefi podstoupili kompletni resekci
DalSi mozZnosti cilené 1é¢by a imunoterapie
Interferon IFNo2b Imunostimulacni Adjuvantni 1995
ucinky jako zvyseni  terapie pro
nadorové infiltrace stadium III (bez
lymfocyty, snizeni melanomu, ale
cirkulujicich T-reg s vysokym
a modulace rizikem
rovnovahy rekurence);
STAT1/STAT3 adjuvantni 1é¢ba
pro stadium IIB
nebo IIC
s primarni 1ézi
melanomu;
tloustka > 4mm
Aldesleukin IL-2 Proliferace T Metastaticky 1998
lymfocytl a melanom
stimulace
cytotoxicity CDS +
NK
T-VEC Onkolyticky Lokalni a ptfima Neresekabilni 2015
herpes infekce a smrt melanom stadia
simplex nadorovych bun¢k 1B, IIIC nebo IV
virus

Tab. 3 MozZnosti 1écby maligniho melanomu. Tabulka shrnuje moznosti schvalené cilené 1écby,
imunoterapie a dal§i kombinované terapie v 1é€bé maligniho melanomu (pfevzato a upraveno dle Khair et
al. 2019).

2.3.4.1 Chemoterapie a radioterapie

Od 70. let 20. stoleti byla primarni 1écbou metastatického melanomu chemoterapie
v Cele s alkylaénim cytostatikem dakarbazinem, kterd vykazovala lécebnou odpoved’
pacientli mezi 15-25 % (Gogas et al. 2007). Pro zlepSeni pacientovy odpovédi na 1écbu
melanomu byly provadény studie s kombinovanymi chemoterapeutickymi rezimy, tj.
s kombinaci rtiznych chemoterapeutik v pravidelné¢ opakované sekvenci, ptikladem je
trojkombinace cytostatik cisplatiny, vinblastinu a dakarbazinu (tzv. CVD rezim), ktera

vykazovala lé¢ebnou odpoveéd kolem 40 % (Legha et al. 1989).
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Radioterapie je u melanomu vyuzivana piedev§im v adjuvantni 1é¢bé, napf. po
vyjmuti primarniho loziska nebo sentinelovych uzlin. Zaroveii je hojné¢ vyuzivana
v paliativni 1é¢bé pro redukci symptomti nemoci a pro zlepSeni kvality zivota (Strojan
2010). Jako forma lokalni 1écby muze byt pouzita v piipadé nedostatecné resekce u
lentigo maligna nebo u metastatického melanomu, kde je problematické chirurgické

odstranéni metastdz, predevsim v mozku (Bajciova 2016).

2.3.4.2  Imunoterapie cilena na kontrolni body imunity (checkpoints)

Ptitomnost bun€k imunitniho systému v malignim melanomu byla na histologické
urovni znama jiz dlouho. Prestoze tato infiltrace je u maligniho melanomu pomérné
napadnd, nebylo klinicky zfejmé, ze by imunitni systém udrzoval zhoubny nador pod
kontrolou. Velky vyznam byl v tradiéni ptedstavé pfipisovan T cytotoxickym
lymfocytim a ocekavalo se, ze nadorova progrese je disledkem jejich nedostatec¢né
funkce.

Aktivace T lymfocytl je slozity nékolika krokovy proces vyzadujici specifické
navazdni T-bunétného receptoru (anglicky: T-cell Receptor; TCR) na hlavni
histokompatibilni komplex (anglicky: Major Histocompatibility Complex; MHC) na
cytoplazmatické membrané viceméné vSech bunék lidského organismu (MHC typ I).
MHC (typ II) ma vyznacnou roli v prezentovani antigennich peptidi vzniklych uvnitf
patogenem napadené nebo neoplastické buniky nebo na antigen prezentujicich buikéach
(anglicky: Antigen Presenting Cells; APC). Kromé& toho musi byt k Uplné aktivaci
pfitomen kostimulacni signdl, ¢imZ je zpravidla vazba CD28 molekuly na povrchu T
lymfocytli s molekulami CD80 a CD86 (oba patii do imunoglobulinové rodiny B7) na
povrchu APC (Obr. 13) (Buchbinder and Desai 2016).

Ochranu organismu pfed nadmérnou aktivaci T lymfocytl a celého imunitniho
systému zajistuji kontrolni body imunity, tzv. checkpointy, které tak brani vzniku
autoimunitnich nemoci. Druhou stranou mince tohoto mechanismu je ale umoznéni
navozeni naddorové tolerance, coz ve vysledku nadorovym buiikdm usnadiiuje unik pied
T lymfocyty. Blokdda imunitnich kontrolnich bodli umoznuje obnovit proliferaci T
lymfocytl a prodlouzit jejich aktivaci, ¢cimzZ je zesilena T lymfocytarni imunitni reakce a
imunitni dozor (Krajsova 2015). Mezi takové nejznaméjsi imunitni kontrolni body patii
CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte Antigen 4) a receptor PD-1 (Programmed Cell Death
1) s ligandem PD-L1 (Obr. 13) (Ott et al. 2013). JelikoZ kontrolni body imunity funguji
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na principu interakce receptor-ligand, mohou byt snadno blokovany protilatkami nebo
modulovany rekombinantnimi formami téchto receptorti/liganda (Pardoll 2012).

Dokladem klinické aplikovatelnosti tohoto terapeutického konceptu je terapeuticka
blokdda CTLA-4. CTLA-4 je inhibi¢ni molekulou, kterd se vaze s vyssi afinitou
k molekulam CD80 a CD86 na APC nez kostimula¢ni CD28, takze nedochazi k tvorbé
aktiva¢niho signalu, naopak dochazi k potlaceni T lymfocytarni aktivity (Sobhani et al.
2021). Pfesny mechanismus této inhibice nebyl jeSté popsan, ale navrhovanymi
moznostmi jsou napt. pfima inhibice TCR (Schneider et al. 2006) nebo odstranéni liganda
CD80 a CD86 z APC trans-endocytézou (Qureshi et al. 2011). CTLA-4 reguluje
proliferaci T lymfocytli v rané fazi imunitni odpovédi, primarne v lymfatickych uzlinach
nebo slezin¢ (Buchbinder and Desai 2016).

Monoklonalni protilatka proti CTLA-4 na T lymfocytech byla prvnim schvalenym
1ékem v oblasti imunoterapie maligniho melanomu (Pardoll 2012; Buchbinder and Desai
2016; Carlino and Long 2016). Klinicka studie hodnotici G€innost tohoto inhibitoru
CTLA-4 s dakarbazinem vii¢i dakarbazinu s placebem odhalila, Ze monoklondlni
protilatka proti CTLA-4 zlepSila median celkového pieZiti pacientii na 11,2 mésice oproti

9,1 mésiciim u kontroly (Robert et al. 2011).

Nadorové
mikroprostiedi
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Obr. 13 Aktivace T lymfocytu s vyuZitim monoklonilnich protilitek proti CTLA-4 a PD-1.
Komplexni proces aktivace T lymfocytu zahrnuje vazbu TCR a MHC s navdzanym antigenem a
kostimula¢ni vazba CD28 s molekulami z rodiny B7 (napt. CD80 a CD86). Mimo to se na povrchu T
lymfocytd vyskytuji imunitni kontrolni body (CTLA-4, PD-1), které chrani organismus pifed nadmérnou
aktivaci imunitniho systému. V pfipadé anergie imunitniho systému u onkologickych pacientii byly
vyvinuty inhibitory imunitnich kontrolnich bodlG (napf. ipilimumab, nivolumab) uplatiujici se
v protinadorové 1€cbé (Carlino and Long 2016).
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PD-1 je dalSim z imunitnich checkpointi patficich do stejné imunoglobulinové
rodiny jako CD28 a CTLA-4. Oproti CTLA-4 potlacuje T lymfocytarni imunitni odpoveéd’
behem efektorové faze v perifernich tkanich véetné nddorového mikroprostiedi (Ott et al.
2013; Buchbinder and Desai 2016). Receptor PD-1 vyuziva, pro svou spravnou funkci,
dvou pfirozen¢ se vyskytujicich ligandti — PD-L1 a PD-L2 (Programmed Cell Death 1
Ligand 2). Drdha PD-1/PD-L1 podporuje apoptéozu T lymfocyth (Zatloukalova et al.
2016). Vzhledem k ucinnosti jsou v soucasné dob¢ anti PD-1 monoklonalni protilatky
preferovany jako standardni postup v prvni linii 1é¢by. Klinicka studie, v které byla
hodnocena ucinnost kombinace inhibitoru PD-1/PD-L1 s inhibitorem CTLA-4, prokdzala
zlepSeni pieziti bez progrese na 11,5 mésice oproti monoterapiim (inhibitorem CTLA-4

— 2,9 mésice; inhibitorem PD-1/PD-L1 — 6,9 mésice) (Larkin et al. 2015).

2.3.4.3 Cilena lecba

Odhaleni mutaci stojicich za vznikem maligniho melanomu v MAPK signélni draze
vedla k vyvoji BRAF inhibitort, jako jsou vemurafenib a dabrafenib, jejichZ cilem je
hyperaktivovand BRAF kindza, nebo MEK inhibitorti plisobicich nize (downstream)
v signalni draze, jako jsou trametinib a cobimetinib (Faghfuri et al. 2018). Nepfiznivym
aspektem jednotlivych inhibi¢nich preparatl pii 1é€bé melanomu je ziskana rezistence
s naslednou progresi 1é¢iv (Eroglu and Ribas 2016). Z toho divodu byly klinicky
zkoumany reakce pacientli na kombinaci BRAF a MEK inhibitorli (Ribas et al. 2014;
Larkin et al. 2014; Ribas et al. 2020). Tyto studie ukazaly ptiznivy terapeuticky ptinos, a

to 1 u pacientli, ktefi v pfedchozi 1é¢b& podstoupili monoterapii BRAF inhibitorem,

vvvvvv

2.4 Nadorové mikroprostiedi a jeho modelovani

Nadorové mikroprosttedi je dalezitym faktorem ovliviiujicim chovéani nadoru a jeho
biologické vlastnosti. Dominantni populaci nadorového mikroprostiedi predstavuji
nadorove asociované fibroblasty (CAF). CAF produkuji slozky ECM a sekreci cytokind,
chemokinli a jinych proteinii bioaktivni povahy stimuluji progresi a Sifeni nadoru.
Komplexni ekosystém nadoru dopliiuji jesté nejriizné€j$i imunitni bunky, endotelové
buiiky, pericyty a z nich tvofené krevni a lymfatické cévy (Lacina et al. 2015; Lacina et

al. 2018).
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Chovani bunék byva bézné studovano v laboratornich dvojrozmérnych kultivac¢nich
podminkach, kdy buiniky adheruji na kultivacni plastik. Jednd se o kultivaci v
takzvaném monolayeru a je mozné takto dosdhnout kultury jak primérnich populaci, tak
spontann¢ vzniklych ¢i cilené imortalizovanych bunécnych linii. Tyto podminky vSak
nepiinaseji vérny obraz fyziologie nadoru. Snahou je tak vytvaret trojrozmérné bunécné
modely nebo organotypické kultury kbze simulujici kromé nadoru i nadorové

mikroprostiedi a vzajemné bunécné interakce.

2.4.1 Jednoduché modely mikroprostiedi ve 2D

Adherentni priméarni bunééné kultury nebo ustanovené bunécné linie kultivované ve
dvojrozmérnych kultiva¢nich podminkach konvencnim piistupem nejsou dostate¢né
vérnym obrazem slozit¢ho nddorového ekosystému. Builkky monokultury v takto
redukovaném prostiedi ztrdceji moznosti interakce s jinymi bunéénymi typy, ale i
interakce s nebunéénym prostfedim, coz jsou kritické aspekty pro regulaci jejich
fyziologické funkce v kazdé¢ tkani (Xie et al. 2021). Snahou je tedy tyto plandrni bunécné
modely modifikovat do té miry, aby Iépe pfiblizily prostfedi a chovani nadoru. Jednou
z takovych fyzikalné-chemickych modifikaci mulze byt napiiklad modifikace
kultivaéniho povrchu (naptiklad jeho tuhost, stiffness; povrchovy reliéf, mira
hydrofobicity, ptitomnost adherovanych peptida ¢i proteint), ale 1 nastaveni fyzikéalnich
parametril kultiva¢niho prostfedi napf. teploty, laminarniho proudéni média nebo
hypoxie.

Zejména hypoxie pak pro studium nadori predstavuje velmi vyznamné téma. Jedna
se o adaptaci solidnich naddorii na nizky ptisun kysliku. V disledku trvajici intratumoralni
hypoxie je podpofena jejich agresivita a metastaticky potencidl, dochazi k novotvorbé
cév, naddory vykazuji niZ8i senzitivitu k radio- a chemoterapii a metabolicky se pfepinaji
na vyuzivani glukozy (Li et al. 2021). Pti hypoxii v nddorové tkani je sniZena aktivita
specifickych prolyl hydroxylédz a naopak jsou aktivovany transkripéni faktory indukované
hypoxii (anglicky: Hypoxia-Inducible Factor; HIF) (Balamurugan 2016). Pfi vyfazeni
funkce gent (jejich umlcenim, téz silencingem, prostfednictvim riznych genetickych
metod ¢i chemickych inhibitorh) pro HIF-1a a jednu z miRNA (MicroRNA; miR) — miR-
210 — byla na zdklad¢ métfeni mitochondridlni aktivity, produkce ROS a metabolickych
zmén pozorovana apoptdza u melanomové linie A375 (Spakova et al. 2021). Spojitost

HIF-1a a miR-210 byla ale pozorovana, napt. i u nddort hlavy a krku (Huang et al. 2009).
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Dal8i moznou modifikaci 2D kultivace, ktera zvySuje komplexnost tohoto tradi¢niho
ptistupu, mize byt vytvoreni smesné kultury (tj. kokultivace). V tomto ptipad¢ jeden typ
bunék plisobi na typ druhy a dochazi k velmi rozsahlé interakci nejen fyzické (pfimé), ale
1 prostfednictvim uvolilovanych biologicky aktivnich molekul (tj. nepiimé, parakrinni).
Tento prvek je v podstaté¢ vzdy pfitomen u primarnich bunéénych kultur in vitro, kdy
smés bunck putuje z kouskid tkéni zdravych ¢i naddorovych a ovliviiuji se navzdjem.
V pozdégjsich vyssich pasazich ale Casto prevladne jeden dominantni bunécny typ, coz
snizi vypovédni hodnotu experimentu.

Historicky velmi cennym pionyrskym ptikladem takové kokultivacni techniky mize
byt uziti radiaci nebo mitomycinem proliferaéné inaktivovanych fibroblastli jako
podpiirné vrstvy (tzv. feederu) pro péstovani humannich keratinocytt in vitro (Rheinwald
and Green 1975). Metoda diky interakci dvou bunéénych typi umoznila 1 pfipravu
materidlu pro klinické aplikace v popaleninové medicing.

V podobné koncipovaném experimentalnim modelu bylo vyuzito nadorové
asociovanych fibroblasti pro studium jejich vlivu na primarni humanni keratinocyty.
Bylo zjisténo, ze kokultivace stromélnich fibroblastii z bazoceluldrniho karcinomu a
zdravych keratinocytti pozménuje vlastnosti zdravych keratinocytll a posouva je smérem
k fenotypu, ktery se objevuje u keratinocyti bazaliomu, napf. exprese nékterych
jednoduchych keratinli (napft. keratin 19) (Lacina et al. 2007).

Pro potieby analyzy vlivu kokultivace je mozno sledované populace od sebe fyzicky
oddélit pomoci tzv. insertové techniky. Bunky tedy ztraceji moZznost pfimého fyzickeého
kontaktu, ale prostfednictvim propustnych membran inserti dochazi pii definované
porozit¢ materidlu i nadale ke kontinudlnimu prostupovani uvoliiovanych malych
molekul aktivnich latek ptes poéry této membrany. Pouziti insertu tedy akcentuje
mechanismy, které se i€astni regulace ve tkani v parakrinnim modu. Vyuziti této metody
pro jednoduché modelovani mikroprosttedi bylo pouZzito i v publikaci (1), ktera je soucasti
této disertacni prace (Jobe et al. 2018). Pfi pouZiti insertli s vétSimi pory (obvykle 8 um)
1ze tuto metodu pretvoftit v tzv. transwell migration assay pro studium bunééné migrace
¢i invazivity (Justus et al. 2014), coz ¢ini metodiku atraktivni napiiklad pro studium
buné¢k melanomu nebo jimi ovlivnénych bunéénych typi (Zhou et al. 2018; Dong et al.
2021).

Systém, ktery miize byt vniman jako pomezi 2D kultur i 3D modeld, je mikrofluidika
(Coluccio et al. 2019). Jedna se o techniky, ve kterych jsou vytvaieny pro studium bun€k

struktury s komplexy kandlkli a komtrek osidlenych bunkami, méné Casto tkdnémi ¢i
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jejich explantaty. V kandlcich kontinualné a orientované proudi kultivaéni médium (Casto
je tok regulovan na zdklad€ jednoduchych fyzikalnich principt kapilarnich sil). Tato
zafizeni umoznuji presnou kontrolu riznych parametra fyzikalnich a chemickych, napf.
koncentracnich gradientt latek nebo tlaku (Mehling and Tay 2014). Mikrofluidni systémy
umoziiuji i sledovani interakci v nddorovém mikroprostiedi. Pfikladem muze byt
komunikace mezi imunitnimi splenocyty a buiikami melanomu oddélenymi v komtirkach
mikrofluidniho zafizeni, ale propojenymi kanalky (Mattei et al. 2014). V tomto ptipadé
je vyhodou kontinudlni pomaly tok média a lze tedy na zdkladé¢ designu systému

rozhodnout, ktera populace bude zdrojem a ktera cilem pro ptisobeni aktivnich molekul.

2.4.2 Jednoduché modely mikroprostiedi ve 3D

Nejjednodussim trojrozmérnym modelem je prerGstani bunék z monolayeru do
mnohovrstevné kultury, tzv. multilayeru (Benien and Swami 2014). V tomto piipadé
nedochdzi zejména u nadorovych imortalizovanych linii k zastaveni mitotické aktivity
kontaktni inhibici. Fenomén proliferacni zastavy v postkonfluentni fazi kultury bunék
vzajemnym kontaktem se uplatiiuje ale spiSe u bun€k normalnich, napft. u fibroblasti.
Vznikla mnohovrstevna struktura pak miize vykazovat velmi odlisné vlastnosti nez
klasické 2D kultury. V nékterych ptipadech mohou vznikat u kultur ponechanych bez
pasaze 1 sférické Utvary uvolnované do média.

Dalsim klasickym pfistupem, ktery posouva jednoduchy model k vyssi trovni
komplexnosti, je simulace extracelularni matrix pomoci hydrogell ze zesiténych slozek
ECM. Kultivace bun¢k tak probihd v pfirozenych, jednodruhovych ¢&i komplexné
definovanych hydrogelech (napt. Zelatina, kolagen typu I, fibrin, laminin, kyselina
hyaluronova, alginat, Matrigel®, atd.) (Vasile et al. 2020), nebo syntetickych hydrogelech
(napf. polyethylenglykol a polyvinylalkohol) (Chen et al. 2018b; Bettahar et al. 2021;
Zulkiflee and Fauzi 2021). Velmi populdrnim se stal pifi modelovani 3D struktur
Matrigel®, ktery je solubilizovanou matrici bazalni membrany secernovanou buiikami
mySiho Engelbreth-Holm-Swarmova sarkomu. Tento produkt obsahuje pievazné
laminin, kolagen IV, heparan sulfatové proteoglykany a entaktin, tedy proteiny bézn¢ se
objevuyjici v bazalni membrané (Kleinman et al. 1982). Tyto modely umoziuji naptiklad

studium invaze nadorovych bungk.
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Hojné vyuZzivanym trojrozmérnym modelem jsou sféroidy (Obr. 14). Jedna se o
agregaty z bun¢k jednoho i vice typli, vhodné pro simulaci ptevazné avaskularnich

solidnich nadort a jejich mikroprostiedi (Riffle and Hegde 2017).

A B

Obr. 14 Sféroidy. Sféroidy vytvorené po 48 hod. metodou visici kapky z 50 000 bunék (A) linie
dlazdicobunééného karcinomu hypofaryngu FaDu (ATCC HTB-43™) a (B) linie maligniho melanomu G-
361 (ATCC CRL-1424™),

Technicky mohou byt vytvofeny napi. kultivaci v peleté za vyuziti centrifugace
(Achilli et al. 2012), na neadhezivnich kultivacnich nddobach (Redondo-Castro et al.
2018), metodou visici kapky (Obr. 15) (Raghavan et al. 2015; Schmid et al. 2016; Gupta
et al. 2021), pomoci rotac¢nich kultur a bioreaktorti (Phelan et al. 2019), na zakladé
mikrofluidniho systému (Aijian and Garrell 2015; Aref et al. 2018) nebo magnetickou
levitaci (Ryu et al. 2019; Urbanczyk et al. 2020; Gaitan-Salvatella et al. 2021; Kotze et
al. 2021).

Obr. 15 Metoda visici kapky. Fotografie znazoriuje metodu visici kapky (z anglického hanging drop
method). Tato metoda umoziuje vytvoreni 3D modelu sféroidu (Obr. 14), ¢imz lze simulovat interakce
ruznych bunécnych typti v nddorovém mikroprostiedi. Tato metoda byla vyuzita v publikaci VIII, kde byly
dva typy rtizné aktinicky poSkozenych fibroblastd jednotlivé smichany s buiikami melanomové linie G-361
v poméru 1:1. Na spodni neadhezivni povrch vicka Petriho misky pak byly pomoci pipety umistovany
kapky o objemu 25 pl a poctu 50 000 bunék na kapku z dané bunécné suspenze. Dno misky bylo naplnéno
15 ml pufrovanym fyziologickym roztokem (anglicky: Phosphate-Buffered Saline; PBS) pro zachovani
humidity. Miska byla prikryta vickem s visicimi kapkami (viz fotografie) a inkubovana (37 °C, 5% CO»)
po dobu 60 hod. Zformované sféroidy byly nasledné pteneseny do kultivaéniho média v neadhezivni
bakteriologické Petriho misce na dalSich 48 hod. Podobné byla metoda visici kapky pouzita i v publikaci
IX.
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V soucasnosti se jako ¢asoveé vyhodnd metoda pro tvorbu uniformnich sféroida jevi
tzv. bioprinting (biotisk), kdy jsou jednotlivé bunky obalené v bioinkoustu extrudovany
na kultivacni plochu pomoci biotiskarny (Zhuang et al. 2021; Anada et al. 2019; De Moor
et al. 2020; Swaminathan and Clyne 2020; Zhao et al. 2019; Williams et al. 2013).
Schmidt et al., (2019) pouzili bunééné linie maligniho melanomu pro biotisk ve tfech
riznych materialech: Matrigelu® a dvou komeréné dostupnych bioinkoustech s obsahem
alginatu nebo metakrylované zelatiny. Autofi zjistili, ze buiikky melanomu, v bioinkoustu
vytvoreném na podklad¢ alginatu neproliferuji, zatimco v metakrylatovém Zzelatinovém
bioinkoustu vytvaii malé shluky bungk po 7 dnech kultivace. Kultivaci v Matrigelu®,
ktery nejvérnéji napodobuje ptirozené podminky, tolerovaly melanomové linie dobfe,
proliferovaly rychle a buniky byly schopné migrovat a prostupovat materidlem (Schmidt
et al. 2019).
utvoreni 3D bunécné formace v bioinkoustu trva néjaky ¢as, Swaminathan et al., (2019)
se pokusili tisknout v bioinkoustu uz piimo predem vytvoiené sféroidy z lidské epitelové
bunécné linie (karcinomu prsu). Sféroidy si zachovaly sviij tvar, funkci i zivotaschopnost.
Na modelu byla nésledn¢ testovana ucinnost chemoterapeutika paclitaxelu. Je velmi
vyznamné, Ze bunky ve sféroidu byly vii¢i plisobeni paclitaxelu odolngjsi v porovnani
s jednotlivymi buitkami ve 2D kultufe. Dalsi kvalitativni skok nastal tehdy, kdyZ byly
sféroidy komponovany jako smiSené bunécné, a kromé lidskych epitelovych malignich
bunék obsahovaly 1 builky endotelu. Jelikoz paclitaxel je cytostatikem s anti-
angiogennimi U¢inky (Belotti et al. 1996; Schwartz 2009; Bocci et al. 2013), piisobil ve
sféroidech smrt endotelovych bunék, a doslo tak k dezintegraci struktury sféroidi a k
rozptyleni viabilnich epitelovych bunék v bioinkoustu (Swaminathan et al. 2019).

Stéroidy maji obdobné jako nadory centrdlni oblast nedostatecné zasobenou
kyslikem a zivinami (Obr. 16), jako to bylo popsano napft. u karcinomu prsu. Zpravidla
se ve stfedu naléza az nekrotickd bunécna drt’ a malo aktivni buiiky (Jimenez et al. 2001).
Naproti tomu periferni zéna sestava hlavné z mitoticky aktivnich bunék pozitivnich na
Ki-67 (Marker of Proliferation Ki-67) schopnych proliferace a migrace ze sféroidu
(Vorsmann et al. 2013). Sféroidy jsou sice vyrabény z relativné homogenni populace
nadorovych buné¢k, ale néaslednd metoda kultivace ve 3D piindsi diverzifikaci této
populace, coz dobfe odpovidd heterogenité vidané v tumorech. Chiew et al. (2017)

analyzovali komunikaci mezi buitkami z karcinomu jater a endotelovymi buiikami, které
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tvofily komplexni kandly pfipominajici kapilarni fecisSt€ uvnitt hypoxického centra
sféroidu. Na tomto modelu pak bylo mozno hodnotit zménény cytotoxicky efekt anti-
angiogennich latek sorafenibu, sunitinibu a axitinibu. Bylo pak evidentni, ze hypoxické
jadro vyznamné moduluje ptijem 1éCiva, coz ukazuje realistictéjs$i penetracni gradient ve

srovnani s monolayerem (Chiew et al. 2017).

Akumulace Gradient kysliku
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Obr. 16 Charakteristika sféroidu. Kombinaci riznych technik je vidét koncentrické uspofadani kysliku,
zivin, proliferujicich a viabilnich bun€k uvnitf sféroidu a smérem k jeho periferii (pfevzato a upraveno dle
Hirschhaeuser et al. 2010). TUNEL — metoda pro detekci DNA zlomti zna¢enim 3’-hydroxylovanych konct
ve dvouretézcovych DNA zlomech generovanych béhem apoptdzy/nekrozy.

2.4.3 Organotypické modely kiize

Organotypické modely kiize piedstavuji pokusy o rekonstrukci kiize in vitro
zapojenim relevantnich bunéfnych populaci. V minimalistickém pokusu lze pouzit
keratinocyty jako zdroj pro modelovani epidermis a fibroblasty zalité v kolagenovém
gelu jako jednoduchy model dermis. V Sir§im pojeti lze pro zvySeni fyziologické
relevance do modelu dosadit dals$i bunééné typy nachazejici se v kiizi, napf. melanocyty,
Langerhansovy builky, endotelové bunky nebo linie nddorové, a vytvorit tak
komplexnéjsSi model (Oh et al. 2013). Vyhodou je samoziejm¢ uniformita a
reprodukovatelnost vysledkti, zeyména pokud je model zaloZen na imortalizovanych

bunéénych liniich. To ale nutné¢ vnasi do modelu také odchylky od standardnich
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humannich bunéénych populaci s omezenou proliferacni kapacitou. Tento pfistup Casto
vyzaduje pro udrzeni reprodukovatelnosti vysledkt ,,poolovani (tj. smiSeni) primarnich
bunék od vice darct (Stoddart et al. 2012).

Trojrozmérné modelovani se snazi vice odrazet fyziologické prostiedi a
organotypické konstrukty strukturné odpovidaji architektuie tkané. Zaroven poskytuji
atraktivnéj$i platformu pro studium nadorové senzitivity k léCivym piipravkim.
V neposledni fadé je ale nutno vzit v tivahu, Ze v biomedicinském vyzkumu je v posledni
dekad¢ patrna snaha organotypické modely zatfadit do rutinniho testovani s cilem
vyznamn¢ nahradit ¢i pln€ eliminovat modely zviteci.

Vyznam hybridntho modelu lze ilustrovat na melanomovych sféroidech
inkorporovanych do organotypického rekonstruktu kize. Tento model prokazal
vyznamné rozdily v terapeutickém vysledku pii srovnani s konvencnimi
dvourozmérnymi kulturami. Ob¢ 1é¢ebné kombinace, TRAIL (Tumour Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand) + cisplatina a TRAIL + UVB zafeni, efektivné
omezovaly zivotnost bun¢k melanomu ve 2D kultute, zatimco u komplexniho 3D modelu
byly usmrceny pouze pii pouziti kombinace TRAIL + cisplatina (Vorsmann et al. 2013).
Jinou metodou vytvoteny hybridni model doplnény jesté o krevni a lymfatické cévy
umoziuje napiiklad komunikaci mezi nddorem a mikroprostfedim. Na tomto modelu byl
jako lécivo studovan BRAF inhibitor vemurafenib, ktery podle ptedpokladu ovlivnil
proliferaci a apoptozu melanomovych bunék. Prekvapivé ale byly pozorovany bunky
schopné dalsi proliferace 1 po vystaveni vemurafenibem. Tyto se vyskytovaly hlavné
v blizkosti fibroblastii, coZ demonstruje jejich podpirny a ochranny ucinek (Bourland et

al. 2018).

2.4.4 Zvireci modely

Chovani nadoru a jeho mikroprosttedi je Casto studovano in vivo na zvifecich
modelech, které poskytuji ve srovnani s in vitro modely komplexné&;jsi obraz fyziologie a
patologie, a jsou tedy ptedstupném ke klinickym studiim. Oproti in vitro modelim se

Siroce pouzivanymi modelovymi organismy pro studium nadorové biologie jsou
mysi (Mus musculus), respektive jejich rizné upravené kmeny (Szadvari et al. 2016; Poh
etal. 2016; Kersten et al. 2017; Olson et al. 2018). Mys piedstavuje vyhodny sav¢i model,

ale pro experimentalni Uc€ely a pro jejich reprodukovatelnost je ¢asto nutno tohoto
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zivocicha vyrazné¢ modifikovat, naptiklad modifikovat jeho imunitni syst¢ém. My§ tak
poskytuje relativné snadné moznosti tvorby vysoce definovanych imunologicky
defektnich kment, které zefektiviiuji xenotransplantace, napt. humannich malignich
bunécnych linii (Morton et al. 2016). Limitem pro reprodukovatelnost vysledkl je
pouzivani vysoce inbredni populace. S postupem doby ale bylo prokdzano, ze lidsky a
my$i imunitni systém nejsou plné funkéné identické (Mestas and Hughes 2004). Pro
piiblizeni lidskym imunologickym procesiim bylo nutno pouzivat humanizované¢ mysi
modely. Jedna se o imunodeficientni mysi, které maji transplantované lidské geny, buiky
¢i tkané (Allen et al. 2019). Jednim z takovych prvnich modeld byla mys s geneticky
podminénou tézkou kombinovanou imunodeficienci (anglicky: Severe Combined
Immunodeficiency; SCID) s transplantovanym lidskym fetdlnim brzlikem nebo
lymfatickou uzlinou. U takto modifikovanych SCID mysi byly nalezeny lidské T 1 B
lymfocyty cirkulujici v periferii (McCune et al. 1988). Nelze vsak zcela marginalizovat
namitky (etické, genetické, bezpecnostni atd.) proti takovym upravam.

Dal$imi sav¢éimi modely, které nalézaji své uplatnéni v onkologickém vyzkumu jsou
naptiklad potkan (Rattus norvegicus) (Dennison et al. 2015), krélik (Oryctolagus
cuniculus f. domesticus) (loannidi et al. 2018; Bai et al. 2021) nebo prase (Sus scrofa f.
domestica) (Bourneuf 2017; Horak et al. 2019; van der Weyden et al. 2020). Mimo savce
lze pouzit 1 n¢které jiné ZivociSné druhy, které jsou vSak fyziologicky vzdalengjsi. V
tomto kontextu je moZno zminit jako modelové organismy napt. octomilku (Drosophila
melanogaster) (Rudrapatna et al. 2012) nebo rybu déanio pruhované (Danio rerio)
(Bootorabi et al. 2017).

V obecné spole¢enském pohledu je pouzivani zvifecich modeld k védeckym tcelim
Casto vnimano jako eticky problematické a v budoucnu je planovano od testovani na
zvitatech upoustét a vyuzivat ne-animélni modely, jak proklamuje Evropska komise* a
dali zodpové&dné instituce ve Spojenych statech americkych® nebo Velké Britanii.
Z téchto diivodil se zda jako vhodny model — disponujici jiz vysokou mirou komplexnosti
a soucasné respektujici panujici etické koncepty — ptaci chorioalantoidni membréna

(anglicky: Chorioallantoic membrane; CAM). Model zalozeny na uziti kufeciho embrya

“https://www.europarl.europa.eu/news/en/agenda/briefing/2021-09-13/7/ending-the-use-of-animals-in-
research-and-testing

Shttps://www.science.org/content/article/us-epa-eliminate-all-mammal-testing-20335;
https://www.epa.gov/sites/default/files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf
Shittps://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/41744
1/Delivery Report 2015.pdf
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je Casto povazovan za eticky pfijatelny, jelikoz etické komise povazuji kuteci zarodek do
17. dne vyvoje za bolest nepocitujici organismus (Ribatti 2016).

CAM vznikd béhem ptaciho vyvoje spojenim mezodermalnich vrstev alantois a
choria a pfedstavuje membranu se siti krevnich kapilar. Funk¢éné obstarava vymeénu plynti
ptes pory skofapky a piijem zivin z bilku ¢i skofapky. Tento model je pfirozené vyvojové
imunopermisivni a umoznuje studovat napt. tkanové stépy (Klingenberg et al. 2014),
hojeni ran (Ribatti et al. 1999), provadét toxikologické analyzy (Kue et al. 2014) nebo
aplikovat molekuly stimulujici ¢i inhibujici angiogenezi (Ribatti 2008; Ribatti 2016;
Kennedy et al. 2021). Na CAM byl studovan i riist raznych typd naddort (Avram et al.
2017; Schmitd et al. 2019; Sharrow et al. 2020; Pinto et al. 2021). Inokulace buné¢né linie
melanomu na CAM zpusobila tvorbu primarnich i1 sekundarnich nddorovych mas se
silnou angiogenni reakci uz 3. den od aplikace (Avram et al. 2017). Obdobné vysledky
jsme pozorovali i v rdmci experimentd publikace (V) této disertacni prace (Strnadova et
al. 2020).

Dynamika zmén chorioalantoidni membrany a vyvijejicitho se kufete je precizné
popsana klasickymi morfologickymi metodami a je detailné popsano jeji fizovani. Siroce
pouzivan je koncept podle Hamburgera-Hamiltona, kteti v padesatych letech 20. stoleti
vytvoftili soubor kreseb a fotografii zobrazujicich 46 chronologickych stadii vyvoje kufete
od oplozeného vaji¢ka po plné vyvinuté kufe trvajiciho 20-21 dni (Hamburger and
Hamilton 1992). Koncept je mozno ale dobfe extrapolovat i na dalsi ptaky, naptiklad
kachnu (Li et al. 2019). Toto je velmi vyhodné pro pldnovéani Casového ramce
experimentl. Limitujicim faktorem pro tento model mlze byt fyziologické trvani vyvoje
vaskularizace a nddorového riistu na CAM, protoze probiha vice sméry a je obtizné Zijici
zarodek mechanicky stabilizovat bez omezeni jeho vitality. I na tomto poli dochéazi
k vyvoji a rozvoji novych technologii. Velmi zajimavym technologickym zlepSenim bylo
zavedeni ultrazvukového sledovani skenerem in ovo (Eckrich et al. 2020), coz obohatilo
repertoar ultrazvukovych metod. Jiz diive bylo zndmo vyuziti Dopplerovského principu
s ultrazvukovym mikrovaskuldarnim zobrazenim pii studiu nadorové vaskularizace
v pta¢im embryu (Huang et al. 2019). Dale byly pro hodnoceni modelt na CAM vyuzity
1 metody jako magnetickd rezonance (Kim et al. 2011) nebo vypocetni tomografie (CT)

s pouzitim kontrastni latky pfi studiu morfogeneze ptacich embryi (Henning et al. 2011).
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2.5 Exosomy jako ndstroj mezibunecné komunikace u maligniho
melanomu

Mezibunéénd komunikace je nezbytnou soucasti fungovani nadorového
mikroprostiedi. Tato komunikace byla diive dichotomicky délena na komunikaci na
urovni piimého kontaktu mezi buiikami anebo prostfednictvim chemickych mediatora na
riznou vzdalenost, tedy autokrinnim, parakrinnim ¢i endokrinnim zplsobem.
V poslednich letech se kromé¢ toho do popfedi zdjmu dostavd i typ parakrinni
mezibunécné interakce zprosttedkované nejriiznéjsimi extracelularnimi vacky (vezikuly).
Extracelularni vezikuly se d€li na nckolik typl. Pii kategorizaci téchto télisek se
zohlediuje parametr jejich velikosti nebo ptivodu.

Velikostn¢ extracelularni vezikuly délime na apoptotickéd téliska (50-5000 nm),
mikrovezikuly (100-1000 nm) a nejmensi exosomy (30—150 nm). Apoptoticka téliska
pfedstavuji pozistatky po apoptotickém rozpadu nepotiebnych ¢i jinak poSkozenych
bunck v disledku programované bunécné smrti. Mikrovezikuly, n€kdy téZ oznaCované
jako ektosomy, se uvolnuji pu¢enim z plazmatické membrany. Exosomy vznikaji jako
produkty aktivity endocytotické drahy (Obr. 17) (Akers et al. 2013). Jejich sekreci do
extracelularniho prostoru pfedchazi vznik tzv. multivesikuldrniho téliska (anglicky:
Multivesicular body; MVB). To vznika invaginaci endosomalni membrany do vlastniho
lumen endosomu, ¢imz dochézi k tvorbé malych membranovych intralumindlnich vacka.
Obsahem intralumindlnich vackt jsou sekvestrované komponenty cytoplazmy ptivodni
bunky. Vzniklé MVB nésledné fuzuje s plazmatickou membranou, a butika tak uvoliiuje
intraluminalni va¢ky do mimobunécného prostoru. Tento proces exocytdzy je reflektovan
pouzivanou nomenklaturou, kdy je zvykem, po dokonceni exocytdzy, intraluminalni
vacky nadale terminologicky oznacovat jiz jako exosomy (Van Niel et al. 2018). Kromé
uvedené mozZnosti exocytézy miize byt alternativnim osudem MVB jeho flze
s lysozomem a jeho naslednéa degradace (Tancini et al. 2019).

Biogeneze exosomt je kontrolovana riznymi molekuldrnimi mechanismy, zpravidla
zavislymi na tzv. komplexu endosomalniho tfidéni potiebného pro transport (anglicky:
Endosomal Sorting Complex Required for Transport; ESCRT) (Hurley 2010; Hurley and
Hanson 2010). ESCRT je komplex proteinti, ktery napomahd remodelovat membranu
endosomu s cilem vytvofit intraluminalni vacky s pfislusSnym nakladem. Dtlezitou
souCasti exosomil jsou 1 membranové tetraspaniny, proteiny povazované za

charakteristické znaky exosomt a extracelularnich vezikul (Yafiez-Mo et al. 2015).
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Obr. 17 Biogeneze exosomi. A) Exosomy vznikaji na podkladé endocytotické drahy. (i) Invaginace
plazmatické membrany a vznik endosomu; (ii) Invaginace endosomalni membrany se sekvestrovanymi
¢astmi cytoplazmys; (iii) Vznik multivesikuldrniho téliska (MVB) s intralumindlnimi vacky; (iv) Faze MVB
s plazmatickou membranou a sekrece exosomi; (v) Degradace v lysozomu. B) Exosomy obsahuji proteiny
a jiné molekuly reflektujici piivodni buniku. ER - endoplazmatické retikulum (pfevzato a upraveno dle de
Couto, 2019).

Néklad exosomi (bézné je uzivan anglicky termin cargo) odrazi fyziologicky stav
zdrojové buniky. Obecné se uvadi, Ze exosomy v sob¢ ukryvaji ¢asti riznych nukleovych
kyselin (DNA, RNA), riiznorodé proteiny a lipidy. Jako nosi¢ informace se zdaji velmi
vyznamné riizné typy RNA, kromé klasickych kodujicich mRNA jsou to hlavné casto
zminované nekodujici miRNA (Kalluri and LeBleu 2020). Mezi riznymi buiikami
existuji velmi podstatné rozdily prave ve sloZeni carga exosomil a tedy jeho analyza mtize
dokonce poukazovat na piivod ¢i identitu zdroje. Déle je dokladovano, Ze exosomy v sobé&
stfadaji 1 metabolity nebo poSkozenou DNA, a zbavuji tak parentalni buiiku odpadnich
latek pro udrzeni stalosti jejiho vnitiniho prostfedi (Takahashi et al. 2017). Exosomy
mohou cirkulovat a byt detekovany v extracelularnich tekutinach, jako jsou krev, moc,
sliny. In vitro jsou uvoliiovany do kultiva¢nich médii. Z téchto divodi jsou exosomy
povazovany za dal$i vyznamné zprostfedkovatele mezibunécného kontaktu (Javeed and
Mukhopadhyay 2017). Bézné uzivanou metodou pro izolaci exosomi z télnich tekutin
nebo kultivacnich médii je ultracentrifugace s hustotnim gradientem, téz gradientova
ultracentrifugace. Pro ziskani Cistych frakci izolovanych exosomil se vyuZziva hustotniho
gradientu o rizné koncentraci z roztoku sachar6zy nebo iodixanolu, napi. OptiPrep
(Alere Technologies AS, Oslo, Norsko), ktery byl pouzit i v publikaci IX. Tato technika
poskytuje dobrou vyslednou kvalitu izolovanych exosomti (Duong et al. 2019).

Pro sviij potencial vyznamného komunika¢niho nastroje jsou exosomy v poslednich

letech inkorporovany i do schématu fungovani nddorového mikroprostfedi. Exosomy
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byly primarné¢ povazovany za prostfedek vyuzivany builkami nadoru pii regulaci
nadorového mikroprostiedi. Uvadi se, ze nadorové asociované exosomy (anglicky:
Tumor-derived Exosomes, TEX) se aktivné podili na stimulaci angiogeneze,
imunosuprese nebo vzniku metastdz za Ucelem progrese nadorového onemocnéni
(Whiteside 2016). Ne jinak je tomu u agresivniho onemocnéni kize, maligniho
melanomu.

Bylo zjisténo, ze exosomy z melanomovych linii zvySuji aerobni glykolyzu a snizuji
oxidativni fosforylaci u lidskych dermalnich fibroblasti. To vede k extracelularni
acidifikaci, kterd je zndmym fyzikalné-chemickym faktorem uplatiujicim se u
nadorového mikroprostfedi. Tento poznatek dobie odpovidd dlouho v onkologii
studovanému Warburgove efektu (Pascale et al. 2020; Vaupel and Multhoff 2021).
Zaméfenim se na exosomy byla potvrzena dulezitost jimi pfenaSenych miRNA v cargu.
Konkrétné se jednalo o miR-155 a miR-210, které hraly zasadni roli pfi vySe zminénych
metabolickych zménach (La Shu et al. 2018).

Exosomy z melanomu jsou schopny navodit transformaci fibroblasti v nadorové-
asociované fibroblasty (Zhou et al. 2018; Hu and Hu 2019). U takto reprogramovanych
fibroblasti byla exosomalni miR-155 urcena i jako spousté¢ exprese proangiogennich
faktord v dusledku aktivace JAK2/STAT3 (Janus Kinase 2/Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) signdlni drahy, ktera podpofila produkci vaskularniho
endotelového ristového faktoru A (anglicky: Vascular Endothelial Growth Factor A;
VEGF-A), fibroblastového rastového faktoru 2 (anglicky: Fibroblast Growth Factor 2;
FGF2) a MMP9 (Zhou et al. 2018).

S ohledem na mechanismus komunikace bylo vyznamnym zjisténim, Ze miR-21 byla
horizontdlnim pfenosem zbun€k melanomu dopravena prostfednictvim exosoml a
pfedana okolnim fibroblastim, u kterych nasledné doSlo k inhibici exprese TIMP3. Tim
byla podpotena aktivita MMP ucastnicich se degradace ECM. To vysvétluje zvySenou
invazivitu fibroblastl a jejich putovani v nddorovém mikroprosttedi (Wang et al. 2020).
Nadorové asociované fibroblasty casto funguji jako navadéjici buiky pro migraci
nadorovych malignich bunék.

Pro uspésné zakladani metastaz je kromé invazivity bun€k nadoru vyznamna i jejich
schopnost uchytit se ve vzdalenych tkanich. Zda se, ze nékteré organy umoziuji tuto
kolonizaci snadnéji a spekuluje se o faktorech mikroprostfedi, které pomahaji
cirkulujicim nadorovym bunkam tuto kritickou etapu zvladnout. Piedpoklada se, Ze

rostouci primarni nador miize vykazovat systémovy efekt, a ovlivilovat tak 1 vzdalené
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tkan¢ a vytvaret tzv. pre-metastatickd mista, tedy potencidlni loziska pro druhotné §ifeni
nadoru pifi metastatické diseminaci. Krom¢ solubilnich faktord byla sledovana i
potencialni role exosomill. Metastaticka diseminace byla podpofena exosomy
z melanomu, ale i exosomy z progenitorovych bunék kostni diené (Peinado et al. 2012).

Za dilezity znak invazivniho chovéani nddorové buiiky je povazovan i EMT. Tento
d¢j je vyznamny zejména u karcinomi, ale svou roli sehrava i u melanomu. Exosomy
z melanomu dokazaly svym plsobenim u primarnich melanocytii snizit expresi E-
cadherinu a naopak zvysit expresi vimentinu. Vzhledem k tomu, Ze fenotyp melanocyta
je odlisny od buné¢k karcinomil a Ze vimentin je jimi exprimovan bézné, je podstatnéjsi,
ze expozice exosomim dokézala vyznamné zvysit expresi klicovych regulatort EMT —
ZEB2 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2) a Snail 2 (Snail Family Transcriptional
Repressor 2) (Xiao et al. 2016). Podobny vysledek dokladovala i dal$i recentni studie,
coz naznacuje, ze TEX a jejich miRNA (napft. let-71, miR-106b-5p) jsou schopny ménit
fenotyp melanocytl (Xiao et al. 2016; Luan et al. 2021). Cargo TEX tak mtize pfispivat
k progresi maligniho melanomu.

Exosomalni miRNA z melanomu chrdni nédor i pfed agresivni imunitni reakei, a to
prostfednictvim snizeni aktivity cytotoxickych T lymfocytld. Toto je vysvétlovano
poklesem jejich sekrece cytokini a granzymu B (Vignard et al. 2020). Serinova proteaza
granzym B totiz tvofi dileZitou soucést granul cytotoxickych T lymfocytl a spousti
kaspdzami iniciovanou programovanou bunécnou smrt (Velotti et al. 2020).

V plazmé& pacientl trpicich generalizovanym malignim melanomem byly
detekovany exosomy bohaté i na imunosupresivné pisobici proteiny. Ty signifikantné
sniZily proliferaci CD8+ T lymfocytl nebo pfimo indukovaly jejich apoptdézu. Exosomy
potlacovaly 1 expresi NKG2D (Killer Cell Lectin Receptor K1) (Sharma et al. 2020),
povrchového proteinu prevazné na cytotoxickych imunitnich buikéch jako jsou CD8+ T
lymfocyty nebo ptirozeni zabijeci (anglicky: Natural Killer cells; NK) (Wensveen et al.
2018).

Role mikroprostiedi je ale mnohem komplexnéjsi. VétSinou byl dosud studovan
regulacni vliv TEX na buiky mikroprostfedi. OvSem mikroprostiedi velmi silné
determinuje také vlastnosti maligniho tumoru. Bylo tak dokladovdno né€kolik miRNA,
jejichz exprese je u samotnych buné¢k maligniho melanomu nepatrnd, ale pii vystaveni
vlivu mikroprostfedi (napf. v nepermisivnim mikroprostiedi) dojde u malignich bun¢k k

omezeni EMT, migrace a jejich invazivity (Liu et al. 2012; Rang et al. 2016). Tato zména
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je regulovana pravé miRNA exogenniho (tj. nemelanomového) piivodu z nddorového
mikroprostiedi.

Exosomy nebo mechanismy jimi spousténé, by tedy mohly byt 1 klicem
k potencidlnim novym terapeutickym pfistuptim, ¢i by mohly pfiznivé modifikovat
efektivitu terapeutickych zpisobil stavajicich. Jak bylo uvedeno vyse, imunoterapie
pfedstavuje v soucasné dobé¢ slibnou cestu v 1é€bé melanomu. Jednim z dominantné
vyuzivanych modernich terapeutickych ptistupii k 1é€bé melanomu je zacileni na PD-
1/PD-L1. Pravé zde ale exosomy sehravaji velmi pozoruhodnou roli. Exosomy z bunék
melanomu nesou na svém povrchu ligand PD-L1, ktery se vaze na receptor PD-1
vystaveny na aktivovanych T lymfocytech. Tato vazba funkéné navozuje
v mikroprostfedi tumoru imunosupresi a buiiky nddoru nejsou imunitnim systémem
eliminovany. Navic bylo zji$téno, Ze IFN-y, ktery je za normalnich okolnosti produkovan
CD8+ T lymfocyty, pozitivné stimuluje 1 obsah exosomalniho PD-L1, ¢imzZ je paradoxné
ale potlacena pravé funkce CD8+ T lymfocytl a ve vysledku je pak podpofen 1 riist
nadoru. Soucasn¢ bylo u pacientd s malignim melanomem zjisténo, ze hladina
cirkulujiciho exosomalniho PD-L1 pozitivné koreluje s hladinou IFN-y, ktera vSak
podléha zménam v prubéhu imunologické 1écby anti-PD-1 (Chen et al. 2018a). Role
exosomalniho PD-L1 a soucasné IL-10 (/nterleukin-10) pti inhibici imunitni odpovédi
CD8+ T lymfocytl byla potvrzena i v recentni studii (Shu et al. 2020). Potlaceni této
odpovédi je nezavislé na mutacnim statutu genu BRAF u melanomovych linii (Shu et al.
2020).

Lze tedy konstatovat, Ze bunky melanomu manipuluji prostiednictvim exosomi
s okolnimi bunécnymi typy ve prospéch ristu a Sifeni nadoru. Potlacuji odpovéd
imunitniho systému, podporuji novotvorbu cév pro dostatecné cévni zdsobeni nadoru
nebo pro moznou invazi nadorovych bunck (Kahlert and Kalluri 2013). Nepochybny je
ale 1 vliv exosomi tvofenych nemalignimi populacemi nddorového mikroprostiedi.
Védecké studie ohledné chovani téchto malych extracelularnich vezikul tak dokladuji
jejich dilezitost pii mezibunééné komunikaci v nadorovém mikroprostedi. Je zjevné, Ze
zacileni exosomt a jejich carga by mohlo byt potenciadlné vyznamnym ptistupem k 1écbé

Sirsi skupiny pacientt.
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3 Cile prace
Ve své disertacni praci jsem se zameétila na tyto otazky:
1) Jaké jsou souvislosti starnuti kiize a

——zvySené incidence maligniho melanomu
v populaci?

2) Jaké pristupy by mohly vést k
— zlepSeni diagnostiky maligniho
melanomu?

Cile prace —

3) Jak modelovat maligni melanom a
— jeho nadorové mikroprostiedi s cilem
1épe pochopit chovani nadoru?

4) Jak mezibunécéna komunikace,
| prostiednictvim exosomii, ovliviiuje
chovani nadoru a jeho
mikroprostiredi?
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4 Seznam publikovanych praci autorky se vztahem k tématu
disertace

Soucasti této disertacni prace jsou nize uvedené chronologicky fazené publikace

autorky (v textu jsou oznaceny fimskou Cislici). Disertacni prace sestava ze 6 originalnich

a 3 ptehledovych ¢lankt. Hodnota impakt faktoru (anglicky: Impact Factor; IF) daného

Casopisu je uvedena v zavorce a vztahuje se k pfisluSnému roku, kdy byla publikace

vydéana. Vysledky disertani prace a komentare k publikacim se nachazi v kapitole 6.

Soucasti kapitoly je i citacni ohlas jednotlivych ¢lankt. Kopie publikaci jsou zafazeny na

konec této disertacni prace a jsou jeji nedilnou soucasti.

II.

I1I.

IV.

Jobe NP, Zivicova V, Mifkova A, Rosel D, Dvorankova B, Kodet O, Strnad
H, Kolat M, Sedo A, Smetana K Jr, Strnadova K, Brabek J, Lacina L.
Fibroblasts potentiate melanoma cells in vitro invasiveness induced by UV-
irradiated keratinocytes. Histochem Cell Biol. 2018 May;149(5):503-516.
(IF: 2.640)

Strnadova K, Sandera V, Dvorankova B, Kodet O, Duskova M, Smetana K,
Lacina L. Skin aging: the dermal perspective. Clin Dermatol. 2019 Jul-
Aug;37(4):326-335. (IF: 2.458)

Kucera J, Strnadova K, Dvorankovd B, Lacina L, Krajsova I, Stork J,
Kovarova H, Skalnikova HK, Vodicka P, Motlik J, Dundr P, Smetana K Jr,
Kodet O. Serum proteomic analysis of melanoma patients with
immunohistochemical profiling of primary melanomas and cultured cells:
Pilot study. Oncol Rep. 2019 Nov;42(5):1793-1804. (IF: 3.417)

Erzina M, Trelin A, Guselnikova O, Dvorankova B, Strnadova K,
Perminova A, Ulbrich, P, Mares, D, Jerabek, V, Elashnikov, R, Svorcik, V,
Lyutakov, O. Precise cancer detection via the combination of functionalized
SERS surfaces and convolutional neural network with independent
inputs. Sensors and Actuators, B: Chemical. 2020 Apr 1;308. 127660. (IF:
7.335)

Strnadova K, gpanko M, Dvorankova B, Lacina L, Kodet O, Shbat A,
Klepacek I, Smetana K Jr. Melanoma xenotransplant on the chicken

chorioallantoic membrane: a complex biological model for the study of
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cancer cell behaviour. Histochem Cell Biol. 2020 Aug;154(2):177-188. (IF:
4.304)

VI.  Kodet O, Kuéera J, Strnadova K, Dvoiankova B, Stork J, Lacina L, Smetana
K Jr. Cutaneous melanoma dissemination is dependent on the malignant cell
properties and factors of intercellular crosstalk in the cancer
microenvironment (Review). Int J Oncol. 2020 Sep;57(3):619-630. (IF:
5.65)

VII.  Brabek J, Jakubek M, Vellieux F, Novotny J, Kolai M, Lacina L, Szabo P,
Strnadova K, Rosel D, Dvorankova B, Smetana K Jr. Interleukin-6:
Molecule in the Intersection of Cancer, Ageing and COVID-19. Int J Mol Sci.
2020 Oct 26;21(21):7937. (IF: 5.923)

VIII.  Novotny J, Strnadova K, Dvotankova B, Kocourkova S, Jaksa R, Dundr P,
Paces V, Smetana K Jr, Kolat M, Lacina L. Single-Cell RNA Sequencing
Unravels Heterogeneity of the Stromal Niche in Cutaneous Melanoma
Heterogeneous Spheroids. Cancers (Basel). 2020 Nov 10;12(11):3324. (IF:
6.639)

IX. Strnadova K, Pfeiferova L, Piikryl P, Dvofankova B, VI¢ak E, Frydlova J,
Vokurka M, Novotny J, Sachova J, Hradilova M, Brabek J, gmigové J, Rosel
D, Smetana K Jr., Kolat M, Lacina L. Exosomes produced by melanoma cells
significantly influence the biological properties of normal and cancer-
associated fibroblasts. Histochem Cell Biol. 2022;157(2):153-172. (IF:
4.304)

67



5 Material a metody

Veskery biologicky materidl byl pro feSeni vyzkumnych praci ziskavan vzdy s
pisemnym informovanym souhlasem pacienta v souladu s etickymi komisemi uvedenych
klinickych pracovist’ s plnym respektem k Helsinské deklaraci z roku 1964. Biologicky
materidl, vyuzity vramci této disertacni prace, byl odebirdn pievazné
na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFN, Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole nebo Klinice plastické chirurgie FNKV.

V laboratofich Anatomického tstavu 1. LF UK byl biologicky material nasledné
zpracovan pro histologickou analyzu, nebo byl vyuzit jako zdroj pro kultivaci bunck a
nasledné in vitro experimenty. Jednalo se hlavné o izolaci dermalnich fibroblastl ze
zdravych kontrolnich tkani, naddorové-asociovanych fibroblastli z priméarnich nadort ¢i
metastaz melanomu nebo bunc¢k maligniho melanomu z punktatd, napt. z maligniho
ascitu pacienta. Keratinocyty byly izolovany z dodavané kiize a standardné kultivovany
feederovou technikou na mitomycinem C oSetfenych 3T3 mySich fibroblastech
(Rheinwald and Green 1975). Kromé toho byly v experimentech vyuZivany 1 komeréné
dostupné linie maligniho melanomu (A2058, G-361). Melanomova linie BLM byla
poskytnuta L. van Kempenem a J.H.J.M. van Kriekenem (Univerzita svatétho Radbouda,
Nijmegen, Nizozemské kralovstvi). Kontrolou k buiikdm maligniho melanomu byly
vysoce pigmentované melanocyty poskytnuté J. Vachtenheimem (Ustav lékaiské
biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK, Ceské republika). Xenotransplantace
bunck byly provadény na embryich masnych hybridi Ross 308 kura domaciho (Gallus
gallus domestica; Xaverov, Ceska republika). Chorioalantoidni membrany kufecich
embryi byly vyuZity i jako zdroj pro izolaci fibroblasti. Kontrolou byly fibroblasty
izolované z ktize dospélych slepic.

Specifikace pouZzitého materialu a detailni popis metod a statistického hodnoceni
jsouuvedeny v jednotlivych ¢lancich autorky, které jsou nedilnou soucasti této disertacni
prace, proto nebudou v této kapitole blize popsany.

Je v8ak nutné zminit, Ze nékteré metody uvedené v publikacich by nebylo mozné
provést bez spoluprdce s jinymi institucemi a jejich specializovanymi pracovisti.
Genomové metody a bioinformatické analyza (publikace I, VIII, IX) byly provedeny na
Oddgleni genomiky a bioinformatiky na Ustavu molekularni genetiky Akademie véd

Ceské republiky. Proteomické metody (napf. Luminex xMAP® kuli¢kova assay
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v publikaci III) byly realizovany v Laboratoii aplikovanych proteomovych analyz a
vyzkumného centra Pigmod na Ustavu Zivodisné fyziologie a genetiky Akademie véd
Ceské republiky. Metoda gradientové ultracentrifugace pro izolaci exosomil (publikace
IX) byla provadéna v Laboratoii nefrologické proteomiky a extracelularnich vezikul na
Ustavu patologické fyziologie 1. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy. Metody uvedené
v publikaci IV (kromé& piipravy biologického materialu) byly provedeny na Ustavu
inzenyrstvi pevnych latek VSCHT v Praze a Katedie mikroelektroniky Fakulty
elektrotechnické CVUT v Praze. Intenzivni spoluprace (publikace I, VII, IX) probihala
také s Laboratofi invazivity nadorovych bun¢k v BIOCEVu (Pfirodovédeckd fakulta
Univerzity Karlovy).
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6 Vysledky a diskuse publikovanych praci s citaCnim
ohlasem

6.1 Tematicky okruh: Starnuti kiize a jeho vztah ke zvySené incidenci
melanomu

Autorska publikace II: Strnadova K, Sandera V, Dvorankova B, Kodet O, Duskova M,
Smetana K, Lacina L. Skin aging: the dermal perspective. Clin Dermatol. 2019 Jul-
Aug;37(4):326-335. (IF: 2.458)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 8

Autorska publikace VII: Brabek J, Jakubek M, Vellieux F, Novotny J, Kolat M, Lacina
L, Szabo P, Strnadova K, Rosel D, Dvorfankova B, Smetana K Jr. Interleukin-6:
Molecule in the Intersection of Cancer, Ageing and COVID-19. Int J Mol Sci. 2020 Oct
26;21(21):7937. (IF: 5.923)

Citacni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 14

Oba uvedené prehledové Clanky II a VII detailné prezentuji znama data shrnuta v
kapitole 2.1. KiiZe, struktura a vyvoj v literarnim ptehledu ptredklddané disertacni prace.

Piehledovy clanek II se tematicky vénuje v $irSim pohledu zndmym faktortim
starnuti ktize a jejich podilu na zvyseni incidence nddorovych onemocnénich jako maligni
melanom, bazoceluldrni nebo spinocelularni karcinom u starnouci populace. Klinicky
vyraznym rysem je alterace struktury epidermis a dermis v pribéhu starnuti, coz mize
vést 1 k chronické koZni fragilité¢ stdrnouci kiize zvané dermatopordza. Pii naruSeni
struktury kize exogennimi a endogennimi vlivy sehrava dulezitou roli mimo jiné
populace dermadlnich fibroblastd, ktera se méni také funkéné, tedy zejména zménou
skladby svého sekretomu. V ptipad¢ naddorové transformace pak spoluvytvaii ptihodné
prostiedi pro nadorovy riist a invazi, toto umoziuje napt. sekreci prozanétlivych molekul.
Publikace VII se soustfedi na jednu ztéchto prozanétlivych molekul v pribehu
fyziologického starnuti a s nim souvisejicich patologii, na IL-6 (Obr. 18).

V piehledovém clanku VII jsou shrnuty poznatky o fyziologické funkci IL-6, jeho
signalni draze a jeji regulaci. IL-6 se ale uplatiiuje 1 pfi starnuti ¢i patologickych situacich,
jako jsou chronické zanétlivé choroby a nadorova onemocnéni. Recentni pandemie

onemocnéni COVID-19 rovnéz postavila IL-6 do popiedi vyzkumného zajmu a lze
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diskutovat o moznostech jeho terapeutického cileni, jak pfimého, tak pomoci protilatek,
napf. bazedoxifenu nebo raloxifenu, které cili na receptor pro IL-6. IL-6, dulezita
molekula nadorového mikroprostiedi, proto piedstavuje cil pii 1écbé riznych

onemocnénich.

IL-6 A\
!

NORMAL TUMOUR
TISSUE ENVIRONMENT

OZ-—-morZ22rrmzZ-—

storm

ACUTE INFECTION ﬂ

INFLAMMATION

IL-6 A El&

Obr. 18 Interleukin-6. IL-6 je cytokin s riznorodymi t¢inky, jehoz zvysena hladina souvisi se starnutim
a nastavenim chronického zanétlivého prostiedi u starSich osob (A), které je vhodnym prostiedim pro vznik
nadort. Tento cytokin dale uplatiiuje svou roli pfi komunikaci mezi rakovinnymi buitkami a dalSimi
bunéénymi sousedy v ramci nddorového mikroprostiedi (B) a v neposledni fadé je zakladnim faktorem
cytokinové boufe u pacientl s akutni infekcei, napt. s onemocnénim COVID-19 (C). Tento graficky abstrakt
je soucasti publikace VII od Brabek et al. (2020).

I kdyZ starnuti neni moZno vnimat jako nemoc, je senium obdobim, kdy narlsta
deregulace biologickych procesii v organismu, coz nasledn¢ usnadiiuje nastup mnohych
chorob. Jednim z vyznamnych faktorti tohoto Zivotniho obdobi je i nastup chronického
prozanétlivého stavu v téle, ktery podporuje mimo jiné i potencialni rozvoj malignit.
Vzhledem k nartstajicimu poctu lidi seniorského véku v populaci tak dochazi k naristu

ptipadl diagnostikovaného nadorového onemocnéni, véetné maligniho melanomu.
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6.2 Tematicky okruh: Zlepseni casné detekce maligniho melanomu

Autorska publikace III: Kucera J, Strnadova K, Dvorankova B, Lacina L, Krajsova I,
Stork J, Kovéafova H, Skalnikova HK, Vodicka P, Motlik J, Dundr P, Smetana K Jr, Kodet
O. Serum proteomic analysis of melanoma patients with immunohistochemical profiling
of primary melanomas and cultured cells: Pilot study. Oncol Rep. 2019 Nov;42(5):1793-
1804. (IF: 3.417)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 3

Kozni melanom v pokrocilém stadiu nadale pfedstavuje onemocnéni s omezenymi
terapeutickymi moznostmi a relativné Spatnymi lé¢ebnymi vysledky. V poslednich letech
doslo k vyraznému pokroku pfedev$im v imunoterapii melanomu (kapitola 2.3.4.2), ale
je 1 nadéle obtizné predikovat terapeutickou odpovéd’. Z toho diivodu je snahou hledat a
identifikovat molekuly, biomarkery, které by zlepSily, usnadnily, ¢i zptesnily diagnostiku
aumoznily selekci ohrozeného pacienta, nebo pomohly zvolit optimalni terapii a ptipadné
byly i prognostickymi faktory. Tato pilotni studie je srovnévaci analyzou 31 sérovych
proteind, jako jsou cytokiny, chemokiny a ristové faktory, provedenou na pacientech
trpicich malignim melanomem a na zdravych kontrolach.

Sérologicka analyza ukézala, Ze pfitomnost primarniho nddoru je spojena se
snizenymi hladinami IL-2, IL-13 (Interleukin-13), RANTES (C-C Motif Chemokine
Ligand 5) a zvySenymi hladinami IL1RA (Interleukin 1 Receptor Antagonist), MIP-1
(C-C Motif Chemokine Ligand 4) a epidermalniho ristového faktoru (anglicky:
Epidermal Growth Factor; EGF).

IL-2 aktivuje NK buiikky 1 T lymfocyty a jako imunoterapeuticky 1€k byl jeden
z prvnich pouZit v 1écbé maligniho melanomu (Rosenberg et al. 1998). Uvadi se, Ze
snizend exprese tohoto interleukinu pfispivd k nedostatecné indukci specificity
cytotoxickych T lymfocytt proti nadoru. Dal§im diivodem se zda byt preferencni vazba
cytokinem produkovanym CD4+ T lymfocyty nebo makrofagy a Zirnymi buiikami
(Wynn 2003). U prozanétlivého chemokinu RANTES bylo zjisténo, Ze je jednim
z chemokini dilezitym pro pfilakani aktivovanych CD8+ T lymfocytd k metastazdm
melanomu (Harlin et al. 2009).

Dalsi prozanétlivy chemokin MIP-1B pfitahuje monocyty do lokélniho

mikroprostifedi nadoru, které tvoii dilezitou komponentu stromatu regulujici nddorovy
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rust (Nath et al. 2006). Vyssi sérové hladiny MIP-18 a ILIRA u pacientli s melanomem
koresponduji s vysledky i z jinych studii (Paganelli et al. 2019; Wang et al. 2021).
Zvyseni EGF vséru mize pozitivné ovlivnit rist nadoru a podporovat vznik
mikrometastaz v lymfatickych uzlinach (Bracher et al. 2013). Tato data naznacuji
imunologickou deregulaci u pacienti s melanomem, kterd se odrdzi ve zménach sérové
hladiny faktort nezbytnych pro stimulaci a inhibici ristu rakoviny.

Analyza séra dale ukdzala, ze hodnoty Breslowovy klasifikace naméfené
v primarnich nadorech pozitivné korelovaly se sérovymi hladinami IL-6, CXCL8 (C-X-

C Motif Chemokine Ligand 8; téz IL-8), IL-13, VEGF-A (Obr. 19).

IL-6 IL-B IL-13 VEGF
80
604 T=0.606 T=0.545 T=0.535 T=0.424
p-value=0.005 p-value=0.014 8| | p-value=0.046 p-value=0.063 g
404 =& o
[ 3
204 > i T
® o—l — o es® 2
RS == 8 o P o ®| e
. 804
E
B go T=0.600 T=0.491 _| | T=0546 T=0.491
P p-value=0.017 p-value=0.041 P p-value=0.061 p-value=0.041 ;
2 404 _// (=]
g 7S 2
= @
g 204 o —
Q 3 —"
5 -.k.——""‘""_;— " -& ’i
3 o Laa—are®C .a"’/o/ oe-0-og— | |go—®
80
60 4 T=0.467 T=0.524 T=0.276 T=0.714
p-value=0.272 p-value=0.136 | | p-value=0.444 p-value=0.014 @
g 3
40 S
o -
4 = ®_- =
20 -— o - o ) e
— e i NP MR, o
O — .I T T a2 T T T - ﬂ"gl . T T ﬁ_h T 1 T
0 2 4 8 0 2 4 6 0 2 4 3] 0 2 4 5}

Breslow’s depth (mm)
® ©:2 O 04 ®: 6
Patient
7 8 9 @10 11 12
Obr. 19 Korelace hodnot Breslowa se sérovymi hladinami vybranych proteinii. Analyza séra, ve tfech
Casech odbéru (pfed excizi primarniho nadoru, mésic nebo tfi mésice po excizi), ukazala zvysujici se

naméfenou hladinu vybranych proteint IL-6, IL-8, IL-13 a VEGF, ¢im vyssi byla hodnota Breslowa u
primarniho naddoru daného pacienta. Pievzato a upraveno z publikace III od Kucera et al. (2019).

Vedle sérologické analyzy byla provedena imunohistochemicka analyza primarnich
nadord pacientll. Imunohistochemicka analyza nazna€uje znacnou heterogenitu, ale 1ze
souhrnné fici, Ze hepatocytarni ristovy faktor (anglicky: Hepatocyte Growth Factor;
HGF), receptor 1 pro vaskularni endotelovy rustovy faktor (anglicky: Vascular

Endothelial Growth Factor Receptor 1; VEGFR1), IL-6 a jeho receptor nebo receptor
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pro IL-8, zvany CXCR1 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 1), jsou Siroce v nadorech
exprimovany.

V této pilotni studii byla prokazana ptitomnost Sirokého spektra zanétlivych molekul
v séru pacientll. Soucasné vsak tato studie odhalila obrovsky rozsah interindividualnich
rozdili mezi testovanymi pacienty a také intraindividuélni kolisani hodnot. Z vysledk je
patrné, ze vyskyt nékterych faktorti koreluje s nepifiznivymi hodnotami Breslowovy
klasifikace. Zvysena hladina VEGFA pozorovana v séru pacientii naznacuje, jak vitalné
nador potiebuje bohaté cévni zadsobeni. Imunohistochemicka analyza byla provedena u
primarnich melanomi a také u nckolika melanomovych bunéénych linii a fibroblastl
asociovanych s melanomem a vysledna data koreluji s vysledky ze sérologické analyzy.

V soucasnosti pouzivané markery, jako LDH a S100 proteiny, maji ,,stagingovy* a
prognosticky vyznam, ale neodrdzeji pfesné chovani organismu v dobé diagndzy nebo
v pribéhu progrese melanomu, takze strategie zalozena na kombinaci nékolika
biomarker by mohla byt v budoucnu piinosna a mohla by piispét k efektivné;si detekci

¢i terapii.

Autorska publikace IV: Erzina M, Trelin A, Guselnikova O, Dvorankova B, Strnadova
K, Perminova A, Ulbrich, P, Mares, D, Jerabek, V, Elashnikov, R, Svorcik, V, Lyutakov,
O. Precise cancer detection via the combination of functionalized SERS surfaces and
convolutional neural network with independent inputs. Sensors and Actuators, B:
Chemical. 2020 Apr 1;308. 127660. (IF: 7.335)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 22

V této publikaci jsou prezentovany pokrocilé technologické piistupy a je diskutovan
jejich potencidl k implementaci do laboratorni medicinské diagnostiky. Blize jsme se
zam¢fili na moznou detekci zmén ve sloZeni kultivaéniho média vyplyvajicich
z metabolické a sekre¢ni aktivity nddorovych a nenddorovych bunék. Tento ptistup
kombinuje né€kolik metod z oblasti nanotechnologie, povrchové chemie, plazmoniky a
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (anglicky: Surface Enhanced Raman
Spectroscopy; SERS) a jejich spojeni s metodami umélé inteligence (tzv. konvolu¢nich
neuronovych siti). Hlavnim cilem této pilotni prace bylo testovat uzitnou hodnotu téchto
technologii pfi analyze komplexnich biologickych vzorkil, které by mohly imitovat

diagnostické vzorky ziskané od pacientti.
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V experimentech byla pouzita, jako komplexni biologické smési, kultivacni média
ziskana z kultur bun¢k melanomu, nddorové asociovanych fibroblasti, ale i normalnich
bunck. Inicidlné metoda SERS umoznila charakterizaci molekuldrnich rozdild
jednotlivych kondiciovanych kultiva¢nich médii od nddorovych i nenddorovych bunék.
Pro kazdy pouzity druh kondiciovaného média byla sestavena spektra specifickd a
zaroven dostatecné senzitivné indikujici zmény souvisejici s vyskytem nadoru. V dalSim
kroku pak byly testovany nezndmé vzorky obdobného typu. Lze konstatovat, ze 1 ve fazi
randomizovaného experimentu doslo ve 100 % piipadl k presné identifikaci vzorku.

Tato studie demonstruje potencidl SERS a umélé inteligence konvolucnich
neuronovych siti pro budouci klinické vyuziti. Lze vyvozovat, Ze tato metodika by mohla
byt klicem k rychlé detekci nddort ¢i monitoringu maligniho onemocnéni. Biologicky je
ale nutno uvézit, Ze nddorové onemocnéni je u kazdého pacienta do zna¢né miry velmi
individudlni, a navic se méni v ¢ase vzhledem k tendenci mutovat v prib¢hu casu. Pies
uspéch dosazeny v tomto experimentu nelze zarucit absolutni spolehlivost této metody a
jeji uzitnou hodnotu v klinické praxi. K etablovani této metody na poli diagnostiky bude
jesté nutno zvysit pocet riiznorodych vzorkll pro ovéfeni senzitivity a specificity tohoto

postupu, a bude tedy i nadale potieba rozsahlé interdisciplinarni spoluprace.

6.3 Tematicky okruh: Modelovani nadorového mikroprostredi

Autorska publikace I: Jobe NP, Zivicova V, Mifkova A, Résel D, Dvoiankova B, Kodet
O, Strnad H, Kolat M, Sedo A, Smetana K Jr, Strnadova K, Brabek J, Lacina L.
Fibroblasts potentiate melanoma cells in vitro invasiveness induced by UV-irradiated
keratinocytes. Histochem Cell Biol. 2018 May;149(5):503-516. (IF: 2.640)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 11

Jednim z nejvétsich rizikovych faktorti pro vznik maligniho melanomu je UV zafeni,
jak bylo také popsano v kapitole 2.3.1. V této publikaci je testovan vliv UV radiace na
normalni keratinocyty a jejich nasledné interakce s normalnimi a nddorové-asociovanymi
fibroblasty z melanomu od riiznych donord.

Expresni profily téchto fibroblastii ukézaly, Ze obecn€ se normalni a nadorové-
asociovang¢ fibroblasty z melanomu signifikantné 1ii fddove ve stovkach gentli (primérné
ve 402 genech). Soucasné je tfeba upozornit na velmi vyznamnou interindividudlni

variabilitu této deregulace mezi jednotlivymi donory. U vSech nadorové-asociovanych
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fibroblastl byla ale pozorovana zvySend exprese genil pro cytokin IL-6 a chemokiny
CXCL8 a CXCL1 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 1), tedy proteiny podporujici invazni
potencial bun€k nadoru. Imunocytochemickd analyza prokdzala, ze vSechny tyto
nadorové asociované fibroblasty vykazovaly expresi béznych intermedidrnich filament
(napf. vimentinu, typického znaku pro mezenchymalni buriky). Velmi variabilné ale tyto
stromdlni fibroblasty na urovni proteinu exprimovaly a-hladkosvalovy aktin (anglicky:
a-Smooth Muscle Actin; aSMA), ktery je typickym znakem pro nddorové-asociované
fibroblasty. Jako teoretick¢é vychodisko pro na$ experiment jsme zvolili interakci
epitelovych bun¢k poskozenych ultrafialovymi paprsky snormélnim ¢i aktinicky
zménénym modelem dermis. Keratinocyty byly pro tyto ucely ozateny UVB, a to bud’
mirnéj§im frakcionovanym ozafovanim simulujicim chronickou intermitentni expozici (3
x 10 mJ/cm?) nebo subletalni davkou simulujici akutni zatéZ (100 mJ/cm?).

Nadorové mikroprostiedi bylo v této publikaci modelovano pomoci insertového
systtmu UVB-ozafenych keratinocytd a neozafenych fibroblastti. Bioaktivni latky
produkované do kultivaéniho média v disledku této kokultivace vytvotily kondiciované
médium, které obsahovalo mediatory reakce na prob¢hlé poskozeni. U modell ¢asnych
malignich melanomd musi byt brana v potaz nejen dermalni komponenta stromatu, ale
poné¢kud atypicky je tieba vzit v uvahu i keratinocyty, které jsou v piimém sousedstvi
malignich ¢i malignizujicich bun€k melanocytarniho ptivodu. Takto kondiciované
komplexni médium bylo nasledné pouZito k ovlivnéni dvou bunéénych linii maligniho
melanomu (A2058 a BLM) zalitych v podob¢ sféroidi do kolagenového gelu.

Vysledky ukazaly, ze bioaktivni latky z kokultury UVB-ozéatenych keratinocyti a
nadorové asociovanych fibroblasti zmelanomu signifikantné podporuji invazi
melanomovych linii. Méné€ vyrazny U¢€inek na invazi méla kokultivace s normalnimi
dermélnimi fibroblasty nebo tehdy, kdy byly ke kondiciovani média uZzity jen ozafené
keratinocyty samotné. Obecné I1ze shrnout, ze vysoka davka UVB zéieni u keratinocytt
zpisobila nésledné zpomaleni invaze bun¢k melanomu oproti frakcionovanému
ozafovani niz§i davkou (Obr. 20). Tento vysledek do znacné miry dobfe ilustruje vyznam

intermitentni expozice UV paprskiim znamé z klinické onkologie.
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Obr. 20 Invaze bunék melanomovych linii BLM a A2058. Bioaktivni latky kondiciovanych médii
z kokultury UV-ozafenych keratinocytti (HK) a nadorové-asociovanych fibroblasti (ZAM) nejvyraznéji
podporuji invazi bunék melanomu. Mirngj$i frakcionované ozafovani HK (3 x 10 mJ/cm?) je pro invazi
bun&k melanomu vice ¢inné neZ jednorazovéa subletalni davka ozafeni HK (100 mJ/cm?). Pfevzato a
upraveno z publikace I od Jobe et al. (2018).

Opakované ozareni nizkymi davkami UVB v této publikaci pfipomind opakované
vystaveni nechranéné pokozky slunci. Zivotaschopnost keratinocytii je zachovana, ale i
tato nizka davka ptsobi DNA poSkozeni. Fibroblasty v dermis kiize komunikuji s takto
poskozenymi keratinocyty parakrinni produkci bioaktivnich latek a z vysledkt je patrné,

ze v ptipadé vyskytu loZiska melanomu podporuji jeho schopnost invadovat.

Autorska publikace V: Strnadova K, gpanko M, Dvorankova B, Lacina L, Kodet O,
Shbat A, Klepacek I, Smetana K Jr. Melanoma xenotransplant on the chicken
chorioallantoic membrane: a complex biological model for the study of cancer cell
behaviour. Histochem Cell Biol. 2020 Aug;154(2):177-188. (IF: 3.57)

Citacni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 2

Kufeci chorioalantoidni membréna je ptacim homologem sav¢i placenty. Pro plnéni
své role pti vyvoji embrya je nutn€ vysoce vaskularizovanou tkani (blize kapitola 2.4.4),

coz ji predisponuje k provadéni nékterych typii biologickych experimentli. Tato
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publikace se zaméfuje na xenotransplantaci melanomovych bunc¢k na kuteci CAM,
jakozto komplexnéjsi biologicky model pro studium chovani nadorovych bunék.

V in vitro experimentech byly izolovany fibroblasty z CAM nebo kize dospélych
jedinci kura doméaciho a po jejich kultivaci bylo odebrano kondiciované médium.
Nasledné¢ byly studovany ucinky téchto médii na rist a metabolismus bunck
melanomovych linii. Vysledky ukdzaly, ze bioaktivni latky produkované fibroblasty do
média vyznamné zménily kinetiku proliferace 3 sledovanych melanomovych bunéénych
linii oproti kontrolnimu médiu. Toto pozorovani zduraziuje zavislost nadoru na jeho
komunikaci s okolnimi buiikami mikroprostiedi. Metabolicka aktivita téchto bunék pak
byla méfena a porovnana MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid) testem. Pfed experimenty in ovo byla také provedena imunocytochemicka
analyza zamétujici se na moznosti spolehlivé detekce lidskych melanomovych bunck
v kufteci tkani. Klicem k feseni této otdzky byla literarn¢ udavana a nami ovétena aplikace
protilatky proti vimentinu, klon V9 (DAKO, Glostrup, Déansko). Toto barveni bylo
negativni u vSech fibroblastli ptac¢iho ptivodu, ale spolehlivé znacilo buiiky obsahujici
vimentin lidského ptivodu vcetné bun¢k melanomu. Tento test se jevil jako spolehlivéjsi
nez aplikace n€kterych jinych melanomovych markert napt. HMB-45 (Pmell7), ktery
muze byt ovlivnén i kultivaénimi podminkami.

Po xenotransplantaci melanomovych bunék in ovo byly mikroskopicky pozorovany
shluky téchto bun¢k na povrchu CAM. V pozdégjsich fazich experimentu, tj. po 6 dnech,
byly tyto shluky viditelné 1 pouhym okem. Injekce modré pryskytice (Mercox Il Blue,
Mercox-Japan Vilene, Tokyo, Japonsko) do cév embrya umoznila lepsi optickou
vizualizaci pribéhu cév a vytvafeni vaskularnich struktur sméfujicich k shluku
melanomovych bunék. Ddle bylo patrné, Ze cévy pouze masu bunék piekryvaly, ale
nepenetrovaly do ni.

Invaze nadorovych bunck do stromatu CAM byla vzacna a histologicky byla
potvrzena pouze u dvou vzorka ze 45. V téchto ptipadech barveni vimentinem odhalilo
rozptyleni melanomovych bun¢k na povrchu CAM a také uvnitf stromatu. Jejich identita

byla dale potvrzena barvenim HMB-45 (Obr. 21).
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Obr. 21 Rez kufeci chorioalantoidni membrinou. Buikky melanomové linie A2058, znadené
vimentinem, jsou lokalizovany na povrchu CAM (hvézdicka) s ob¢asnym vyskytem ve stromatu CAM
(Sipky) (a). Pouze v jednom piipadé byla pozorovana solidni masa melanomu ve stromatu (hvézdicka) (b),

tyto buiikky byly barveny pozitivné na HMB-45 (c). Méfitko: 100, popt. 300 um. Pfevzato a upraveno
z publikace V od Strnadova et al. (2020).

Je ztejmé, ze bioaktivni latky produkované fibroblasty do média stimuluji proliferaci
nadorovych bungk, i kdyz je jejich pivod odlisny. /n ovo tvoti transplantované bunky
melanomu shluky na CAM, které nasledné stimuluji dostfedivy rlst cév do mista
prihojeni. Vzhledem k témto vlastnostem je CAM tradi¢né pouzivana jako vhodny nastroj
pro studium vaskularizace a angiogeneze (Ribatti 2008; Nowak-Sliwinska et al. 2014;
Burggren and Antich 2020). Omezeni invazniho potencidlu melanomovych bun¢k muize
byt zplisobeno ¢asovou restrikci experimentu vynucenou rychlosti vyvoje embrya kuiete
nebo nepermisivnimi biologickymi vlastnostmi CAM. I pies tyto limitace CAM kuteciho
embrya nabizi v nékterych aspektech i nadale atraktivni in vivo biologicky model pro

studium chovani melanomovych bunék.

Autorska publikace VIII: Novotny J, Strnadova K, Dvotankova B, Kocourkova S, Jaksa
R, Dundr P, Paces V, Smetana K Jr, Kolat M, Lacina L. Single-Cell RNA Sequencing
Unravels Heterogeneity of the Stromal Niche in Cutaneous Melanoma Heterogeneous
Spheroids. Cancers (Basel). 2020 Nov 10;12(11):3324. (IF: 6.639)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 5

Tento ptivodni ¢lanek VIII je zaméfen na hodnoceni funkéni diverzity fibroblasth pii
interakcich s buitkami melanomu, a to na 3D modelu s vyuzitim moderni metody single-
cell RNA sekvenovani.

Pro modelovani diverzity dermélniho mikroprosttedi byly vyuzity dva zdroje
dermalnich fibroblastii. Jednalo se o juvenilni fibroblasty z neozafené Casti kize ditcte
(anglicky: Juvenile Dermal Fibroblasts; JDF) a fibroblasty z fotoexponované klze
seniorniho darce (anglicky: Photo-damaged Dermal Fibroblasts; PDF). Heterogenni
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sféroidy sloZzené z bun€k melanomu a z dané¢ho typu fibroblastl (v pomé&ru 1:1) utvotené
metodou visici kapky predstavovaly pak 3D model simulujici ekosystém nadoru.
Klicovou metodou, ktera méla rozlisit chovani rizné aktinicky poskozenych fibroblastii
pii vytvareni mikroprostiedi melanomu, byla single-cell RNA analyza.

3D model heterogennich sféroidt s typickou morfologii byl vytvaien metodou visici
kapky (Obr. 15) a ackoli k inokulaci byla pouzita smés obou bunécénych typi, byla
pozorovana v ramci sféroidu prostorova segregace. Imunohistologické barveni fezl
téchto sféroidi pak umoznilo vizualizovat zajimavou distribuci obou typt bunck.
Fibroblasty detekované specifickou protilatkou TE-7 (Novus Biologicals, Centennial,
CO, USA), se nachazely ve stfedu sféroidu, zatimco bunky melanomu znacené
protildtkami proti specifickym znakiim melanocytd (HMB-45, S100 — obé DAKO,
Glostrup, Dansko) byly lokalizovany spiSe na periferii.

Po disociaci sféroidii na suspenzi jednotlivych bun¢k byl model analyzovan pomoci
single-cell RNA sekvenovani. Tento pfistup ve spojeni s biostatistickym ptistupem
umoznil od sebe rozd¢lit nejen dvé zdrojové populace, ale déale charakterizovat jejich
pfipadné vzniklou heterogenitu. Fibroblasty byly identifikovany podle exprese
specifickych genti, naptiklad genu pro fibroblastovy aktivacni protein (anglicky:
Fibroblast Activation Protein; FAP). Naopak bunky melanomu byly od populace
fibroblastl odliSeny genem pro Melan-A, ktery hraje roli pfi biogenezi melanosomtl, a je
tak typickym znakem melanocytii. Exprese téchto znakii byla potvrzena i na Urovni
proteinu na histologickych fezech.

Bioinformatickd analyza primarnich dermalnich fibroblastl ze sféroidii ukézala, ze
oba typy fibroblasti lze shodné funkéné rozdélit do tii klastri na zakladé jejich
expresniho profilu (Obr. 22). Prvni skupina, oznacovand jako ECM-, byla bohatd na
expresi genil pro prozanétlivé faktory, jako jsou cytokiny a chemokiny. Zaroven
postradala pfepsané geny zodpovédné za produkci extraceluldrni matrix. Druha skupina
ID+ obsahovala transkripty gent zodpovédnych za diferencia¢ni a dediferenciacni
procesy, které se objevuji v signalni kaskad¢ superrodiny TGFR (Transforming Growth
Factor B). Piikladem je gen ID1 (Inhibitor of Differentiation I). Tteti skupina ECM+
predstavuje klasicky nahled na fibroblasty jakozto producenty sloZzek mezibunétné
hmoty. Tato skupina hojné transkribovala geny pro extracelularni matrix napft. kolagen 1.
Rozd¢€leni na tii funkéné odlisné skupiny bylo zietelnéjsi u PDF, tedy fotoexponovanych

fibroblastii ze starSiho pacienta.
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Obr. 22 Bioinformaticka analyza JDF a PDF z heterogennich sféroidi. (a) Oba typy fibroblastt se
v blizkosti bunék melanomu ve sféroidu roz¢lenily na 3 fenotypové odlisné shluky na zakladé jejich genové
exprese. (b) Skupina fibroblasti ECM- vyrazné exprimuje prozanétlivé cytokiny a chemokiny, napf.
CXCLS. Bunky skupiny ID+ jsou identifikovany silnou expresi genti zodpovédnych za diferenciaéni a
dediferenciacni procesy, napt. /DI. ECM+ je tfeti skupinou fibroblastd hojn¢ exprimujicich transkripty
geni ECM. (c) Klastry jsou v JDF i PDF ekvivalentni a vykazuji statisticky vyznamné rozdily v expresi
jejich markerovych gentt (** p < 0.01; *** p < 0.001, Mann-Whitney U test). Pfevzato a upraveno
z publikace VIII od Novotny et al. (2020).

Na podklad¢ biologické databaze KEGG (popisujici vztahy mezi geny, potazmo jimi
kédovanymi proteiny, a propojujici je funkéné do siti) byly pozorovany vyznamné rozdily
mezi klastry fibroblastové populace. Pti srovnani skupiny ECM- vi¢i ID+ byla u obou
typl fibroblastli odhalena snizena exprese gentl asociovanych s fokalni adhezi, dale s
interakci receptorti a extracelularni matrix a s TGFB signalni drahou. Specifické zmény
pro PDF ukazovaly zvySenou expresi gentl spjatych s interakci cytokint a jejich receptort
nebo se signalnimi drahami Nod-like a Toll-like receptort. Ty jsou soucésti vrozené
imunitni odpovédi vedouci k produkci cytokini a chemokinti, napt. 1L-6, IL-1a, LIF
(Leukemia Inhibitory Factor) nebo CXCL8 (Kawai and Akira 2011; Wicherska-
pawlowska et al. 2021). Ustanoveni chronického zéanétlivého prostiedi je jednim

z hlavnich aktivatorti nddorového ristu, cemuz podle téchto vysledkli napomahaji hlavné
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starnouci bunky stromatu. Zaroven byla u PDF detekovdna sniZzend exprese gend pro
oxidativni fosforylaci, coz byva u bunék nadoru béznym jevem jdoucim ruku v ruce
s aktivnéjsi glykolyzou.

Pti srovnani klastrit ECM- vici ECM+ byla u obou typu fibroblastti pozorovana opét
snizena exprese gentl spojena s TGFRB signalni kaskddou. U PDF lze nalézt snizenou
expresi genl pro fokalni adhezi a gent pro interakci receptorti s extracelularni matrix.
Exprese gent pro export proteint je naopak zvysena.

Pti poslednim srovnani klastrti ID+ viici ECM+ byly pozorovany pouze marginalni
rozdily v aktivit¢ signalnich drah. Z téchto vysledkt vyplyva, Ze rozdily u aktinicky
poskozenych starnoucich fibroblastii PDF se koncentruji v klastru ECM-.

Bioinformatickd analyza byla provedena i u bun¢k melanomu z rozvolnénych
sferoidd. Analyza ukdzala rozdé€leni pouze do dvou klastrii bez ohledu na typ uzitych
fibroblastl. Jeden z téchto klastr byl transkripéné vice aktivni, coz je reprezentovano
zvySenou expresi NEATI (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1) a MALATI
(Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1), coz jsou geny dlouhych
nekodujicich RNA. Dlouhé nekoédujici RNA byly popsany v mnoha fyziologickych a
patologickych procesech. Zminéné geny jsou dulezité napt. pfi stabilizaci jadernych
télisek a sestfihu pre-mRNA a uvadi se, ze stimuluji migraci kozniho i uveélniho
melanomu (Xia et al. 2019; Wu et al. 2020). Jelikoz byla detekovana exprese
prozanétlivych faktori ve specifickych klastrech fibroblasti, cilem bylo zjistit, zda k této
expresi dochazi 1 u bun¢k melanomu. Data naznacuji, ze CXCLI1 je pfevazné produkovan
buiitkami melanomu, zatimco IL-6 a LIF jsou exprimovéany fibroblasty. CXCLS8 byl
transkribovan u obou bunéénych populaci, tedy u melanomu i dermalnich fibroblasti.
Tyto molekuly reguluji nddorovy ekosystém a podporuji invazivni chovéani nddoru v ném.

Invazni potencidl bun¢k ze sféroidu byl také testovan v kolagenovém gelu modelujici
extracelularni prostfedi. Migrovaly zde nejprve jednotlivé fibroblasty nasledované
buitkami melanomu v protahlych vybézcich. Pfidanim exogenniho IL-6 do kultivaéniho
média byla invaze buné€k zvySena a buiiky melanomu migrovaly v masivnich prstovitych
¢epech. Farmakologicka inhibice tocilizumabem, ktery cili na receptor IL-6, potvrdila
ocekavanou blokaci buné¢né migrace.

Heterogenni sféroidy tvofené z melanomovych bunck a fibroblastli v kombinaci se
single-cell RNA sekvenovanim pfedstavuji velmi standardni model, ktery lze pouZit pro
studium interakce fibroblastli s buiikami melanomu doplnény o velmi robustni analyticky

geneticky pfistup. Tento 3D model umozZiuje lépe pochopit chovani nadorového
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ekosystému nez konvencni 2D bunécné kultury. Tato studie potvrdila, Ze dermalni
fibroblasty nejsou homogenni skupinou, ale misto toho obsahuji n¢kolik samostatnych
subpopulaci s rozdilnym expresnim profilem. Pravé metoda single-cell RNAseq
regulacni potencial. Tyto minoritni populace by v konven¢nim sekvenovani (tzv. bulk-
seq) mohly uniknout pozornosti.

Endogenné a exogenné poskozené dermalni fibroblasty (tedy zménéné jak vlivem
starnuti, tak 1 UV ozéfeni) piispivaji vétsi mérou k prozanétlivému prostiedi, a stavaji se
tak dalezitou komponentou urcujici charakter nddorového mikroprostiedi. Jelikoz jsou
fibroblasty vSude pfitomnymi bunikami, terapeutické cileni na celou populaci se obecné
jevi jako riskantni a neredlny cil. HlubSi znalosti heterogenity fibroblasti mohou
pfedstavovat dulezity pfinos a mohou mit dopad na vyvoj novych pfistupli v 1é€bé nadoru

s cilenim na jeden z klastrd s pro-nddorovym chovanim.

6.4 Tematicky okruh: Mezibunécna komunikace

Autorska publikace VI: Kodet O, Kucera J, Strnadova K, Dvotrankova B, Stork J, Lacina
L, Smetana K Jr. Cutaneous melanoma dissemination is dependent on the malignant cell
properties and factors of intercellular crosstalk in the cancer microenvironment (Review).
Int J Oncol. 2020 Sep;57(3):619-630. (IF: 5.24)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 4

Jak bylo blize oziejméno v kapitole 2.3.1., incidence maligniho melanomu kuze
stoupd. Tento piehledovy €lanek VI se zamé&fuje na interpretaci znamych dat tykajicich
se vzniku koZniho maligniho melanomu a jeho nasledné diseminace, tedy rozsevu
nadorovych bun¢k do tkani a orgdni pacienta v prubéhu progrese onemocnéni (Obr. 23).
Maligni melanom ktze vznika na podkladé genetické mutace spojené s deregulaci
signalnich drah. Invazni potencial nadoru je ale také vyznamné ovlivnén nadorovym
mikroprostiedim. Diseminace nddoru za¢ina nejprve vstupem do lumen intratumoralnich
cév a naslednou cirkulaci bunék nadoru v téle pacienta. Kritickym momentem pro
metastazaci je ale dosaZzeni nového vhodného, tzv. permisivniho, prostfedi v néjakém
organu. Predilekéni lokalizaci pro buniky maligniho melanomu pti zaklddani metastaz

jsou zejména lymfatické uzliny, plice a mozek.
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Obr. 23 Vznik, progrese a systémovy efekt koZniho maligniho melanomu. (A) Vznik primarniho nadoru
ovlivituje prostfednictvim parakrinni signalizace i okolni nerakovinné buniky (v riZzovém kruhu je blize
znazornéno nadorové mikroprostredi). Tato parakrinni interakce stimuluje maligni potencial nadoru.
Signalni molekuly nésledné difunduji a unikaji do krevniho/lymfatického obéhu. (B) Cirkulace uvolnénych
cytokinl, chemokint a ristovych faktorti aktivuje normalni vzdalené tkané, které v nich formuji vhodna
premetastaticka mista pro metastaze naddoru (detail v modie vyplnéném kruhu). (C) V nékterych z téchto
premetastatickych nik se vytvofi sekundarni (metastatické) nadory, coz podmiinuje pozdéjsi systémovy
efekt typicky pro generalizované malignity. (D) Cirkulujici bioaktivni latky vyvolavaji fyzické a funkéni
organové zmeény vedouci ke chfadnuti, nechutenstvi, a dokonce az k smrti pacienta. Pfevzato a upraveno
z publikace VI od Kodet et al. (2020).

Dulezitou soucasti prehledového ¢lanku je shrnuti hlavnich zplisobi mezibunééné
komunikace v nadorovém mikroprosttedi kozniho maligniho melanomu v pribéhu jeho
progrese.

Konkrétné je zameéten na ptimé mezibunééné kontakty prostiednictvim kadherint,
dale na bioaktivni latky ucastnici se parakrinni signalizace anebo na komunikaci
vyuzivajici extracelularni téliska — exosomy (kapitola 2.5). Tyto membranové vacky by
nem¢ly byt v nddorové biologii opomijeny, jelikoz je stale 1épe dokladovéano, Ze hraji
v mikroprostfedi nddoru nezanedbatelnou roli (viz publikace IX).

V neposledni fad¢ je v této publikaci diskutovano, jak cirkulujici bioaktivni latky
jako cytokiny a chemokiny podporuji vznik metastaz a jak navozuji strukturalni i funk¢ni
organové zmény. Tento efekt se uplatiiuje 1 na velké vzdalenosti a jde spiSe jiz o
systémovy efekt. Takovéto plsobeni na pacienta miize vést ke kachexii, anorexii,
celkovému stradani organismu a v nejhorSim ptipad¢ i k imrti. Pfehledovy ¢lanek také
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zmifluje vyznam moznosti cilené 1é¢by v prevenci vzniku metastaz a reflektuje novy
koncept 1é¢iv — migrastatika (Gandalovicova et al. 2017). Migrastatika cili terapeuticky
totiz na invazivni schopnosti bun¢k. Kombinace migrastatik a tradi¢nich onkologickych
1ékti by mohla byt slibnou cestou v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Tento piehledovy c¢lanek tedy shrnuje poznatky o vzniku kozniho maligniho
melanomu, diskutuje jeho chovéni v prostfedi nenadorovych bunék, proces progrese a

invaze nadoru az k jeho systémovému efektu na cely organismus.

Autorska publikace IX: Strnadova K, Pfeiferova L, Prikryl P, Dvotfankova B, VIcak E,
Frydlova J, Vokurka M, Novotny J, Sachova J, Hradilova M, Brabek J, Smigové J, Rosel
D, Smetana K Jr., Koldt M, Lacina L. Exosomes produced by melanoma cells
significantly influence the biological properties of normal and cancer-associated
fibroblasts. Histochem Cell Biol. 2022;157(2):153—172. (IF: 4.304)

Citac¢ni ohlas podle Web of Science (mimo autocitace): 2

Exosomy ptedstavuji ndstroj pro jednu z mnoha moznych forem mezibunécné
komunikace. Mohou tedy ovliviiovat i chovani nadoru a jeho mikroprostiedi. Nase studie
byla zamétena na sledovani vlivu exosomt izolovanych z bunék melanomu na funkéni a
fenotypové vlastnosti normdlnich lidskych dermaélnich fibroblasth (anglicky: Human
Dermal Fibroblasts; HDF) a nadorové-asociovanych fibroblasti izolovanych
z maligniho melanomu (anglicky: Cancer-associated fibroblasts isolated from malignant
melanoma; mCAF).

Z n€kolika moZnych pfistupl jsme pro dosaZeni optimalniho vytéZzku zvolili metodu
ultracentrifugace s hustotnim gradientem. Pro izolaci exosomil byly buniky melanomu
ponechény v kultivaénim médiu s 5% fetalnim bovinnim sérem (anglicky: Foetal Bovine
Serum; FBS) zbaveného exosoml (A27208-01, Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Cilem tak bylo ziskat exosomy pouze od melanomovych bunék. Kondiciované
médium bylo stoceno v nékolika krocich s vyuzitim roztoku pro hustotni gradient
OptiPrep (Alere Technologies AS, Oslo, Norsko). Nasledné byl obsah zkumavky
rozdélen na dvanact mililitrovych frakci odshora dold. Frakce 6, 7 a 8 obsahujici
purifikované exosomy byly spojeny dohromady, zfedény PBS a znovu odstiedény. Na
zaver byly tyto koncentrované frakce resuspendovany v PBS a takto pfipraveny vzorek

byl pouzit pro dalsi analyzu a experimenty.
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Exosomy po izolaci gradientovou ultracentrifugaci byly charakterizovany na zaklad¢
velikosti a koncentrace ¢astic (Obr. 24). Pro gradientovou ultracentrifugaci jako pro
optimalni izola¢ni metodu svédcila i dokonald morfologie potvrzend elektronovovou
mikroskopii izolatu, ktera potvrdila vysokou puritu exosomil a absenci jinych elementd,
napiiklad proteinovych agregati (Obr. 24). V neposledni fad¢ bylo ultracentifugaci
dosahovano i1 vysokého obsahu celkového proteinu, od kterého se odvozovalo pouzité
mnozstvi exosomil pii experimentech. Zjistili jsme, Ze proliferacni aktivita obou typa
studovanych fibroblastii zavisi na pouzité proteinové koncentraci. Pii zvySujici se
koncentraci dochdzi k zpomalovani bunééného mnozeni. Podobn¢ doslo i k zpomaleni

bunécéné adheze (posuzované zménou impedance automatizovaného méticiho systému
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Obr. 24 Charakterizace exosomi izolovanych z melanomové linie G361. (a) Graf znazoriuje
kvantifikaci celkového proteinu exosomu izolovanych z tii melanomovych linii, kdy pouze G361
produkovaly exosomy v takovém mnozstvi, které bylo dostacujici pro nasledné experimenty (chybové
useCky predstavuji standardni odchylky pozorovanych hodnot; statistickd vyznamnost byla vypoctena
neparametrickym Tukeyho testem vyznamnosti (p < 0.05 byla povazovéna za statisticky vyznamnou). (b)
Exosomy z G361 vykazovaly typickou charakteristiku exosomil vzhledem k morfologii (elektronovy
mikroskop) a velikosti (Nanoparticle tracking analysis). Pfevzato a upraveno z publikace IX od Strnadova
et al. (2022).
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Vliv exosomii na fibroblasty byl déale studovan na trojrozmérném modelu
mimikujicim dermis. Kratkodoba kultivace s exosomy v médiu ukdzala zrychleni invaze
kolagenovym gelem jak v piipadé nadorové-asociovanych fibroblastii, tak u normalnich
dermalnich fibroblasti.

Ve 3D podminkach byl efekt exosomii zkouman i dlouhodobéji po dobu 7 dni.
Kompozitni sféroidy vytvotrené metodou visici kapky obsahovaly kromé fibroblasti i
buiikky melanomu a byly spolu s exosomy imobilizovany v kolagenovém gelu. Na
snimcich z elektronového mikroskopu bylo pozorovano, ze exosomy si uchovavaji své
strukturni vlastnosti mezi vlakny kolagenu. Invaze nadorovych bun¢k pak ukazala, ze
model s nddoroveé asociovanymi fibroblasty potencovany ptfidanymi exosomy zesiluje
invazivni potencidl melanomovych bunék signifikantné. V kontrolnim piipadé
s normalnimi fibroblasty vSak vysledky nedoséhly hranice pro signifikantni rozdil.

Na molekularni urovni byly fibroblasty hodnoceny na Ustavu molekularni genetiky
Akademie véd Ceské republiky. Po 72hodinové kultivaci obou typti fibroblasti
s exosomy byla izolovana jejich RNA. Transkriptomicka analyza (Obr. 25) ukazala, Ze u
obou typu fibroblasti dochdzi pod vlivem exosomil k reorganizaci genii pro
extracelularni matrix, napf. zvySenim exprese genii pro MMP. To koreluje s vysledky,
kdy samotné fibroblasty zrychluji svou invazi kolagenovym gelem. Nadorové-asociované
fibroblasty pod vlivem exosomil zvySuji expresi genl pro cytokiny a chemokiny, napf.
IL-6 a CXCLS, ¢imz ustanovuji prozanétlivy charakter nadorového mikroprostiedi
podporujici progresi nadoru.

Zajimavym zjisténim byla rozdilnd exprese dvou protein: ILIRA a
thrombospondinu-1. IL1RA je receptorem pro IL-33 a je zvySen pod vlivem exosomu u
nadorové-asociovanych fibroblastli. Je zndm pro svoji roli pfi nddorové progresi
(Mantovani et al. 2018). Naopak thrombospondin-1 je u téchto fibroblasti pod vlivem
exosomt snizen. Jind data ukazuji, Ze exprese tohoto proteinu u bunék melanomu inhibuje
progresi nddoru. Na druhou stranu zvySena exprese tohoto proteinu u stromalnich bun¢k
kozniho melanomu je spjata se snizenym piezivanim (Trotter et al. 2003).

Hlavnim vystupem této publikace tedy je, Ze exosomy hraji vyznamnou roli
v mezibunééné komunikaci mezi naddorem a ostatnimi buntkami nadorového
mikroprostfedi. Bylo zjiSténo, ze tyto malé extracelularni vacky, izolované z bunék
maligniho melanomu, stimuluji prozanétlivé chovéani nadorové-asociovanych fibroblastt

a ze zmeénou téchto vlastnosti podporuji Sifeni naddoru. Publikace dale prokazuje, jak
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dramaticky se mohou ménit biologické vlastnosti nadoru pfi pouziti 2D a 3D kultivacnich

technik.
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Obr. 25 Transkriptomicka analyza HDF a mCAF pod vlivem exosomi. Grafy ukazuji zmény v genové
expresi u HDF nebo mCAF, které byly stimulovany exosomy z G361 (EXO G361) nebo FBS (EXO FBS)
po dobu 72 hod. Celkovy trend je oznacen oranzovou (HDF) nebo rizovou (mCAF) Sipkou. Panel (a)
predstavuje genové zmény s dirazem na interleukiny, kdy lze pozorovat napf. narust exprese /L6 u mCAF
EXO G361. Panel (b) ukazuje zmény v expresi matrix metaloproteinaz. Pfevazné dochazi ke zvysené
expresi u mCAF EXO G361, ale i u nékterych vybranych genti pro MMP lze pozorovat jejich zvySenou
expresi u HDF EXO G361. Panel (c) ukazuje zmény v expresi chemokint, jejichZ zvySena exprese je
pozorovana u stimulovanych mCAF. Panel (d) zndzoriiuje zmény na urovni mRNA pro molekuly
extracelularni matrix. Opacny trend byl pozorovan u genu pro TNC (tenascin-C), jehoz protein je bohatou
molekulou naddorového mikroprosttedi mnoha nadorti. Pfevzato a upraveno z publikace IX od Strnadova et

al. (2022).
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7 Zavér a zhodnoceni cila

Tato disertacni prace pojednava o fenotypu melanocytt za fyziologickych a ptrevazné
patologickych podminek, které modelové pifedstavuje zhoubné onemocnéni kiize —
maligni melanom. O souvislostech zmén kiize v prubéhu starnuti organismu a zvysené
incidenci maligniho melanomu nebo obecné nadort v populaci pojednavaji dva
a endogennimi vlivy, pfi¢emz starnuti klize vyznamné ovlivituje zejména fyzikalni faktor
UV zafeni. Starnuti organismu a dlouhodobé vystaveni t€émto radiacnim vliviim je
nasledné doprovéazeno poskozenim DNA, deregulaci biologickych pochodd v tkanich
téla, pfechodem bunck do senescence a zvysenym prozanétlivym ladénim mikroprostredi
organismu. V souvislosti s produkci prozanétlivych molekul, napt. IL-6, je vytvaren
chronicky zanét, ktery v lidském téle usnadiiuje vznik nddorovych procest. Nador si pak
ve tkani dale prabézné dotvaii své mikroprostiedi. Dominantni roli v tomto
mikroprostfedi maji nddorové-asociované fibroblasty, které podporuji nadorovou
progresi. Kvalitni 1ékatska péce umoziuje pteziti lidi do vyssiho véku, nez tomu bylo
v minulosti. Na druhou stranu dochdzi ¢im dal ¢asté&ji k rozvoji civilizacnich chorob, které
odrazeji negativni vlivy moderniho zivotniho stylu, vystaveni dlouhodobému stresu ¢i
nedostatku fyzické aktivity. Jednim z takovych civiliza¢nich bfemen jsou i maligni
nadory. Lze tedy fict, Ze zvySena incidence maligniho melanomu, ¢i obecné nadorovych
onemocnéni, souvisi se starnutim populace, které je doprovazeno u jednotlivca
bunéénymi a tkanovymi zménami, které usnadnuji vznik nadora.

Vcasna detekce maligniho melanomu pfedstavuje do soucasnosti zasadni krok
zlepSujici prognézu pacienta. V publikaci III byla analyzovana séra pacientll trpicich
malignim melanomem a byly identifikovany nékteré cytokiny (napt. IL-6), chemokiny
(napt. IL-8) a riistové faktory (napt. VEGF), které reflektuji zmény na urovni organismu
v dobé diagnodzy nebo v pribéhu progrese onemocnéni. Bohuzel, konvenéné pouzivané
diagnostické screeningové metody (napi. rGzné varianty sérologie) u maligniho
melanomu nejsou v soucasnosti povazovany za vyznamné piinosné. Dulraz je tedy
v onkologickém vyzkumu nutno kléast také na inovativni technologie a mezioborovou
spolupréci. V publikaci IV byly proto experimentalné sledovany zmény kondiciovanych
médii pfipravenych z kultur nddorovych a nenadorovych bunék. Kondiciovana média

muzeme poklddat za analogii komplexnich biologickych tekutin analyzovanych
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v klinické medicing. Tato média byla studovana inovativni technologii, s uplatnénim
plazmoniky a SERS.

Identifikace vhodnych sérovych biomarkeri a novych piistupt, které jsme
vyzkouseli v publikaci III a IV, by mohly obohatit dosavadni izkou Skalu diagnostickych,
¢i screeningovych metod a pfispét k rychlej§imu a spravnéjSimu rozhodovéni pii
diagnostice a 1é¢bé naptiklad pravé maligniho melanomu.

Vyse zminéna kondiciovand média jsou tradi¢nim piistupem k ziskdvani materialu
zejména pro biochemickou analyzu z tkanovych kultur. Usp&§né modelovani maligniho
melanomu ale vyzaduje komplexni pfistup a zapojeni jeho nadorového mikroprostiedi.
V soucasnosti je tedy patrnd tendence k optimalizaci kultur hlavné ve 3D podminkach,
protoZze ty optimalné odrazi biologické chovani nadoru. Ve studii I byl demonstrovan vliv
latek secernovanych nadorové-asociovanymi fibroblasty spolu s ozafenymi keratinocyty
na invazi bunék melanomu v in vitro podminkéach. Bylo potvrzeno, Ze dlouhodobé¢;si
vystaveni UV zafeni v menSich davkach a sekrece aktivnich biomolekul bunikami kiize
zvySuje invazi nadorovych bun¢k z 3D modelu melanomu v podobé homogennich
sféroidf. V publikaci VIII byly obdobné vyuZity heterogenni sféroidy pro modelovani
melanomu s diirazem na interakce nadorové populace s juvenilnimi neozafenymi ¢i
aktinicky poskozenymi fibroblasty mimikujicimi mikroprostfedi. Prostiednictvim single-
cell RNA sekvenovani a bioinformatické analyzy bylo zjiSténo, Ze fibroblasty vytvari
v modelu nadoru rizné diferencované skupiny na zékladé€ svych vlastnosti a chovaji se
v prosttedi nadoru jinak. Pfevazna cast populace fibroblastl je zodpoveédna za produkci
extracelularni matrix, druha skupina se vymezuje expresi genlt pro TGFR signalni
kaskadu a tteti klastr fibroblastl je zajimavy pro svou expresi genid zanétu. Piikladem je
produkce IL-6 podporujici maligni chovani nadoru.

V prosttedi nadorovych kultur mize zvySovat fizen¢ miru komplexity modelu jen do
urcité miry. Do soucasnosti plati, Ze z mnoha divodl je pro mnoho experimentt kriticky
vyznamné jejich ovéfeni na zvifecim modelu. V publikaci V bylo tedy nadorové
mikroprostiedi modelovano in ovo prostiednictvim CAM kufete, na které byly
transplantovany buiiky melanomu. Vysledky naznacuji, ze komponenty CAM podporuji
nador v rastu, ale jejich intravaskularni nebo intrastromalni invazivni potencial byl
detekovan pouze vyjimecné. Diivodem muze byt kratkodoba kultivace z divodu lihnuti
kutete nebo biologické vlastnosti CAM. VSechny tfi uvedené modely napomahaji 1épe

pochopit chovani naddoru, nez je tomu u planarnich kultivaci in vitro.
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Jestlize ptehledovy c¢lanek VI shrnuje poznatky o mezibunééné komunikaci u
kozniho maligniho melanomu a jeho diseminaci v téle pacienta, je na misté snazit se i o
mechanistické sledovani téchto déji. V posledni publikaci zafazené do této disertacni
prace (publikace IX) jsme se tedy zaméfili na exosomy jako informacni nosiCe
mezibunééné komunikace. Exosomy vznikaji exocytozou a umoziuji predani informace
z buiiky zdrojové buiikdm okolnim. Exosomy mohou ale pfechéazet i do cirkulujicich
télesnych tekutin a ovliviiovat 1 struktury organismu znacn¢ vzdalené. Tato studie se
zam¢éfila v kontextu této disertace zejména na rozdily v chovéni zdravych fibroblastl a
mCAF v pfitomnosti exosomu z bunééné linie melanomu. mCAF se pod vlivem exosomt
vice aktivuji a vzristd u nich exprese prozanétlivych molekul na irovni mRNA.

Maligni melanom je jedno z nejagresivnéjSich malignich koznich onemocnéni, které
vzniké neoplastickou transformaci a proliferaci melanocytd. V této disertacni praci byly
sledovany souvislosti mezi starnutim kiize a zvySenou incidenci maligniho melanomu.
Solidni nadory vyzaduji pro svij rist a Sifeni specifické nadorové mikroprostiedi, ve
kterém dominantni roli sehrava populace nadorové-asociovanych fibroblastti. Mnoho z
faktorii povazovanych za typické rysy sekretomu v senescenci piekvapivé sehrava
vyznamnou podpirnou roli v nadorovych procesech. Tento nadorovy ekosystém jsme
modelovali ve 3D podminkach za pouziti riznych fibroblastli a potvrdili jsme tak, jak
znacnou roli hraje exprese prozanétlivych molekul podporujicich vhodné prostiedi pro
rist nadoru. Kromé& této parakrinni komunikace solubilnimi molekulami je dileZitou
soucasti informacniho toku nadorového prosttedi 1 komunikace prostrednictvim
exosomu. Exosomy aktivuji nédorové-asociované fibroblasty a napomdhaji invazi
nadorovych bunék.

Diagnostika a 1é¢ba maligniho melanomu je do sou€asnosti povaZzovana klinickymi
onkology za mimofadné narocnou problematiku. Je tedy potieba nachdzet i nadale nové
metody a piistupy, které by v tomto snazeni napomohly. Nékteré tyto trendy by mohly

mit vychodisko v publikacich prezentovanych v této disertaéni préci.

8 Souhrn

e Kize je v pribchu zivota vystavovana ultrafialovému zéfeni a dal§im fyzikalnim,
biologickym, ¢i chemickym faktorim, které ji poSkozuji. Kumulativnim

pusobenim téchto skodlivych vlivii dochazi ke zméndm na urovni tkané, bunek i
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jejich genetické informace. Aktinické poSkozeni kize UV zédfenim je jednou
z hlavnich pficin pro vznik maligniho melanomu. Diivodem, pro¢ je populacné u
starSich jedincu vétsi riziko vzniku nddorového onemocnéni véetné melanomu, je
pravé kumulace poskozeni tkan€ v prib¢hu starnuti. To vede navic k chronicky
prozanétlivému ladéni tkanového mikroprostiedi, které rozvoj nadoru usnadiuje.
S vékem také soucasné¢ klesd i schopnost organismu se mutacim aktivné brénit
jejich opravou.

Sekretom UV ozafenych keratinocyti a nadorové-asociovanych fibroblasti
zvysuje invazi bunék melanomu ze sféroidi v kolagenovém gelu. Tento model
poukazuje na synergii vlivu nddorového mikroprostredi a UV radiace na progresi
maligniho melanomu.

Model heterogennich sféroidt slozenych z bunék melanomu a rozdilné aktinicky
zatizenych fibroblasti byl podroben single-cell RNA sekvenovani a
bioinformatické analyze. Z t¢ vyplyva, Ze fibroblasty se v pfitomnosti nadorovych
bunck rozd€luji do klastrii na zékladé své genové exprese. Fakt, Ze starnuti a stres
plynouci z poSkozeni bunck je dulezitym faktorem pro vyvoj maligniho
onemocnéni véetné melanomu, dokladuje i nélez, ze jeden z klastri aktinicky
poskozenych fibroblastli vyznamné exprimuje geny prozanétlivych mediatort.
Chorioalantoidni membrana kufete je vhodnym komplexnim modelem pro
studium nadorové neovaskularizace, ale pfi studiu invazivniho chovani maligniho
melanomu ma tento pfistup své urcité limity.

Exosomy hraji vyznamnou roli v mezibunééné komunikaci mezi nadorem a
ostatnimi bunikami nddorového mikroprostfedi. Stimuluji prozénétlivé chovani
nadorové-asociovanych fibroblasttl, ¢imz podporuji nadorovy rust.

Casna detekce maligniho melanomu piedstavuje lepsi progndzu pacienta.
Z analyzy sér pacienti s malignim melanomem vyplyva, ze je pritomnost
primdrniho nadoru vyznamné spojena se snizenymi hladinami IL-2, 1L-13,
RANTES a zvySenymi hladinami IL1RA, MIP-18 a EGF. Progrese nadoru je
stimulovana IL-6 a IL-8, jejichz vyskyt koreluje s neptiznivymi hodnotami

Breslowovy klasifikace.
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9 Summary

e The skin is exposed to ultraviolet radiation and other physical, biological, or
chemical factors during life. The cumulative effect of these harmful effects leads
to changes in the level of tissue, cells, and their genetic information. Actinic
damage to the skin by UV radiation is one of the main causes of malignant
melanoma. The elderly people have a greater risk of developing cancer because
of the cumulative tissue damage during ageing. This leads to chronically
proinflammatory tuning of the tissue microenvironment. Furthermore, the ability
of a body to resist mutations is decreasing with age.

o Secretome of UV-irradiated keratinocytes and cancer-associated fibroblasts
increased the invasion of melanoma cells from spheroids in the collagen gel. This
model showed the influence of the tumour microenvironment and UV radiation
on the progression of malignant melanoma.

¢ A model of heterogeneous spheroids composed of melanoma cells and otherwise
actinically damaged fibroblasts was subjected to single-cell RNA sequencing and
bioinformatic analysis. The fibroblasts were distinguished into clusters based on
their gene expression in the presence of a tumour. The claim that ageing and
endogenous cell damage are the important factors in the adverse development of
malignant melanoma is confirmed by the fact that one of the clusters of actinically
damaged fibroblasts expressed genes for inflammation.

e The chicken chorioallantoic membrane is a suitable model for the study of
neovascularization, but it found its limits in the study of the invasive behavior of
malignant melanoma.

e Exosomes play an important role in intercellular communication between the
tumour and other cells of the tumour microenviroment. They stimulated the
proinflammatory behavior of cancer-associated fibroblasts, thereby promoting the
tumour growth.

e Early detection of malignant melanoma represents a better prognosis of the
patient. Analysis of sera from patients with malignant melanoma showed that the
presence of the primary tumour was significantly associated with decreased levels
of IL-2, IL-13, RANTES and increased levels of IL1RA, MIP-1B3 and EGF.
Tumour progression was stimulated by IL-6 and IL-8, the occurence of which

correlated with unfavorable Breslow classification values.
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