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Abstrakt

Maligni onemocnéni predstavuji celosvétoveé jednu z nejcastéjSich pfic¢in umrti — v roce 2020
zpusobily smrt pfiblizné¢ 10 miliond lidi. Existuje celd fada doporucenych 1é¢ebnych postupii
na odhaleni, zpomaleni, odstranéni a v nejlepSim piipad¢ vyléCeni onkologickych pacientd.
Naproti tomu incidence novych piipadii kazdym rokem stoupa. Cilem prezentovanych
experimentl bylo ukazat kli¢ovou roli stromalnich bunék, konktrétné nadorové asociovanych
fibroblastii pro formovani reaktivniho nddorového mikroprostfedi nezbytného pro agresivitu
karcinoml. Nase experimenty prokazuji, ze nadorov¢ asociované fibroblasty izolované
zriznych typt maligni tkané produkuji solubilni molekuly (chemokiny, interleukiny)
podporujici proliferaci a migraci nadorovych bun¢k. Z nasich vysledku vyplyva, ze ovlivnéni
nadorové asociovanych fibroblasti by mohlo byt novou lé¢ebnou metodou a tak rozsifit

protinadorovy terapeuticky arsenal.

Kli¢ova slova: nadorové asociované fibroblasty, nadorové mikroprostiedi, interleukiny



Abstract

Malignant diseases are one of the most common causes of death worldwide, accounting for
approximately 10 million deaths in 2020. There are a number of recommended treatments to
detect, slow down, eliminate and at best cure cancer patients. In contrast, the incidence of new
cases is increasing every year. The aim of the presented experiments was to show the key role
of stromal cells, specifically cancer associated fibroblasts, for the formation of a reactive tumor
microenvironment necessary for the aggressiveness of cancers. Our experiments demonstrate
that cancer associated fibroblasts isolated from different types of malignant tissue produce
soluble molecules (chemokines, interleukins) that support the proliferation and migration of
tumor cells. Our results show that affecting cancer associated fibroblasts could be a new

treatment method and thus expand the anti-tumor therapeutic arsenal.

Key words: cancer associated fibroblasts, tumor microenvironment, interleukins



Seznam zKkratek

BMP7 — bone morphogenetic protein 7

CAF — cancer associated fibroblast

CRD - carbohydrate recognition domain

CSF1 — macrophage colony stimulating factor 1
CSF1R — macrophage colony stimulating factor 1 receptor
CTLA-4 — cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4
DNMT — DNA metyltransferaza

ECM - extracelullar matrix

EGF — epidermal growth factor

EGFR — epidermal growth factor receptor

EMT — epithelial to mesenchymal transition

ERK 1/2 — extracellular signal-regulated kinases

FAP — fibroblast activating protein

FGF — fibroblast growth factor

FSP1 — fibroblast specific protein 1

G-CSF — granulocyte colony stimulating factor

GLI — zinc finger protein

GM-CSF — granulocyte—macrophage colony stimulating factor
HGF — hepatocyte growth factor

HIFs — hypoxia inducible factors
IL-1,-4,-6,-8,-10,-12,-13 — interleukin

IL-6R — interleukin 6 receptor



INFy — interferon y

JNK — c-Jun N-terminal kinases
K-8,-14,-18,-19 — keratin

LIF — leukemia inhibitory factor

MCP-1- monocyte chemotactic protein 1

MEK — mitogen-activated protein kinase
MFGES8 — milk fat globule-EGF factor 8 protein
MHC Il — major histocompatibility complex Il

MIF — macrophage migration inhibitory factor

MMP — matrix metalloproteinase

NF-xB — nuclear factor kB

NK — natural killer cells

PD-1 — programmed death 1 (receptor)
PD-L1 — programmed death ligand 1
PDAC - pancreatic ductal adenocarcinoma

PDGF - platelet-derived growth factor

PDGFRa — platelet-derived growth factor receptor o,

PLOD?2 — procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2
SAA — serum amyloid A protein

SDF1 — stromal cell-derived factor 1

STATS3 —signal tranducer and activator of transcription 3

TAM — tumor associated macrophage

TGF-B — tumor transforming growth factor 3

TIMP-1 — tissue inhibitor of metalloproteinase 1



TME — tumor microenvironment

TNFa — tumor necrosis factor a
VEGF — vascular endothelial growth factor
VEGFR — vascular endothelial growth factor receptor

a-SMA — alfa smooth muscle actin
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1 Cile habilita¢ni prace

V prezentované habilitani praci jsem se zaméfil na nasledujici cile:

1) Studium utvareni reaktivniho nadorového mikroprosttedi spojené s biologickou aktivitou

nadorové asociovanych fibroblastli véetné jejich pivodu.

2) Studium u¢inku vybranych bioaktivnich faktort a miRNA produkovanymi bunkami

nadorového ekosystému na mozné biologické chovani tumoru.

2 Uvod

Solidni tumor neni nahodnou smési riiznych typt bunék a extracelularnich vlaken, ale
svou organizaci spiSe pripomina organ i kdyz strukturdlné a funkéné abnormalni. Vyvijeji se
slozitym komplexem interakci mezi rostoucimi bufikami novotvaru pomoci procesu ¢asto
podobnym probihajich ve formujicich se organech. Nadory interaguji se zbytkem organismu.
Zatimco normalni organy maji funkce, které podporuji pfeziti organismu, systémové ucinky
nadorového organu jsou Casto pro pacienta letadlni. Pohlizet na tumor jako organ se svym
vyvojem, specifickou mikro a makroskopickou strukturou, syntopii, cévnim zasobenim,
inervaci, lymfatickou drendzi a v neposledni fad¢ i ¢innosti nabizi paralelu k utvareni a popisu
zdravych organovych systému. Je to divodem, pro¢ i klasické morfologické obory, jako jsou
anatomie a embryologie, se stale vice vénuji studiu nadorti. Navic mohou vyznamné piispét k

pochopeni vztahu mezi architekturou nadoru a jeho malignim potencialem.
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3 Literarni prehled

3.1 Epidemiologie nadorii v Ceské republice

Celopopulacné sbirand data Narodniho onkologického registru dokladaji rostouci
onkologickou zatéz Ceské populace. Navzdory vysoké incidenci nadorii se dlouhodobé dari
stabilizovat ¢i dokonce snizovat mortalitu, coz nasledné€ vede k vyznamnému nartstu celkové
prevalence pacientl. Je nepochybné, Ze péce o vysoké pocty pacienti bude i v blizké
budoucnosti vyzadovat znacné finan¢ni prostiedky. Z pribéhu hlaseni vyplyva, ze v letech 2020
a 2021 byly poéty novych ptipadt nizsi oproti rokiim piedchozim v disledku zmén v organizaci
1écebné péce v souvislosti s pandemii COVID-19 a v disledku vysokého poctu nadimrti
ptedevsim v seniorni Casti populace béhem pandemie COVID-19. Opétovny ndrlst zachytu
novotvart Ize ocekavat od roku 2022. Incidence zhoubnych novotvarti krom¢ nemelanomovych
koznich dosahla v roce 2021 hodnoty 58 461 nov¢ diagnostikovanych onemocnéni, coz je 556,7
na 100 000 osob. Mezi nejcastéjsi malignity patiily nadory prostaty, prsu u Zen, tlustého stieva
a kone¢niku, pridusnice, pridusky a plice, které dohromady tvofily téméf polovinu (48,5 %)
vSech zhoubnych nadorGi diagnostikovanych v CR v roce 2021. Vékové slozeni je
charakteristické vyraznou pievahou osob vySsiho véku. Mortalita tvotila 19,3 % vSech umrti v

Ceské republice v roce 2021 (UZIS, Novotvary 20192021 CR) (Obrazek 1-3).
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Obrazek 2. VEkova struktura pacienti se zhoubnym onemocnénim 2017-2021 (UZIS).
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Obrazek 3. Zastoupeni klinickych stadii vybranych nadorovych onemocnéni v obdobi 2017—
2021 (UZIS).

3.2 Nddorovy ekosystém

Nadorové mikroprostiedi — stroma piedstavuje heterogenni populaci riznych
bunéénych typt a extracelularnich struktur, které obklopuji bunky vlastniho nadorového
parenchymu. Kli¢ovy vyznam pro rozvoj a rist novotvaru je vzajemna kooperace mezi
nadorovym ,,seminkem® a vyzivnou ,,pudou‘ stromatu (Paget, 1989). Pericyty, fibroblasty,
buniky imunitniho systému, endotelové buiiky, adipocyty predstavuji nejpocetnéjsi bunéénou
slozku, ktera podporuje remodelaci extracelularni matrix, migraci, neoangiogenezi, invazivitu
a Vneposledni tad¢ l€kovou rezistenci prostfednictvim produkce riiznorodych rdstovych
faktori, chemokini a cytokini (Hanahan & Coussens, 2012). Organizace stromalni

komponenty je variabilni u rtiznych nadorti a neni celkem jasny proces aktivace lokalniho
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mezenchymu, nadto i vzajemna komunikace mezi nadorovou a podpurnou jednotkou.
V prubéhu hojeni a zépalového procesu méni bunky lokalniho stromatu sviij fenotyp a stavaji
se doCasné aktivnim stromatem. Za jistych podminek se mizou nadorové bunky spolupodilet
na pokracujici proméné aktivniho stromatu na nadorové reaktivni mikroprostfedi. Vzajemna
interakce mezi nadorovym parenchymem a jeho stromatem piedstavuje kli¢ovou roli pro
progresi nadoru. Jak uz bylo popsano Haroldem Dvorakem, organizace nadorového
mikroprostiedi je velice podobna mikroprostedi hojici se rany zahrnujici infiltraci fibroblastt,
imunitnich bunék, remodelaci extracelularni matrix a tvorbu nového cévniho re¢isté. Nadorova
masa je tvofena velice nesourodou populaci bunék, pii které dochazi k aktivaci lokalniho ne-
nadorového tkaniva obsahujici mezenchymové stromalni buniky, adipocyty, endotelové bunky
a mnozstvi mediatort a rastovych faktortt podporujicich vyvoj samotnych nadorovych bunék
(Dvorak, 1986). Bylo identifikovano a popsano nékolik zdroju hostitelské tkané, ktera slouzi
jako pivodce pro utvaieni reaktivniho mikroprostiedi: kostni dient sloZena z mezenchymalnich
bun¢k, endotelovych bunck, imunitnich bunék, adipocytl a fibroblastl; pojivova tkan slozena
z fibroblastii a mezenchymalnich bunék; tukova tkan slozena z adipocytl; krevni cévy tvofené
z pericytu a endotelovych bunék (Xiong et al., 2015; H. Yan et al., 2022).

Invazivita a metastazovani tumoru je jednim ze zakladnich znaku ispé$ného Siteni
nadorového onemocnéni v téle. Podminkou je pifitomnost vhodného mikroprostiedi, které je
tvofeno nejméné ze Sesti rozdilnych typ bunéénych populaci: fibroblastl, pericytd, adipocyti,
makrofagl, imunitnich bun¢k a mezenchymovych kmenovych bunék pochézejicich z kostni
dien¢ (Xiong et al., 2015; Mezawa et al., 2019; Joseph et al., 2021; Plava et al., 2021; Mujal et
al., 2022). V ramci nadorového mikroprostfedi dochazi nejen k epitelo-mezenchymovému
ptechodu (EMT — epithelial to mesenchymal transition), ale i k pfechodu mezi butikami tvofici
samotné podpiirné stroma. Nejcastéjsi je aktivace fibroblastii v procesu vytvareni reaktivniho
nadorového mikroprostiedi (Midgley et al., 2013). Pfechod epitelové bunky na mezenchymovu
ma hlavni cil, a to podpofit invazivitu samotného tumoru. U nadoru glioblastomu se buriky, S
vlastnostmi podobnymi kmenovym, transdiferencuji na muralni buniky, které vytvareji novou
vaskularni sit’ dalezitou pro nutritivni vyzivu nadorové masy (Scully et al., 2012). Na trovni
regulace gentl, Twist 1 ptes Jagged1/KLF 4 drahu ovliviiuje pfechod epitelovych buné¢k nadoru
hlavy a krku na bunky endotelové za i¢elem neoangiogeneze tkané (H. F. Chen et al., 2014).

Fenotypové a tim i biologické vlastnosti nadorového mikroprostiedi jsou dané ptivodem
bunéénych typd, které ho utvareji a ztoho divodu se jednd o heterogenni jednotku, kde
jednotlivé slozky exprimuji specifické markery charakteristické pro danou bunécnou skupinu.

Prikladem muize byt identifikace nejméné péti typti nadorové asociovanych stromalnich bunék
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popsanych Bussardem: od bunék s vlastnostmi podobnymi mezenchymové kmenové burice
(malo agresivni charakter, omezena schopnost remodelace extraceluldrni matrix, exprese znakl
CD105, CD90, CD73, CD44) az po nejagresivngjsi formu indikovanou zvys$enou expresi
fibroblastového aktivujiciho proteinu (FAP — fibroblast activating protein) a fibroblastového
specifického proteinu 1 (FSP1 — fibroblast specific protein 1). Tuto skupinu charakterizuje
masivni remodelace extracelularni matrix (ECM — extracelullar matrix), snizena exprese alfa
hladkosvalového aktinu (a-SMA — alfa smooth muscle actin) (Kidd et al., 2012; Spaeth et al.,
2013; Bussard et al., 2016) (Tabulka 1).

Fenotyp Expresni znaky Agresivita
Podobny mezenchymové CD105, CD90, CD73, CDh44 malo agresivni
kmenové bunice
Podobny endotelovym CD31
buitkdm
Podobny myofibroblastim Tenascin C, a-SMA sttedné agresivni
Podobny pericytim NG2, PDGFR
ECM remodelujici FSP1, FAP velmi agresivni ’

Tabulka 1. Exprese fenotypovych znakd nadorové asociovanych fibroblastii spojenych s

agresivitou zhoubného onemocnéni.

Navic schopnost nadorovych bunék pfizpisobit se novym okolnostem, po ¢ase vyusti
Vv rezistenci na podavanou medikaci. Nicmén¢ interakce nador — mikroprostiedi vykazuje
uniformni chovani v ramci nékolika kategorii tumortu. A proto Ié¢ba, ktera by byla zaméfena
na vzajemnou komunikaci tumor — stroma by byla pouzitelna pro Siroké spektrum pacientti, kde
by se zaroven snizilo riziko rezistence a genetického driftu. Zahrnovala by nejenom
oboustranné ptisobeni nador — mezenchym, ale i metastatické niche, imunitni bunky, ECM a

endotelové bunky (Togo et al., 2013).

3.3 Nddorove asociované fibroblasty

Fibroblasty pomoci destrukce a opétovné produkce ECM a signéalnich molekul ovliviiuji
jeji strukturu a funkénost a stejnym mechanizmem i tvorbu granula¢ni tkané pii hojici se rané
(Rognoni & Watt, 2018). Transformace zdravych fibroblasti na nadorové asociované
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fibroblasty (CAF — cancer associated fibroblast) v ramci nadorového mikroprostiedi probiha
v zavislosti na produkci tkanoveé-specifickych proteinti jako jsou fibroblastovy rustovy faktor
(FGF — fibroblasts growth factor), monocytovy chemotakticky protein 1 (MCP-1 — monocyte
chemotactic protein 1), rustovy faktor z destiCek (PDGF — platelet-derived growth factor),
tkanovy inhibitor metaloproteinaz 1 (TIMP-1 — tissue inhibitor of metalloproteinase 1) a tumor
transformujici rastovy faktor B (TGF-PB — tumor transforming growth factor ) (Quail & Joyce,
2013; T. Song et al., 2015).

3.3.1 Plvod nadorové asociovanych fibroblastl

Hlavnim zdrojem CAF jsou lokalni fibroblasty, ale vznikat mohou i z mezenchymovych
buné¢k kostni diené, pericytt, tukové tkan¢, endotelovych bunék, hladkych svalovych bunék a
makrofagl (Ostman & Augsten, 2009; Ganguly et al., 2020; ChallaSivaKanaka et al., 2022)
(Obrazek 4).

Wnt3a

Adipocytes v TNF-a
TGF-B , TGF-B
_ SDF-1 20 - @ activin A .
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Obrazek 4. Puvod CAF (Rimal et al., 2022).
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Mnoho otaznikii nabizi hypotéza o puvodu CAF, které by vznikaly ze
samotnych nadorovych bunék béhem epitelo-mezenchymového prechodu. Zvifeci experimenty
nabidly zajimavé vysledky. Embryonalni plicni epitelové mysi bunky, ziskané z inbredni linie
C57BL/6 a transfekované HPV 16 E6/E7 geny, vykazovaly fenotypové znaky typické pro
fibroblasty. Béhem piimé kokultivace s lidskymi zdravymi folikularnimi a interfolikularnimi
keratinocyty ménily expresni profil normalnich keratinocytd, které ziskaly znaky velice
podobné nadorovym epitelim (Smetana et al., 2008). Xenotransplantace nadorového §tépu
bun¢k z jednoho zivocisného druhu na jiny umozni snadno identifikovat zdroj CAF v téle
hostitele. Inokulované lidské nadorové buiiky do imunokomprimované nu/nu mysi po Case
vytvoii tumor, jehoZz stromalni fibroblasty maji ptivod pouze v lokalnim mezenchymu piijemce.
Druhova odli$nost byla potvrzend imunohistochemickym pritkazem lidského vimentinu, ktery
byl negativni (Dvorankova et al., 2015). Porovnavani mutacni variace u nadort vajecniki a
prsu naznacuje maly klinicky dopad CAF, které vznikly z ptivodni nddorové buiiky procesem
EMT (Qiu et al., 2008).

Spousté¢em CAF fenotypu nemusi byt nevyhnutelné bezprostiedni kontakt
s nadorovymi bunkami, ale pravdépodobné vic zavisi od jejich epigenetickych modifikaci
(Kang et al., 2015). Epigenetické zmény, které nastanou u zdravych dermalnich fibroblasti pod
vlivem leukemického inhibi¢niho faktoru (LIF — leukemia inhibitory factor), kdy nastartuji
stabilni proinvazivni CAF fenotyp. Nastava aktivace JAK/STAT3 signalni drdhy spojené
s acetylaci STAT3 (signal tranducer and activator of transcription 3) a zintenzivnéni funkce
DNA metyltransferaz DNMT1 a DNMT3B (Albrengues et al., 2015).

3.3.2 Biologické vlastnosti nadorové asociovanych fibroblastd

CAF maji vyrazny ucinek na biologické chovani riznych typt nadort (Plzak et al.,
2010; Lacina et al., 2015). Jejich klicova role jako nadorové asociovanych fibroblasti je
potvrzena Vv procesu tumorigeneze, kde u nadord pankreatu, prostaty a prsu tvoii nejvetsi
populaci stromalnich bunék (Ohlund et al., 2014). Vlastnosti CAF jsou velice podobné
fibroblastim vyskytujicim se v rané a pfi lokalnich zanétlivych reakcich tkané typické pro
revmatické onemocnéni. CAF v nadorech vykazuji zvysenou biologickou aktivitu, parakrinni
produkci signalnich molekul stimulujici rust nadoru a mohou byt divodem terapeutické

rezistence (Herrera et al., 2021).
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V obecném méfitku se nejpocéetnéjsi bunétna populace nadorového mikroprostiedi
zejména angazuje v podnécovani nadorové progrese, ale jejich vysoka funkéni plasticita na
zaklad¢ vlivu prostiedi miize vzacnéji vést k opaénému inhibi¢nimu efektu. Sérovy amyloid A
protein 3 (SAA3 — serum amyloid A protein) z rodiny apolipoproteind stimuluje pronadorovou
aktivitu PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor a) pozitivhich CAF. Mutace genu
pro SAA3 protein u duktalniho adenokarcinomu pankreatu (PDAC — pancreatic ductal
adenocarcinoma) ma za nasledek inverzi funkce CAF z pro- na anti-nadorovy (Rhim et al.,
2014; Djurec et al., 2018).

CAF navozuji ve stromatu nepietrzitou zanétlivou reakci a tim tvorbou pro-zanétlivych
faktorti, napomahaji utvafeni novych cév, migraci makrofagt, a tim vyrazné stimuluji propagaci
nadoru (Erez et al., 2010). Sekreci rustovych faktorti podnécuji pericyty a endotelové burnky
k tvorbé nového cévniho fecisté, a navic jsou zapojeny do remodelace ECM (Hanahan &
Coussens, 2012). CAF jsou rovnéZ producentem chemokinu a interleukint (IL — interleukin),
kam patii IL-6, IL-8, CXCL-1, dale syntetizuji hepatocytarni ristovy faktor (HGF — hepatocyte
growth factor), PDGF, vaskularni endotelovy rustovy faktor (VEGF — vascular endtothelial
growth factor) a stromalni buné¢ny faktor 1 (SDF1 — stromal cell-derived factor 1) (Kolar et
al., 2012; Junttila & de Sauvage, 2013). Syntéza pro-zanétlivych IL-6 a IL-8 koreluje
s nadorovou progresi (Strnadova et al., 2022; Xiao et al., 2022) (Obrazek 5).
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CAF secretome
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Obrazek 5. Interakce mezi CAF a jinymi typy bunék v TME (Y. Chen et al., 2021).

Reakce imunitnich bunék produkujicich faktory, jako jsou protilatky, cytolytické
enzymy, perforin, granzym na nadorovou tkan, mize byt maskovéana inhibi¢nim u¢inkem CAF.
Stromalni nadorové fibroblasty izolované z melanomu zabrani napadeni tumoru NK bunikami,
které tak uniknou zpod kontrolniho aparatu fizeného leukocyty (Balsamo et al., 2009). CAF a
aktivované fibroblasty produkuji do ECM oligomerni glykoprotein tenascin-C, ktery se
akumuluje ve stromatu v pribéhu procesu hojeni ran a nddorového rustu. Pfitomnost tenascinu-

C napomaha rozvoji Siroké skaly nadort (Berndt et al., 2015).

3.3.3 Nadorov¢ asociované fibroblasty a galektiny

CAF produkuji nejriznéjsi variace makromolekul, které utvareji proteinové struktury
ECM zahrnujici kolagen, fibronektin, tenascin a méné znamy endogenni lektin galektin-1 (gal-
1). Endogenni lektiny — galektiny, jsou biopolymery schopnou dekodovat biologickou
informaci uloZenou v cukernim fetezci — glykokod (Solis et al., 2015). Sacharidové oligomery

a polymery unikaly dlouhou dobu ze zorného pole molekularni biologie. Moznost, Ze by se
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sacharidy mohly podilet na pfedavani informace pfi bunécnych déjich byla opomijena a tato
schopnost zlstavala rezervovana v zakladnim dogmatu DNA, RNA a proteintim. Rozmanitost
struktury sacharidi a moznost jejich dalSiho fetézeni z nich ¢ini velmi variabilni néstroj pro
kodovani, uchovavani a realizaci informace. Pojem glykokdd definuje skutecnost, ze 1 cukerné
polymery jsou dnes povazovany za média vhodna pro uloZeni biologické informace.
Receptorovy systém v podobé proteintl — lektinti je zptsobily ptecist kody zapsané v fetézenych
sacharidech (Gabius et al., 2011).

Schopnost lektinu rozpoznavat specifické cukerné motivy je dana aminokyselinovou
sekvenci v jejich molekule, pfesnéji ve specializované doméné rozpoznavajici sacharidy tzv.
CRD (carbohydrate recognition domain). CRD pusobi jako jisty morfologicky a funkéné
diskriminujici faktor, protoze neumozituje navazani riiznych anomert, byt by jejich chemicky
vzorec byl identicky a liSily se jen pozici vazby. Pojem galektin byl zaveden v roce 1994 pro ty
lektiny, které spliiuji nasledujici podminky: (I) afinitu k B-galaktosidim a (II) sekvencéni
homologii v ¢asti, kterd se vaze se sacharidem (CRD je tvofend 135 aminokyselinami).
Pfitomnost gal-1 souvisi s ristem nadoru v dusledku jeho schopnosti stimulovat jednak bunky
mikroprostiedi, ale i samotné nadorové buriky (Dvorankova et al., 2011; Astorgues-Xerri et al.,
2014). Exprese gal-1 je ovlivnéna hypoxickym faktorem 1 (HIF-1 — hypoxia inducible factor
1) proteinem, ktery se angazuje v malignité¢ tumort (Ito et al., 2012). Pfi fizeni piechodu
fibroblasti na myofibroblasty, ktera je spojena s nariastem piitomnosti a-SMA pozitivnich
bungk, hraje endogenni lektin gal-1 nepostradatelnou roli. Mikroprostiedi dlazdicobuné¢ného
karcinomu hlavy a krku je bohaté na gal-1 a nadorové stroma dosahuje téméf rovnosti poméru
zastoupeni v korelaci k nadorovému epitelu. Dalsi ze skupiny lektint, gal-3, je pfitomen ve
fibrotické tkani, jakozto dusledek hojivého procesu po zanétu ¢i zranéni tkané (Nishi et al.,
2007; Valach et al., 2012). Souhra uc¢inkt gal-1/3 vyvolava anoikis u pacientid s nadorem
pankreatu (Sanchez-Ruderisch et al., 2011; S. Song et al., 2012). Pii srovnani biologického
vlivu galektinii na fizeni pfechodu fibroblasti na myofibroblasty ma gal-1 vétsi efekt v
konfrontaci s aktivitou gal-3 (Dvorankova et al., 2011). Gal-1 se navic podili na imunomodulaci
reakce tumoru, formovani cévnich spojek nepostradatelnych pro zasobeni nadoru, podporuje
rist a zaroven schopnost metastazovat migrujicim buinkam (Griffioen & Thijssen, 2014,
Thijssen & Griffioen, 2014). Zptisobilost nadoru uniknout adekvatni imunitni reakci spojenou
s aktivitou cytotoxickych T-lymfocytd, podporuje gal-1 vazbou na cilové N— nebo O— glykany
(Cedeno-Laurent & Dimitroff, 2012). Povrchové glykoproteinové markery/receptory
charakteristické pro primarni T-lymfocyty (CD4, CD7, CD43 a CD45) slouzi k vazb¢ ligandu

gal-1, ktery je schopen indukovat fizenou bunéénou smrt aktivovanych T-lymfocytt (Perillo et
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al., 1995). Funkce gal-1 je Sirokospektralni a jeho potencialni terapeutické vyuziti by bylo
zavislé na typu nadoru a konkrétnim stavu pacienta (Martinez-Bosch et al., 2022). Podobné¢ gal-
3, secernovan bunikami nadorového mikroprostiedi vcetné CAF, hraje vyznamnou roli
V maskovani imunitniho dohledu pomoci inhibice piisobeni CD8 pozitivnich cytotoxickych
lymfocytu, interferenci s NK bunikami (NK — natural Kkiller cells), a tim podporuje pieZivani a
metastazovani (Ruvolo, 2016). Prislibem pro pacienty v pokrocilém stadiu maligniho
melanomu je zacatek prvni faze klinického hodnoceni t¢inku kombinace inhibitoru gal-3
(galaktoarabino-rhamnogalakturonat GR-MD-02) spole¢né s monoklonalni protilatkou
ipilimumab s o¢ekavanym vysledkem aktivovat imunitni protinadorovou odpovéd’. Prvni
slibné rezultity byly dostupné v bfeznu 2018 stendenci pokracovat v dal$im testovani

(https://clinicaltrials.qov/ct2/show/NCT02117362).

3.3.4 VIiv nadorov¢ asociovanych fibroblastti na zdravé bunky
V podminkach in vitro

Moznost uzké spoluprace s klinickym pracovistém nabizi jedine¢nou pitilezitost ziskat
primarni naddorovou tkan od onkologickych pacientli po souhlasu mistni etickou komisi a
ptedchozim podepsani informovaného souhlasu pacientem. In vitro experimenty laboratofe
prof. Smetany poukézaly na schopnost indukovat u normalnich keratinocytl izolovanych ze
zdravé epidermis expresi znakll nddorovych bunék anebo epidermalnich kmenovych bunék pod
taktovkou CAF z dlazdicobunééného karcinomu. Zdravé lidské keratinocyty, které byly
kultivované spole¢né¢ s CAF ziskané z bazoceluldrniho, dlazdicobunééného karcinomu a
dermatofibromu vyvolaly expresi keratini-8, -19 a navic intermedialniho filamenta vimentinu
typického pro mezenchymové bunky (Lacina, Dvorankova, et al., 2007; Lacina, Smetana, et
al., 2007; Kideryova et al., 2009).

Keratin-19 je jednim ze znakd kmenové bunky epidermis nachazejici se v ,,bulge*
vlasového folikulu a keratin-8 se v epidermis vyskytuje jenom prenatalné. Jejich postnatalni
piitomnost v epidermis je asociovana se Spatnou prognozou nadorového onemocnéni (Fillies et
al., 2006). Koexprese keratini-8, -19, vimentinu a transkripéniho faktoru Snail v jadie
keratinocytll pod vlivem CAF je znamkou epitelo-mezenchymového ptrechodu spojeného
S agresivitou a metastazovanim (Thiery et al., 2009).

CAF izolované z bazocelularniho karcinomu spoustéji u normadlnich fibroblasta

fenotypové zmény typické pro mezenchymové kmenové bunky, véetné diferenciacni plasticity
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(Szabo et al., 2011). Porovnani transkriptomu mezi normalnimi zdravymi fibroblasty a CAF

Z riznorodych tumorti pomoci kvantitavni microarray analyzy demonstrovalo rozdilnou expresi

v 560 genech (Strnad et al., 2010).

3.3.5 Funkce exozomt v interakci nadorové¢ asociovanych fibroblastl
s nadorovymi bunikkami

V ramci intercelularni komunikace mezi stromatem a nadorovymi burikami se uplatiiuje
Siroké spektrum signalnich a ristovych molekul, matrixovych metaloproteinaz (MMP — matrix
metalloproteinase), jejichz primarnim cilem je vyrazné napomahat proliferaci a migraci
nadorovych bunék. Pfezivani zhoubnych bun€k v primarnim lozisku a postupna tvorba
vzdalenych metastaz je ¢asto podminéna vysokou aktivitou CAF. Zajimavou charakteristikou
CAF je schopnost migrovat spole¢né s epitelovymi nadorovymi bufikami skrz bazalni laminu
do cévnich a lymfatickych kapilar, a tim uleh¢it pfemistovani se nadorovych bunék pies vrstvu
endotelovych buné€k z/do cév a zakladat sekundarni metastatické centra. To potvrzuje nazor, ze
primarni tumor neposkytuje jenom nadorové burky, ale navic i podpurny mezenchym pro

Vzajemné spojeni primarniho tumoru a vzdalené metastazy mohou vedle solubilnich
molekul obstarat i exozomy. V roce 2007 dulezita studie definovala funkci exozomu jako
nosice informaci mezibunééné komunikace schopné transportovat mRNA a microRNA (Valadi

et al., 2007) (Obrazek 6).
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Obrazek 6. Biogeneze, obsah a internalizace exozomu (D. Yu et al., 2022).

Srovnani biologického ucinku exozomti produkovanych zdravymi a néadorovymi
bunikami v in vitro podminkach prokazal jejich rozdilny ucinek. V kontrastu se zdravymi
bunkami, byly exozomy syntetizované maligni kulturou schopné zménit normalni fenotyp
bunék na nadorovy (Stefanius et al., 2019; C. H. Wu et al., 2019). Parakrinni exozomova
signalizace tumoru s okolnimi bunkami ma potencial spoustéée komunikaéni sité¢ odpovédné
za narist proliferace, invazivity, exprese EMT znakl i u méné agresivnich nadord. Bunécna
linie MIA PaCa-2 nadoru pankreatu knock outem pro annexin Al protein prokazala slabou
migracni a metastatickou kapacitu. Kultiva¢ni medium ziskané z WT (wild type) linie a
obohacené o exozomy obsahujici annexin Al protein, nastartoval u knock out MIA PaCa-2
bun¢k EMT a zvysil jejich motilitu (Pessolano et al., 2018).

Dosazena rezistence malignich bunék na aplikovanou protinadorovou terapii
predstavuje velkou komplikaci pro uspéSnou I&bu onkologickych pacienti. Jednim
z klicovych faktort, ktery ptipousti neadekvatni odpovéd’ tumoru vici podané medikaci je
hypoxie. Specifické podminky navozené nizkou saturaci kyslikem zptsobi zménu expresniho
a fenotypového projevu v malignich buiikach. Ziskana schopnost podlehnout EMT se projevi
pritomnosti znaki jako N-cadherin, snail, slug, vimentin a produkci pro-invazivnich
matrixovych metaloproteinaz (Greaves & Calle, 2022). Parakrinni sekrece exozomu V

malignich burnkach ovaria pod vlivem hypoxického nadorového mikroprostiedi (TME — tumor
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microenvironment) vede k efluxu podané cisplatiny a zvyseni pfezivani bunék tumoru. Lék
Amiloride inhibuje produkci exozomt zplUsobené hypoxickym prostiedim. Spole¢né
s cisplatinou omezi proliferaci a mobilizuje apoptickou kaskadu v malignich buikach
(Dorayappan et al., 2018).

Aktivace fibroblastti specifickymi signalnimi molekulami vede k pfepnuti jejich
fenotypu na CAF a umozni postupné¢ formovat soucasti TME v souladu s nezbytnou
mezibunéénou interakci. Posledni studie popisuje vzajemné prospésné pusobeni mezi CAF a
nadorovymi buiikami. Buiikky tumoru mocového méchyie produkuji exozomy s TGF-B, ktery
cilové fibroblasty transformuje na CAF. Kondiciované médium z takto vzniklych CAF
obohacené 0 IL-6 podporuje EMT, migraci a invazivitu u neinvazivnich bunék nadoru
mocového méchyie (Ringuette Goulet et al., 2018; Goulet et al., 2019).

Intenzivni parakrinni spolupraice CAF — tumor byla zaznamenana i u dalSich typa
nadoru. Exozomalni miR1247-3p malignich bun¢k se podili na piepnuti fibroblasta na CAF
s efektem zvySeni rezistence a piezivani bun¢k karcinomu jater. Nasledné spusteni kaskady B1-
intergrin — nuklearni transkrip¢ni faktor kappa B (NF-kB — nuclear factor kB) v malignich
burikach zesiluje jejich metastazaci do plic (T. Fang et al., 2018). Exozomy ptivodem z PDAC
podnécuji Kupfferovy buriky v jatrech k syntéze TGF-B. Vyvolany fetezec odpovédi aktivuje
Itovy bunky, diferencuje myofibroblasty, zvySuje produkci fibronektinu v ECM a ve vysledku
utvaii pro-metastatické mikroprostiedi (Costa-Silva et al., 2015). Chemorezistenci na 1é¢ivo
gemcitabine pii PDAC signifikantné zvySuji exozomy syntetizované v CAF (Richards et al.,
2017). Skupina zamétena na studium nadoru ovarii reportovala vysledky vlivu exozomt z CAF
na narast exprese TGF-p1 doprovézené spustenim Smad signalizace. U¢inek exozomi byl
spojen s narustem migrace a invazivity malignich bunék (W. Li et al., 2017). Na schopnosti
epitelovych bun¢k uniknout vzéjemnému t€snému spojeni a castecné modifikovat sviij fenotyp
prostfednictvim EMT se rtiznou aktivitou podili i CAF. Exozomy vytvotené CAF zapinaji
Vv plicnich nadorovych buitkach EMT pomoci Snaill transkripéniho faktoru (You et al., 2019),
exozomalni miR-181d-5p z CAF inhibuje apoptézu a podporuje EMT u tumoru prsu (H. Wang
et al., 2020). Parakrinni CAF sekrece exozomu obsahujicich miR34a-5p napomaha EMT u

dlazdicobunééného karcinomu ustni dutiny (Y. Y. Li et al., 2018).
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3.3.6 FAP u nadorov¢ asociovanych fibroblastii

Exprese FAP u populace CAF je znakem vyrazné agresivniho a pro-nadorového
fenotypu. FAP patii k membranovym serinovym proteazam, které mohou byt v malém
mnozstvi detekované u zdravych fibroblasti, ale jeho pfitomnost se prudce zvysuje Vv prubéhu
hojeni ran, u revmatoidni artritidy, plicni fibrozy a cirh6zy jater (Loh et al., 2021; Mathieson et
al., 2022; McAndrews et al., 2022). Endopeptidazovou aktivitou je FAP schopny degradovat
kolagen I. Enzymaticky u¢inek FAP podporuje angiogenezi, podili se na prestavbé ECM a dava
moznost nadorovym bunikam délit se na ukor ptestavby stromatu (C. Lu et al., 2011). Postupné
ubyvani FAP pozitivnich bun¢k ve stromatu na my$im modelu melanomu stimuluje imunitni
odpovéd’ organismu pomoci neptimé aktivace CD8 pozitivnich T-lymfocytt (Y. Zhang & Ertl,
2016). Na druhou stranu, zvysena koncentrace FAP pozitivnich CAF v PDAC ma diametralné
rozdilny vliv na CD8 pozitivni T-lymfocyty. FAP pozitivni CAF pomoci imunosupresivni
CXCL12 — CXCR4 kaskady blokuji infiltraci cytotoxickych T-lymfocytd do nadoru (Feig et
al., 2013). Piedpoklad jednosmérného zaméteni biologicky aktivnich molekul je v Zivém
organismu ¢asto matouci a jejich funkce v zavislosti od Sirokého spektra okolnosti a vlivi
figuruje v kontrastu. Pfikladem je tumor supresorovy efekt FAP. Nadorové mikroprostiedi bude
,,soudcem®, které rozhodne o osudu FAP smérem stimulacnim nebo inhibi¢nim ve finalni
pusobnosti na nadorovou masu (R. Liu et al., 2012). Exprese FAP na povrchu stromalnich CAF
je Casto spojend s neadekvatni imunitni odpovédi a naslednym ptezivanim nadoru. Preklinické
studie zamétené na sledovani aktivace efektorovych T-lymfocytt pomoci chimérického FAP
specifického antigenu potvrdily schopnost omezit rast tumoru (Millul et al., 2021). Bi-
specifické syntetické aktivatory T-bun€k s dvéma rozdilnymi vazebnymi antigen doménami
pro antigen aktivuji imunitni systém hostitele, konkrétné cytotoxické T-lymfocyty k selektivni
eliminaci nadorovych bunék.

Onkolytické viry jsou metodami genového inzenyrstvi upravené tak, aby se dokazaly
v nadorovych buikach replikovat a lyzovat je. Nadorové mikroprosttedi omezuje ptisobnost
onkolytickych virt vytvarenim bariéry, ktera brani penetraci a Sifeni viru. De Sostoa mysim
aplikoval onkolyticky adenovirus, ktery nesl FAP bi-specificky synteticky aktivator T-bunék
s cilem aktivovat lymfocyty proti CAF. Bi-specificky aktivator se jednou vazebnou doménou
spojil s CD3 pozitivnimi lymfocyty a druhou vazebnou doménou s FAP antigenem CAF.
Aktivované a proliferaéné¢ stimulované T-lymfocyty svym cytotoxickym ucinkem vyrazné

snizily populaci FAP pozitivnich CAF ve stromatu nadoru (de Sostoa et al., 2019).
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3.3.7 Sonic hedgehog u nadorov¢ asociovanych fibroblasti

Standardnim lécebnym postupem aplikovanym onkologickym pacientim je uziti
radioterapie, chirurgické odstranéni zhoubné tkané, chemoterapie, imunoterapie nebo
hormonalni terapie, vétSinou pouzité v riznych kombinacich. BéZné nasazena chemoterapie
mize vyvolat metabolické a fenotypové zmény lokalnich fibroblasti smérem k vlastnostem
podobnym CAF. Proména vede k prepnuti metabolismu CAF na anaerobni glykolyzu, aktivaci
autofagie a vytvoieni pro-zanétlivého mikroprostiedi. Odpovéd” nadorovych bunc¢k na
metabolicky zlom CAF zptsobi mobilizaci interferonové signalizace, antioxidacni reakci a
Sonic hedgehog/GLI signalizaci, kterd u epitelovych bunék karcinomu prsu navodi expresi
znaku charakteristickych pro nadorové kmenové buiiky (Peiris-Pages et al., 2015). Aktivace
hedgehog drahy napoméhd udrZovat pro-maligni charakter CAF ve stromatu. Samotné
neoplastické bunky jsou schopné nadprodukci specializovanych ligandii vyrazné potencovat
soucasti reaktivniho mikroprostfedi a formovat podminky k rtistu novotvaru. PDAC intenzivné
secernuji Sonic hedgehog ligand pro receptor na povrchu CAF. Aktivované CAF
prostiednictvim Sonic hedgehog drahy reprogramuji proteosyntézu vldken a molekul ECM
(Steele et al., 2021). V prvni fazi nadéjné klinické studie (NCT02027376) u pacientek s triple
negativnim karcinomem prsu bylo pouzito cytostatikum docetaxel spoleéne se Smoothened
inhibitorem hedgehog signalizace v CAF (Cazet et al., 2018).

3.3.8 Heterogenita populace nadorové asociovanych fibroblasta

Kazdy bunéény typ Vv lidském téle je specificky diky pfitomnosti povrchovych a
nitrobuné¢nych znakt. Pomoci nich miiZzeme buiiky pouzitim vhodnych technik identifikovat.
Postupné se objevovaly dalsi znaky, které exprimuji CAF. Patii k nim a-SMA, tenascin-C, FSP-
1, FAP a neuralni-gliovy antigen (Mezawa & Orimo, 2022). Riznorody ptivod CAF muze
diverzifikovat jejich funkci v ramci celé populace fibroblasti asociovanych s nadorem.
V disledku velké heterogenity CAF v nddorovém stromatu, ale i exprese znakl podobnych
S normalnimi aktivovanymi fibroblasty dochazi €asto k problému jich od sebe spolehlivé
rozli$it. Sekvenacni analyza na urovni jedné bunky (Single cell sequencing) identifikovala v
axildrnich lymfatickych uzlinach 4 typy CAF pivodem z metastazy karcinomu prsu.
Nejpocetnéjsi zastoupeni z CAF mély dvé pro-invazivni tfidy. Jedna stimulovala migraci a
EMT pomoci CXCL12 a TGF-f kaskady, druha zapnutim Notch signalizace iniciovala rozsev
tumoru (Givel et al., 2018; Kieffer et al., 2020; Pelon et al., 2020). Ve stromatu PDAC byly
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popsané CAF s myofibroblastovym charakterem (myCAF) vzniklé prostfednictvim TGF-f,
respektive 1L-1/JAK-STAT signalizace (Biffi et al.,, 2019). Ty exprimuji a-SMA a
bezprostiedné sousedi S neoplastickou tkani PDAC. Pro-zanétliva populace CAF (iCAF)
produkovala IL-6 a dalsi bioaktivni molekuly. Navic postradala a-SMA pozitivitu i samotny
kontakt s nadorovymi bunikami (Ohlund et al., 2017). Jina studie u PDAC klasifikovala dalsi
subpopulaci tzv. antigen prezentujici CAF (apCAF) charakterizovanou ptitomnosti
povrchového receptoru hlavniho histokompatibilniho komplexu II (MHC II — major
histocompatibility complex II) a CD74. Na zakladé¢ principu vystaveni antigenu CD4
pozitivnim lymfocytim, se CAF pravdépodobné ucastni modulace imunitni odpovédi

organismu (Belle & DeNardo, 2019; Elyada et al., 2019) (Obrazek 7).

Cytokine* CD4" T cell
o Chemokine® MHCII* CD74"

(iCAF) (apCAF)

Obrazek 7. Heterogenni populace CAF v mikroprostiedi duktalniho adenokarcinomu

pankreatu (Belle & DeNardo, 2019).

Nova skupina meflin (ISLR) pozitivnich CAF byla detekovanéd v nadorech kolorekta a
pankreatu (Kobayashi et al., 2021; Takahashi et al., 2021; Ichihara et al., 2022; Ando et al.,
2024). Meflin predstavuje glykofosfatidylinositolovou kotvu spojujici protein s fosfolipidem
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na buné¢né membrané. Single cell sequencing analyza meflin pozitivnich CAF prokazala jejich
nizkou hladinu mRNA pro a-SMA a potvrdila rozdil od konvenénich a-SMA pozitivnich CAF
(Mizutani et al., 2019). Navic mys$i nadorové modely a vzorky tkané pacientti poukazuji na
mozny meflin pozitivni CAF supresni ucinek na rast tumoru (Kobayashi et al., 2021). Meflin
interaguje s kostnim morfogenetickym proteinem 7 (BMP7 — bone morphogenetic protein 7).
Utvoreny komplex meflin/BMP7 inhibuje aktivitu TGF-B a nasledné¢ potlacuje jim regulované
signalni drahy v¢etné tkanové fibrozy (Hara et al., 2019; Nakahara et al., 2021). Meflin formuje
moznou pro nador restrikéni populaci CAF (rCAF). Voditkem restrikéniho mechanismu rCAF
muze byt pfima umeéra mezi po¢tem infiltrovanych CD4 pozitvnich T lymfocytii a meflin
pozitivnich CAF v nadorovém stromatu u pacientti s nemalobunéénym karcinomem plic (Miyai
et al., 2022). Dulezité je co nejlépe poznat a popsat expresni profil, funkci a zdroj jednotlivych
typli CAF. Vitanou odménou bude efektivni inhibice interakce mezi nadorovou buitkou a CAF

s vyslednym potlacenim a zastavenim proliferace malignich bun¢k.

3.4 IL-6 a nadory

3.4.1 Struktura IL-6, jeho receptoru a signalizace

IL-6 patii mezi glykoproteiny. Jeho molekularni hmotnost se pohybuje kolem 25 kDa.
Na polypeptidovy fetézec s glykosidickou vazbou se vaze sacharidova podjednotka. IL-6 tvoti
¢tyfi dlouhé o-helix Sroubovice stabilizované mezimolekularnimi disulfidickymi mustky
(Scheller et al., 2011). Poprvé byl popsan v souvislosti s diferenciaci B-lymfocytd, u kterych
indukuje zrani do findlniho stadia plazmatické buiiky schopné produkovat protilatky proti
specifickym antigentim (Hirano et al., 1985).

IL-6 se vaze na receptor IL-6R lokalizovany na plazmatické membrané buiiky a vazbou
ligandu na receptor vytvoii IL-6/IL-6R komplex asociovany s transduktorem signalu gp130
(CD130). Vysledkem je homodimerizace gpl30 za vzniku aktivovaného IL-6 receptor
komplexu s hexamerni strukturou konstituovanou ze dvou IL-6, dvou IL-6R a dvou gp130 (Hibi
et al., 1990). Existuji tii lokusy vazby IL-6 na IL-6R a gp130. Ig doména lidského receptoru
IL-6 neni ptimo zapojena do vazby s ligandem IL-6 (Yawata et al., 1993). IL-6 pienasi signal
prostfednictvim dvou slozek IL-6R. Prvni ¢ast sestava z 80 kDa transmembranového receptoru

s kratkou cytoplazmatickou doménou (mbIL-6R, IL-6Ra, gp80 nebo CD126). Druh4, kratsi a
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solubilni, je orientovana extracelularné (sIL-6R) (Jones et al., 2001). Klasicka IL-6 signalizace,
ktera je ptevladajici formou pfenosu IL-6 informaci, vyzaduje na cytoplazmatické membrané
navazany receptor (mbIL-6R). Je omezena pouze pro hepatocyty, nékteré leukocyty a epitelové
bunky. Soucasti IL-6 receptoru je velice kratkd cytoplazmatickd doména, u které absentuji
specifické motivy nezbytné pro transdukci intracelularni signalizace. Hexamerni struktura
komplexu zahrnuje dvé gp130 (IL-6RP) jednotky, bohaté na SHP-2, a JAK/STAT motivy
nezbytné k potencialni intracelularni signalizaci. Navazani ligandu IL-6 na pfislusny receptor
vyvola dimerizaci gp130. Strukturni zmény IL-6/IL-6R aktivuji v cytoplazmé vazané tyrosin
kinazy s kapacitou fosforylovat transkripéni faktory cilovych geni (Mihara et al., 2012).
Exprese gp130 je pfitomna témet ve vSech organech véetné mozku, plic, srdce, ledvin, sleziny
a placenty (Yoshida et al.,, 1996). STAT3 je transkripéni aktivator, transduktor gpl30
signalizace, odpovédny za reakci buriky na rizné cytokinové a ristové podnéty. IL-6 interaguje
s IL-6R/gp130 receptorem na povrchu cilovych bungk, aktivuje JAK kinazu, ktera fosforylaci
STAT3 ptenasi vnitrobunécnou signalizaci (Johnson et al., 2018).

Druhou formou pienosu IL-6 informace je trans-signalizace. Vznika navazanim IL-6 na
solubilni formu IL-6R. Solubilni forma IL-6R je vysledkem proteolytického Stépeni IL-6R z
bunétné membrany metaloproteazami ADAM10 a ADAM17 (Wolf et al., 2014; Schaper &
Rose-John, 2015). (Obrazek 8). Trans-signalni pienos IL-6 informace mize byt aktivovan
Vv jakékoli bunce, v disledku exprese gpl30 ve vSech bunkach. Trans-signalizace zahrnuje
regeneracnimi procesy (Wolf et al., 2014). Ptitomnost IL-6R na povrchu bun¢k se zda byt
jednim z prokancerogennich faktorti (Scheller et al., 2014). Solubilni forma gp130, ktera s
nejvetsi pravdépodobnosti vznika alternativnim sestfihem, inhibuje trans-signalni drahu

(Jostock et al., 2001; Wolf et al., 2014).
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Obrazek 8. Glykoprotein gp130 mize byt vazan na membranu (gp130) nebo byt v solubilni
formé (sgpl30). IL-6R, pokud je exprimovan, mize byt navazan na membranu nebo byt
uvolnén jako rozpustny receptor (sIL-6R) diky proteazové aktivit¢ ADAM10s ADAM 17. sIL-
6R se mulze uplatnit jako receptor IL-6 i u bunék, které samotné neexprimuji svij vlastni IL-
6R. Aktivace gp130 komplexem IL-6/IL-6R (klasicka signalizace) nebo IL-6/sSIL-6R (trans-
signalizace) vede k fosforylaci transkrip¢nich faktori JAKs/STATSs, PI3K a MAPK (Spanko et
al., 2021).

3.4.2 IL-6 v nddorech

IL-6 je popisovan jako molekula se Sirokospektralnim Gi¢inkem, kterd mé nezastupitelné
misto pfi zanétlivych reakcich vcetné iniciace imunitni odpovédi. U pacientil s nadorovym
onemocnénim je IL-6 produkovan ve zvysené miie obéma slozkami, tj. podpiirnym stromatem
1 samotnym nadorem, kde facilituje epitelo-mezenchymovy piechod, migraci nadorovych
bunék a podnécuje aktivitu stromalnich bun¢k (P. Li et al., 2015). Zvysena koncentrace 1L.-6
Vv séru a jinych biologickych tekutinach onkologickych pacientd byla potvrzena u mnoha typt
nadorovych onemocnéni (H. Sato et al., 2016). CAF izolované z duktalniho karcinomu prsu
vytvareji velké mnozstvi IL-6. Extracelularné u nadorové linie MCF10.DCIS napomaha IL-6
rustu a proliferaci buné€k, které nasledné vytvareji velké multicelularni struktury navzijem
propojené vybézky (Osuala et al.,, 2015). Stromalni fibroblasty z melanomu ovliviuji
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melanomové bunky, vyvolavaji agresivnéj$i chovani nadoru za hypoxickych podminek a
pravdépodobné na daném efektu participuji spole¢né IL-6 s IL-8 (Comito et al., 2012; Kodet et
al., 2013; Jobe et al., 2016). Pro Gisp&sny rist a unik pted uc¢innou terapii je pro nadorové bunky
dualezité udrzovat nizky diferenciacni status, ktery u dlazdicobunéénych nadorti hlavy a krku a
kolorektalniho karcinomu pomaha navodit pravé IL-6 (Kolar et al., 2012; Holmer et al., 2015).
Fibroblasty z lokalniho mezenchymu obklopujici nador nebo pfitomné v hojici se ran¢, méni
své biologické vlastnosti a aktivitu po stimulaci specifickym agens a stavaji se z nich CAF
V tumoru a aktivované fibroblasty v ran¢. Exprese Twistl navozena piitomnosti IL-6 u lidskych
fibroblastii ze zaludku, mé za nésledek jejich konverzi na CAF ptes fosforylaci transkripéniho
faktoru STAT3 (K. W. Lee et al., 2015). Produkce IL-6 fibroblasty pivodem z PDAC
aktivovala v jaternich hepatocytech STAT3 signalni kaskadu. Spusténim STAT3 drahy se
dramaticky zvys$i produkce SAA1/2 u hepatocytd. Apolipopretiny SAA1/2 v zévislosti na
zanétlivém stimulu jsou odpovédné za infiltraci bunék myeloidni fady a fibrozu jater. Blokace
fetézce IL-6/STAT3/SAA zabranuje formovani prometastatického prostiedi a piekazi tvorbé
metastdz v jatrech. Na druhou stranu, zvysena koncentrace SAA proteinu v cirkulaci u pacienti
s PDAC a kolorektalnim karcinomem korelovala s pfitomnosti metastaz v jatrech (J. W. Lee et
al., 2019). Tvorba IL-6 prostatickymi nadorovymi butikami vyvolava zménu fenotypu lokalnich
fibroblasti na CAF determinovanou zvySenou expresi FAP. Tato proména fidi autokrinni
aktivaci produkci IL-6 nddorové asociovanymi fibroblasty, které tak zvySuji migraéni
schopnost nadorovych bunék a zakladani sekundarnich lozisek pomoci EMT (Giannoni et al.,
2010).

3.4.3 IL-6 a nadorova rezistence

Vaznym problémem 1é¢by pacientti Se zhoubnym onemocnénim byva ziskana rezistence
na protinadorovou medikaci. Set nékolika bioaktivnich molekul, ktery zahrnuje i IL-6 je
spole¢n¢ odpovédny za ziskanou odolnost BRAF mutovanych melanomovych bun¢k na
aplikovany vemurafenib (Kodet et al., 2018). Utlumeni aktivity genu pro IL-6 pomoci miR-98
na mys§im modelu inhibuje migra¢ni a metastatické chovani nadorovych bun¢k z melanomu (F.
Li et al., 2014; X. Li et al., 2014). Potlaceni p53 dependentni exprese miR-34a pomoci IL-
6R/STAT3/mi-34a zpétné klicky brani dal§imu vyvoji kolorektalniho karcinomu (Rokavec et
al., 2014). CAF izolované z PDAC maji na svém povrchu zvyseny pocet receptorti pro mTOR-
4E-BP-1 signalizaci, ktera je cilem imunosupresivni terapie rapamycinem. Zablokovani

MTOR-4E-BP-1 drahy zna¢né zredukuje pocet a-SMA pozitivnich CAF, a navic i produkci IL-
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6. Xenograft lidskych pankreatickych bunéénych nadorovych linii MIA PaCa-2 nebo Panc-1
spole¢né s CAF inokulovany do experimentalnich mysi, pfedem oSetfenymi pasireotidem
(inhibitor mMTOR-4E-BP-1 drahy), a nasledné¢ vystavené ucinku gemcitabinu, snizi
chemorezistenci a velikost nadoru (Duluc et al., 2015). Exozomy secernované bufikami
karcinomu prsu nesouci gpl30 se podili na vzijemné mezibunécné interakci a
stimuluji makrofagy k produkci IL-6. Aktivace IL-6/gp130/STAT3 drahy je spojena
s potlacenim adekvatni imunitni reakce proti nadorovym bunkam (Ham et al., 2018).

Pleiotropni efekt IL-6 mize podporovat proliferaci a tvorbu metastaz malignich bunék
pomoci aktivace STATS3, s cilem inhibovat ¢innost antigen prezentujicich dendritickych bunék
a vyvolat dysfunkci imunitniho systému. Nabizi se logicka alternativa blokovat IL-6/STAT3
signalizaci s imyslem podpofit obrannou schopnost organismu. Nadorova linie CT26 mysiho
karcinomu tlustého stfeva byla aplikovana IL-6 deficientnim jedinctiim. V porovnani s WT byl
rast nadoru u IL-6 deficientni skupiny vyrazné potlacen a jeho redukci doprovazelo i vyéerpani
CD8 pozitivnich lymfocytti. Nadorové mikroprostiedi u IL-6 deficientnich mysi akumulovalo
zralé dendritické bunky, CD4 pozitivni lymfocyty, cytotoxické lymfocyty, které produkovaly
interferon y (INFy — interferon y). Soucasné, IL-6 deficientni fada na povrchu CT26 bunék
signifikantn¢ exprimovala programovany ligand smrti 1 (PD-L1 — programmed death ligand 1)
(Ohno et al., 2017). Oblasti TME s nedostatecnym ptisunem kysliku lakaji velké mnozstvi
imunosupresivnich bunck. Po spusténi STAT3 drahy u rezistentniho nadoru prsu, tumor
asociované makrofagy (TAM — tumor associated macrophages) secernuji HIF-1a. V zavislosti
na poSkozeni DNA reaguje tumor supresorovy protein p53 zastavenim bun&cného cyklu a
navozenim apopt6zy pomoci regulace transkripce BCL-2 a BAX gent. Pomér hladiny Bcl-
2/Bax protein je indikatorem nachylnosti buniky aktivovat vlastni program apoptozy. Nizka
hodnota poméru proteinti brani spusténi regulované buneéné smrti (Di Pietro et al., 2009). HIF-
la participuje na IL-6 1ékové rezistenci podminénou relaci Bcl-2/Bax proteint. Zda se, ze IL-
6 je klicovym faktorem odpovédnym za cytotoxickou odolnost a neschopnost indukovat
apoptozu po podani chemoterapie u bunék karcinomu prsu (K. Wang et al., 2018).

3.4.4 IL-6 a dalSi chemokiny/cytokiny

Na zaklad¢ dominance muzeme pro-zanétlivé chemokiny/cytokiny separovat do skupin:
a) prevaha IL-6 a podpora zanétlivé reakce a ristu tumoru b) prevaha IL-12, TRAIL, INFy,
navozeni imunitni reakce a blokace nddorové progrese. Jind skupina chemokinti IL-10, IL-13 a

TGF-p ma schopnost inhibovat produkci INFy CD4 pozitivnimi lymfocyty. Aktivace
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transkripénich faktori STAT3 a NF-xB stimuluje produkci pro-zanétlivych molekul a
negativné ovliviuje sekreci chemokint, nezbytnych k nastartovani imunitni reakce (Mirzaei et
al.,, 2019). Komplexni piistup studie nadorového mikroprostiedi odhalil 1é¢ebné uziti
tocilizumabu a reparixinu na blokaci receptoru pro IL-6 a IL-8, ktery u zvifeciho modelu snizuje
schopnost nadorovych bunék karcinomu prsu migrovat do plic, jater a lymfatickych uzlin a
vytvaret tak vzdalené metastaze (Jayatilaka et al., 2017). Trojkombinace blokace biologického
ucinku IL-6, 1L-8 a CXCL-1 utvafenych bunikami stromatu se zda byt jesté vice perspektivni u
dlazdicobuné¢nych nadora hlavy a krku (Kolar et al., 2012). Existuje mnoho molekularnich
propojeni a souvislosti mezi IL-6 a nadorem, obdobn¢ jako mezi nadorem a chronickou ranou
(Gal et al., 2022). Uginkem IL-6 ziskavaji nadorové buitky nové fenotypové znaky a funkéni
vlastnosti. Utvareji se dal$i biologické schopnosti a moznosti tumoru nezbytné pro jeho

pfezivani a evoluci smérem k vytvareni metastaz a celkovému selhéni organizmu pacienta.

3.5 Vaskuldrni systém

Kontinudlni pfisun okyslicené krve s zivinami a neustdlé zvétSovani a tvorba
komplexnéjsich kapilarnich cest u rostouciho nddoru ma za kol vytvofit podminky pro jeho
dalsi rust a Sifeni. Nadorova angiogeneze zahrnuje vytvareni novych kapilarnich
spojek vétsinou pucenim puvodnich jiz formovanych cév a jako takova se obecné 1isi od
vaskulogeneze (schopnosti de novo tvorby cév zprekurzori puvodem =z kostni dieng).
Dilezitou zvlastnosti jsou vaskulogenni mimikry, kdy s pomoci nadorovych bunék vznika
ekvivalent cévnich siti schopnych transportovat krevni elementy. Nerovnovaha mezi pro- a anti-
angiogennimi signaly je pfimo ovlivnéna interakci VEGF ligandem s jeho VEGFR2 receptorem
(Welti et al., 2013). Nadorové asociované endotelové buiniky se od zdravych endotelovych
buné¢k lis§i v mnoha aspektech a vykazuji odliSny expresni profil. Pfenos informace pomoci
extracelularné signal-redukujici protein kinazy (ERK 1/2 — extracellular signal-regulated
kinases) vyvola znasobeni po¢tu CXCR7 receptort na povrchu nadorové asociované
endotelové bunky, které interaguji s chemokinovym ligandem obsahujicim specificky CXC
motiv (Yamada et al., 2015).
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3.5.1 Cévni fecisté v tumorech

Nadorové mikroprostiedi aktivné pfispiva k novotvorbé cév, jejichz strukturni
nedokonalost zplisobuje vysokou permeabilitu a nizkou funkcni stabilitu endotelovych bunék.
Stény nadorové asociovanych cév jsou konstrukéné oslabené a neschopné zarucit dostatecny
prusvit kapilar. Jsou nachylné podléhat mechanickym tlaktim proliferujicich nadorovych bunék
a absence hierarchické organizace vede k porucham prutoku spojenych s nedostate¢nou perfuzi
krve bohatou na kyslik a ziviny. Nedokonalost vybudovaného cévniho systému v konecném
disledku podporuje nastartovani hypoxického fenotypu, deprivaci esencidlnich zivin, pokles
pH pod hodnotu 7 a ve finale podporuje aktivaci zanétlivého prostiedi. Tyto vlastnosti cévniho
systému souviseji s nadorovym mikroprostiedim a ovliviiuji rist a diseminaci nadorovych
bunék (Filippi et al., 2018).

Cévni organizace nadoru je ve srovnani s normalni tkani velice omezend. Redukuje rtst
a saturaci tumoru kyslikem, ktery tak prechazi do méné vyhodnych hypoxickych podminek.
Narustajici vzdalenost ohniska nadoru od cévnich kapilar souvisi s poklesem priniku G¢inné
latky napii¢ maligni tkani. To muze vést k nedostateéné odpovédi karcinomu na aplikovanou
1écbu. Diilezitym prognostickym znakem v ramci klinickych vysledkl u fady typu nadort je
hustota kapilarniho tecisté (J. L. Chen et al., 2020; Kourea et al., 2021; Lin et al., 2022).
Vyrazny nartst produkce pro-angiogenniho proteinu VEGF koreluje se schopnosti nadorovych
bunék migrovat a formovat metastaze u pacientl s karcinomem tlustého stfeva a kone¢niku,

plic a ledvin (Hegde et al., 2013).

3.5.2 Exozomy a angiogeneze

Potencial nastartovat proces angiogeneze za tcelem kontinudlniho agresivniho ristu
tumoru ma parakrinni sekrece malych vezikul — exozomut nadorovymi bunikami. Maligni buiky
produkuji exozomy, které reprogramuji endotelové bunky, stimuluji je k remodelaci a vytvareni
sit¢ krevnich kapilar. Studie sexozomy miR-130a a miR-155 secernované nadorovymi
bunkami zaludku prokazaly jejich pro-angiogenni efekt (H. Yang et al., 2018; T. Deng et al.,
2020). Schopnost potencovat angiogenezi za ucelem mechanismu vlastniho pfeziti byla
popsana u exozomi pochazejicich z nadoru hlavy a krku (S. Sato et al., 2019). Rychly rist a
proliferace nadorovych bun€k neposkytuje dostate¢ny ¢as vybudovat a ptizpusobit splet
cévnich kapilar novym podminkam. Z toho divodu se nékteré ¢asti nadorové masy mohou

dostat mimo dosah dostatecné oxidacni a nutritivni saturace. Plasticita tumoru sa projevi
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castecnou adaptaci na hypoxické podminky. Bunky ze spinoceluldrniho karcinomu jicnu
V hypoxickém prostiedi uvoliiuji exozomy, které upravuji fenotyp a transkriptom endotelovych

bungk s cilem facilitovat angiogenzi (Mao et al., 2019).

3.5.3 Endotelové bunky a extracelularni matrix

Vzajemna souhra vSech buné¢nych a nebunéénych ¢asti nadorového mikroprostiedi je
nezbytna pro vytvoreni reaktivniho stromatu. Nejen CAF, ale i ECM matrice reprezentuje
dynamickou komunika¢ni sit’. Pomoci interakce molekul ECM s integrinovymi receptory na
povrchu endotelovych bunék je zabezpecen pienos signali. ECM uz neni definovana jenom na
zakladé mechanickych vlastnosti jako fyzické bariéra, ale ma vyrazny pro-angiogenni efekt.
Regulaéni aparat reakce mikrovaskularnich endotelovych bunék s ECM angiogennimi stimuly
je porad nedostateéné objasnén a popsan (Feng et al., 1999; Rhodes & Simons, 2007; Perzelova
etal., 2014).

Endotelové bunky vystavené U¢inku TGF-B prodélavaji endotel — mezenchymovy
prechod a méni se na buiiky s fibroblastoidnim charakterem. Buiiky de novo exprimuji znaky
FSP1 a a-SMA ptiznaéné pro CAF a je potlacena translace membranového proteinu CD31,
ktery je kddovany PECAM 1 genem a slouZi k indentifikaci endotelovych bun¢k (Pardali et al.,
2017). Chemoterapeuticka 1é¢ba nadoru prsu zvySuje produkci tumor nekrotizujiciho faktoru o
(TNFa — tumor necrosis factor a) endotelovymi buiikami nddorového stromatu. Zmeéna vyvola
ptes NF-kB vazbu na promotory genit CXCL-1/2 a zvétsi jejich tvorbu nddorovymi bunikami.
Syntéza obou chemokini plisobi jako chemoatraktant pro migrujici buiiky myeloidni fady
(granulocyty, megakaryocyty, zirné bunky), které produkci S100A8/9 proteinti zvySuji
chemorezistenci a ptezivani nadorovych bun¢k karcinomu prsu (Acharyya et al., 2012).
Vaskularni sit’ nddorového mikroprostfedi aktivné napomaha epitelovym malignim buiikdm

zdarné unikat cilené zamétené terapii a zvySuje pravdépodobnost ziskat rezistenci.

3.6 Funkce imunitniho systému

Imunitni systém zahrnuje soubor bunék, molekul a procesti, které chrani hostitele pfed
cizimi antigeny (v podob¢ bakterii a parazitil), viry, nddorovymi buiikami a toxiny. Kromé
fyzickych a chemickych bariér, které chrani pied infekci, 1ze imunitni systém zjednodusené

rozdelit na dvé ,,obranné linie*: vrozenou imunitu a adaptivni imunitu. Vrozena imunita
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piedstavuje prvni linii obrany proti patogenu. Jednd se o antigen-nezavisly (nespecificky)
obranny mechanismus, ktery hostitel vyuzije okamzité nebo béhem n¢kolika hodin po setkani
s cizorodym agens. Vrozena imunitni odpovéd nemd zaddnou imunologickou pamét. Nema
schopnost opétovné rozpoznat a zapamatovat si stejny patogen. Na druhé strané adaptivni
imunita je antigen specificka s casovou prodlevou mezi expozici antigenu a maximalni reakci.
Adaptivni imunita ma pamétovou schopnost, kterd hostiteli umozituje rychlejsi a u¢inngjsi
imunitni odpovéd’ po ndsledné expozici antigenu. Vrozena a adaptivni imunita se vzdjemné
nevylucuji, ale spiSe se dopliuji, pricemz defekty v obou systémech maji za nasledek
zranitelnost hostitele nebo nepfiméfené reakce. K buitkdm vrozené imunity patii NK buiky,
zirné bunky, granulocyty, yd T buiiky; a fagocytarni skupina bun¢k makrofagi, neutrofilt a
dendritickych bunék. Adaptivni imunitu zabezpecuji T a B lymfocyty (Bonilla & Oettgen,
2010; Turvey & Broide, 2010).

Chemické atrahovani a infiltrace naddorového mikroprostiedi imunitnimi buiikami
ptispiva k utvafeni reaktivniho niche, moduluje imunitni odpovéd’ organizmu na pfitomnost
maligni tkédné, ktera unikéd regulacni a obranné masinérii organizmu. Nadorové asociované
makrofagy, nadorové asociované neutrofily, myeloidni supresorové burky, regula¢ni B-
lymfocyty, regulacni T-lymfocyty, dendritické burniky, NK se se svou biologickou aktivitou
vyrazné podileji na kompozici pro-nadorového stromatu (Jia et al., 2022; Y. Wu et al., 2022;
Y. Yan et al., 2022). Pod selektivnim tlakem adaptivni imunity nadorové bunky se slabou
imunogenicitou v tumoru pievladnou a uspé€$né unikaji imunitnimu systému hostitele
(O'Donnell et al., 2019). Nedostate¢na imunogenicita spolu s imunosupresivnimi faktory napf.
imunitnimi kontrolnimi body, pfeprogramovanim metabolitil a dysregulaci repertoari cytokind,
podpofi rust vybranych nadorovych bun¢k v klinicky zjevné 1éze (Peng et al., 2022; Yi et al.,
2022). Imunosupresivni pusobeni nadorovych bunék na cytotoxické T burky je spojeno
zejména se signalizaci receptoru programované bunécné smrti 1 (PD-1 — programmed death
receptor 1) po navazani ligandu PD-L1 na nadorovych burnikach ¢i TAM (Herbst et al., 2020).
Podobny vyznam ma i inhibice cytotoxickych T-tymfocytd cestou CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte associated antigen 4). (Obrazek 9).
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Obrazek 9. Mechanismus uc¢inku PD-1/L1 na protinadorovou imunitu (Nunez Abad et al.,
2022).
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3.7 Nddorove asociované makrofdagy

Makrofagy jsou soucdsti prvni linie obrany organizmu. Bé¢hem infekce, zanétu nebo
poranéni tkdn€¢ migruji na zdkladé¢ chemotatického podnétu do mista poSkozeni. Pohlcuji
fagocytdzou patogeny a bunécné zbytky a travi je ve fagolyzozomech, které jsou vysledkem
fuze fagozomi s lysozomy. Tato degradace pfispiva nejen k odstranéni patogenu, ale také
usnadiiuje prezentaci vyslednych peptidii buiikam specifického imunitniho systému, T a B
lymfocytim prostiednictvim MHC IT komplexu. Tim je zahajena antigenné specificka imunitni
odpovéd’. Enzymy spojené s fagolyzozomy navic usnadiuji produkci velkého mnozstvi
reaktivnich forem kysliku, které ucinné zabijeji fagocytované patogeny. V zavislosti na
stimulech prostiedi a povaze patogenu/antigenu, se kterou piide do kontaktu, miize byt

preferovana diferenciace na makrofagy M1 nebo M2. Pievladajici diferenciacni profil urcuje
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funk¢ni orientaci makrofagu (Lendeckel et al., 2022). Makrofagy k progresei ristu nadoru a
metastazovani prispivaji riznymi mechanismy, vcetné podpory preziti a proliferace malignich
bunék, angiogeneze a potlacenim vrozenych a adaptivnich imunitnich odpovédi (Locati et al.,

2020).

3.7.1 Diferencované M1/M2 makrofagy

M1 diferencované makrofagy jsou klasicky aktivované interferonem vy nebo
lipopolysacharidem, produkuji pro-zanétlivé cytokiny a iniciuji imunitni reakci. Spoustécem
diferenciace M2 makrofagt je ptitomnost interleukint IL-4, IL-10, IL-13 (Espinosa Gonzalez
etal., 2022). Podileji se na organizovani ECM a jsou asociovany v procesu hojeni ran a reparace
tkani. TAM mizou mit charakterové atributy jak M1, tak M2 makrofagt (Chavez-Galan et al.,
2015). Zatimco M1 makrofagy spiSe rust tumoru potlacuji, M2 makrofagy jej stimuluji
(Obrazek 10).
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Obrazek 10. Rozdily mezi makrofagy typu M1 a M2 (Y. Cheng et al., 2021).
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Funk¢ni a fenotypova heterogenita TAM je podminéna Sirokou $kalou induktord. TAM
se mizou rekrutovat z monocytd, ptipadné z residua lokalnich makrofagti (Cassetta & Pollard,
2018; Guo et al., 2022). Maligni buniky v hypoxickych podminkach produkuji semaphorin 3A,
ktery pusobi formou chemoatraktantu na migrujici TAM nasledné vyvolavajici odolnost vici
imunitni reakci a proangiogenni povahu hypoxického prostiedi (Casazza et al., 2013).

Pfirozena c¢innost M1 makrofagi zpomaluje rGst nadori a potencuje efektivitu
imunoterapie produkci exozomu. Studie popsaly dvoji strategii eliminace malignich bun¢k M1
makrofagy. Prvni moznosti je mechanismus sekrece nékolika cytotoxickych agens (ROS, NO)
ptimo M1 makrofagy vedouci k destrukci nadorovych bun€k. Ten ma casto del§i ¢asovou
prodlevu, od 24h do 72h (Bernsmeier et al., 2020). Casovy interval druhé reakce je kratsi
(n€kolik hodin), ale vyzaduje pfitomnost specifickych protilatek secernovanych B-lymfocyty
k navozeni cytotoxicity (Bruns et al., 2015). Subpopulace M2 makrofagt zesiluje invazivitu a
migraci nadorovych bun¢k, podporou tvorby novych cévnich kapilar a zpisobuje imunosupresi
Vv odpovédi lymfocytd na vlastni zménénou tkan obsahujici nadorové specifické antigeny
(Medrek et al., 2012). Vysledkem parakrinni metabolické agilnosti M2 pro-nadorovych TAM
Vv niche je ptitomnost $iroké skaly cytokind vcetné epidermalniho ristového faktoru (EGF —
epidermal growth factor), PDGF, TGF-B1, receptoru epidermalniho rustového faktoru (EGFR
— epidermal growth factor receptor) a FGF (Yin et al., 2016). Lécba zaméfena na potlaceni
aktivity nadorové asociovanych makrofagl, redukuje puceni novych cév, inhibuje rist a
migraci nadorovych buné¢k a zvysuje efektivitu aplikované terapie (DeNardo et al., 2011).

Jednou ze zékladnich vlastnosti makrofagu je velka plasticita fenotypu v zavislosti na
nadorovém prostiedi. Nabizi se alternativa nové terapie, ve formé¢ reprogramovat TAM zpatky
na anti-tumor makrofagy M1 se schopnosti suprimovat maligni tkan. Endogenni lektin zvany
manozovy receptor CD206 pfitomny na povrchu pro-nddorovych M2 po navézani RP-182

prochazi konformacni zménou a pifepne M2 fenotyp na anti-tumor M1 (Jaynes et al., 2020).

3.7.2 Vztah nadorové asociovanych fibroblastli @ tumor asociovanych
makrofagh

Vzajemna kooperace CAF a TAM v nadorovém mikroprostiedi podléha vlivu faktoru
stimulujici kolonie makrofagi 1 (CSF1 — macrophage colony stimulating factor 1) s CSF1R
receptorem. Produkce CSF1 v koznich nadorech koreluje s pfitomnosti zvySeného poctu a
délkou piezivani CSF1R/CD163 pozitivnich makrofagt (Neubert et al., 2018). V ramci
subpopulace TAM byly pomoci scRNA-seq popsané dvé heterogenni skupiny: a) prozanétlivé,
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antinadorové C1QC (complement C1qg C chain) pozitivni TAM b) proangiogenni, pronadorové
SPP1 (secreted phosphoprotein 1) pozitivni TAM (L. Zhang et al., 2020). Autofi dokazali
pomoci blokace CSFIR ptednostné eliminovat C1QC pozitivni TAM na tkor zvySeného podilu
SPP1 pozitivnich TAM. Zména poméru C1QC vs SPP1 pozitivnich TAM ve prospéch SPP1
predikuje zhorSené piezivani pacientl. Kombinovana blokacni terapie CSFIR a PD-L1 méla
ale piekvapivou lepsi odpovéd v ptipadé subkutanné aplikovaného hepatocelularniho
karcinomu s vysokou expresi SPP1 (SPP1M) laboratornim mysim (Zhu et al., 2019). Jedno
Z moznych vysvétleni se nabizi v disledku vycerpani inhibitoru CSFI1R relativné vysSSim
zastoupenim imunosupresivnich SPP1 pozitivnich TAM, které vedlo k finalni remodelaci a
potlaceni pronadorové funkce TME. Produkce CSF1 neni vylu¢nou doménou CAF/TAM
nadorového stromatu. Maligni bunky pochazejici z agresivniho PDAC pomoci sekrece CSF1
indukovaly v TAM tvorbu granulinu, ktery svym tG¢inkem aktivoval fibroblasty a v kone¢né
fazi i samotny rast nadoru (Quaranta et al., 2018).

Signalni molekuly produkované CAF slouzici k rekrutaci myeloidnich bun¢k do
nadorového stromatu, nemusi mit povahu CC chemokint (charakteristicka pfitomnost dvou
sousedicich disulfidickych vazeb) poptipadé CXC chemokint (charakteristicka ptitomnost
jedné aminokyseliny oddélujici N-terminalni disulfidické vazby) chemokint. Schopnost
secernovat C3 slozku komplementu prostiednictvim CD34 pozitivnich CAF byla prokazana u
melanomu a nadort v oblasti hlavy a krku (Puram et al., 2017). Aktivovana forma C3a
komplementu C3, je ptic¢inou afinity a migrace C3aR pozitivnich voln¢ cirkulujicich monocytt
do nddorového mikroprostiedi. Analyza prokazala nejvétsi hustotu C3aR pozitivnich
makrofagli primarné v sousedstvi s CD34 pozitivnimi CAF. Blokace C3a nebo receptoru C3aR
omezila infiltraci nadoru C3aR pozitivnimi makrofagy a suprimovala rist tumoru. Vzajemna
kooperace TAM a CAF pomoci schématu C3a ligand — C3aR receptor se jevi konzistentni pro
sirokou skalu nadort (Davidson et al., 2020). Komplexni pohled na vzajemnou komunikaci
mezi CAF a TAM v reaktivnim TME muzeme popsat pisobenim CAF na vzdélavani TAM a
jejich prekurzory. Obracené TAM v pozici instruktort aktivuji rezidualni fibroblasty. Protilatka
zamé&fena proti faktoru inhibujicimu makrofagy (MIF — macrophage migration inhibitory
factor) byla testovana na mysim modelu osteosarkomu, kde jeji i¢inek branil tvorbé cévnich a
lymfatickych kapilar (Kubota et al., 2009). V ptipad¢ nasazeni protilatky proti MIF v podobé
systémového 1é¢iva muze ale vyvstat nékolik vaznych problému. VEtSina inhibitora zénétlivych
odpoveédi ma rozsahly pleiotropni i€inek schopny ovlivnit pfestavbu tkan¢, modulovat imunitni
reakci a v neposledni fadé stimulovat rist nadoru. MIF, se zda, ma pozitivni i negativni dopad

a dalsi testovani je nezbytné.
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3.7.3 Tumor asociované makrofagy v melanomu

Vzajemna souhra biologické aktivity TME s malignimi bunikami piedstavuje jeden z
rozhodujicich prvkt UspéSného nadorového rastu S moznosti zaklddani sekundarnich
metastatickych center. Vytvareji se slozitd schémata interakce bunécnych populaci a signalnich
molekul navzdjem s cilem podpofit uspésné prezivani tumoru. Nové rekrutované makrofagy
ucinkem bun¢k z melanomu produkuji IL-1, ktery vyvola u CAF syntézu IL-8. Nasledné, IL-
8 ptitahuje CXCR2 pozitivni imunitni buriky, hlavné neutrofily do nadoru. CAF a makrofagy
zpétné svou aktivitou vyvolaji u melanomovych bunék rezistenci na 1écbu BRAF mutaci a
inhibici mitogenem aktivované proteinkinazy (MEK — mitogen-activated protein kinase).
Medikace provedena blokaci CXCR2 receptoru, piipadné genetickou ablaci IL-1R, ma
synergicky efekt s aplikaci MEK inhibitord (Young et al., 2017). Pfechod M1 makrofagi na
TAM je mozny a u melanomu je popsan nasledkem piitomnosti a stimulace makrofagi
mezenchymovou slozkou maligniho stromatu (Yamada et al., 2016; Falleni et al., 2017).

Maligni melanom byva velice Casto infiltrovan velkym poctem zéanétlivych bunék
riznorodé funkce. Prevalence dendritickych bun¢k a lymfocytl z celé plejady imunitnich
bunék koreluje s lepsi progndzou piezivani pacientt (Ladanyi, 2015). Na druhé strané, prevaha
imunosupresivnich CD4 a CD25 pozitivnich supresorovych T-lymfocytd v nadoru je

predpokladem slabé aktivity imunitniho systému vici neoplastické tkani (Gray et al., 2017).

3.7.4 Soucinnost imunitnich bunék v nadoru

Diferencované dendritické buniky a ndadorové asociované makrofagy suprimuji
imunologickou reakci T-lymfocyti na pfitomnost rostouciho nadoru, remodeluji ECM a
podporuji EMT nadorovych bun¢k (J. Yu et al., 2013). Cytotoxické T-lymfocyty pfitomné
v nadorovém stromatu jsou konfrontovany s nadprodukci ligandt, které navodi expresi
inhibi¢nich receptorii: CTLA-4 a PD-1 na povrchu CDS8 pozitivnich T buné¢k (Pardoll, 2012).

Neadekvatni odezvu T-lymfocytl na vyvijejici se nddor pankreatu tidi distribuce
bioaktivnich faktord: granulocytarni makrofagovy kolonie stimulujici faktor (GM-CSF —
granulocyte—macrophage colony stimulating factor) a granulocytarni kolonie stimulujici faktor
(G-CSF — granulocyte colony stimulating factor) produkované imunosupresivnim milieu
utvafenym myeloidni vyvojovou fadou bun¢k (Arnoletti et al., 2022). Stéhovani nezralych
makrofagii, dendritickych bun¢k a neutrofilii do okoli nadoru, které si sdm tidi, neslouzi jenom

k modulaci adekvatni imunitni reakce T-lymfocytu, ale i k syntéze angiogennich proteintt TGF-
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B a VEGFA (R. Chen et al., 2022). Vysledkem je, Ze imunokompetentni buniky myeloidni fady
brzdi aktivaci, proliferaci a migraci efektorovych T-lymfocytd a zvySuji imunitni nezavislost
nadorovych bun¢k (Komohara et al., 2015).

Neopomenutelna je i pro-tumorigenni aktivita B-lymfocyt, ktera udrzuje stav
chronické imunitni odpovédi. Diverzifikace Cinnosti bunék imunitniho systému je podpofena
ptitomnosti zanétlivych zirnych bunék s granulemi histaminu, které podporuji tvorbu novych
kapilar, a funkéné plastickych nadorové asociovanych makrofag. Ty prizptisobi systém
vrozené imunitni strategie potfebam nadorovych bunék (Junttila & de Sauvage, 2013). Hlavni
funkci PD-1 receptoru je negativni regulace imunitni odpovédi. Signalizace ptes PD-1 blokuje
proliferaci a funkci efektorovych T-lymfocyti (CD8 pozitivnich) v disledku navozeni
apoptdzy, a naopak brani apoptdze regulaénim T-lymfocytim (skupina CD4 pozitivnich)

(Francisco et al., 2010).

3.7.5 Exozomy a tumor asociované makrofagy

Exozomy piivodem z nadoru prsu, glioblastomu a melanomu pfenaseji na svém povrchu
ligand PD-L1 a vazbou na PD-1 membranovy receptor znemoziuji aktivovat T-lymfocyty.
Nadorové burky jsou tak schopné systematicky suprimovat obranny mechanismus organismu.
Naopak inhibice sekrece exozomu vyrazné podpofila proti-nadorovy G¢inek T-lymfocytt (G.
Chen et al., 2018; Ricklefs et al., 2018; Y. Yang et al., 2018).

Cytokiny TNFa a IFNy (interferon y) jsou produkované Sirokou Skalou bunék a maji
zasadni vyznam pro regulaci a iniciaci imunitnich reakci. Exozomy plvodem z tumoru
pankreatu signifikantné snizuji produkci TNFao a IFNy vlastnimi NK burikami a jsou pfi¢inou
neadekvatni cytotoxické odezvy organismu na agresivni nador (J. Zhao et al., 2019) (Obrazek
11).

Gemcitabine je chemoterapeutikum, které se indikuje v Siroké Skale nadort vcetné
PDAC. Zvysena biologicka aktivita nadorové asociovanych makrofagl prostiednictvim
viaci tomuto cytostatiku (Weizman etal., 2014). In vitro a in vivo experimenty na mysim modelu
PDAC ukazaly snizenou citlivost na aplikovany gemcitabine. Pfi¢inou byl pfenos miR-365
prostfednictvim exosomi z makrofagi do bunek PDAC a naslednd nedostatecna inhibice

enzymu zapojenych do syntézy DNA (Binenbaum et al., 2018).
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Obrazek 11. Interakci mezi nadorovymi buiikami a TAM prostfednictvim exosomalnich
nekodujicich RNA vznika imunosupresivni mikroprostiedi podporujici nadorovy rist (Xu et
al., 2022).

3.7.6 Mezenchymové bunky a imunitni odezva

Nové lécebné postupy se snazi naucit buiikky imunitniho systému rozpoznat a selektivné
napadat vlastni nadorovou tkan nebo modifikovat metabolické drahy malignich bunék. Naopak
strategii nddoru a jeho mikroprostiedi je hledat, jak se co nejefektivnéji cilené terapii vyhnout.
Nabizi se n¢kolik pfistupli, jak pozastavit nachylnost mezenchymovych stromalnich bunék
k potlaceni imunitni reakce: a) aplikace 1éCiva, které inhibuje schopnost mezenchymovych
bunék, bud’ regulovat imunitni odpovéd’, nebo se Gcastni na podpote riistu nadorovych bunek;
b) latka, kterd specificky nezvratné poskodi mezenchymové bunky pfitomné v nddorovém
mikroprostiedi; ¢) medikament s dispozici zvratit a piepnout imunoregulac¢ni fenotyp
nadorového stromatu na imunostimula¢ni s tendenci atrahovat cytotoxické T-lymfocyty a NK
bunky do neoplastické tkan¢ (N. Cheng et al., 2021; J. Wu & Cai, 2021).

Nékteré studie prokazaly, Ze pro dosazeni lepSich vysledkl aplikované terapie je ucinné
jemné¢ pfibrzdit imunitni reakci odpovédnych bunék. Pfikladem miiZe byt produkce IL-6 TAM
podporujici proliferaci CD44 pozitivnich nadorovych kmenovych bunék u pacienta
S hepatocelularnim karcinomem korelujici s recidivou a naslednym piezivanim po nasazené

medikaci (Wan et al., 2014). Blokace vazby IL-6 na receptor tocilizumabem, imunosupresivnim
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1écivem uzivanym K 1é¢b¢ revmatoidni artritidy, efektivné inhibuje mnoZeni nejvic
rezistentnich CD44 pozitivnich bunék fizenou parakrinni interakci s nadorové asociovanymi

makrofagy (Ruffell & Coussens, 2015).

3.8 Extracelularni matrix

Nejbéznéjsi definice extracelularni matrix vychazi z jejich fyzikalnich a chemickych
vlastnosti, kde v tkanich utvafi nebunétnou slozku, ¢imz poskytuje mechanickou a
biochemickou oporu pro bunécnou c¢ast. Prvotni nazory popisovaly ECM jen jako neaktivni
nebunéény element tkani, ktery slouzi pouze k uchyceni a tvorbé typické 3D tkanové
organizace (Cheung et al., 2022). Opak je vSak pravdou.

ECM predstavuje fyziologicky velice aktivni komponentu esencialni pro mezibuné¢nou
interakci, adhezi a misto pro dalsi déleni bunék. ECM se skladad ze slozité sit¢ vzajemné
propojenych molekul vody, mineralii, proteoglykani a fibrilarnich proteini syntetizovanych
lokalnimi bunikami. Slozitd struktura makromolekul ECM poskytuje dostatecny pocet
vazebnych mist k ,,uskladnéni signalnich proteinti urcenych pro cilové buiky. Pfenasi
mechanickou informaci do bun€k, ve kterych aktivuje intracelularni signalni drahy spojené
s uspotradanim cytoskeletalni bunééné kostry (Uhler & Shivashankar, 2017). Organizace a podil
jednotek ECM je tkanové specificky, aby co nejvice zohlediioval jedine¢nou strukturu,
usporadani a funkci bunééné a nebunééné ¢asti mikroprostiedi jako celku (Frantz et al., 2010;
Bonnans et al., 2014). Tkanove¢ originalni kompozice buitka — ECM je vysledkem dynamickych
biochemickych a biofyzikalnich procest v pribéhu vzniku a nasledného formovani organt (Kai
et al., 2016). Lokalni buniky svoji biologickou aktivitou secernuji elementy ECM v zavislosti
na tkanové specializaci. Produkce a formovani fibrilarnich proteinti véetn€ kolagenu, elastinu
a lamininu podléha kontrole v zavislosti na fazi embryonalniho vyvoje nebo stavu onemocnéni.
Homeostaza mezi novotvorbou a degradaci ECM je fizena aktivitou bunék za u¢elem zachovani
vSech nezbytnych vlastnosti organu (P. Lu et al., 2011; Jablonska-Trypuc et al., 2016). ECM
predstavuje velice dynamicky komplex, kde dochazi k neustalé remodelaci, degradaci a
modifikaci vlaken pomoci enzymu proteinaz Stépicich proteiny, a nepfetrzité tvorbé novych
fibril (Obrazek 12).
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Obrazek 12. Schematické znazornéni komponent ECM v normdlni tkéni (vlevo) a TME

(vpravo) (Huang et al., 2021).

3.8.1 Kolagen

Mezi hlavni slozky ECM patii kolagen, laminin, fibronektin a proteoglykany, které
podminuji vznik variabilnich struktur se specifickymi vlastnosti z nich vytvofenych. Nejvice
zastoupenym ECM proteinem v lidské tkani je kolagen se svymi 28 riznymi subtypy (Ricard-
Blum, 2011).

Struktura jednotlivych typt kolagenu se od sebe 1i$1 na zaklad€ uspotadani aminokyselin
vV polypeptidovém fetézci, ale ve findle vSechny formuji pravotoCivy triple helix fetézec
s homotrimernimi nebo heterotrimernimi vlakny. Rodina kolagenti obsahuje v fetézci Gly-X-Y
motiv, pficemz X a Y jsou zastoupeny aminokyselinami prolinu a hydroxyprolinu (Shoulders

& Raines, 2009). Kazdé kolagenni vlakno je zkonstruovano polymerizaci nékolika kolagennich
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podjednotek v zavislosti na tkani. NejbéZzné&jsim typem kolagennich fibril je kolagen I. Ten je
ptitomen v pojivovych tkanich, kizi, rohovce a hojici se ran¢ (Muiznieks & Keeley, 2013).

Kolagenni vlakna jsou odpovédna za vytvareni supramolekularnich struktur s dal§imi
jednotkami ECM. Podminuji fyzikalni a chemické vlastnosti ECM, protoze obsahuji vazebna
mista pro rustové a regulacni faktory a slouzi k interakci mezi buinkou a ECM. Burtiky se vazou
na proteinovd vlakna ECM pomoci schématu ECM — membranovy receptor integrin —
cytoskelet. Narast hustoty kolagenu v mikroprostiedi zplisobi vzestup exprese integrinu na
plazmatické membrané bunék, umozni vytvoteni vazby kolagen — integrin a ve findle napomaha
rozvoji nadoru (Levental et al., 2009).

Molekula kolagenu predstavuje velice slozity komplex vzajemné interagujicich
podjednotek. Jejich konecna organizace je pod dohledem enzymu protein-lysin-6 oxidazy
(LOX). V ramci klinickych studii byla potvrzena korelace mezi naristem aktivity LOX enzymu
se zmnozenim vaziva a zvySenym rizikem metastazovani nadoru (Erler et al., 2006). V oblasti
invazivnich okraji nddoru ma LOX enzym nezastupitelné misto, kde svoji aktivitou indukuje
polymerizaci aktinovych vlaken v cytoplazmé nadorovych bunék. Aktinova makromolekulova
vlakna umoziuji kontrakei a naslednou migraci bunék, kterd navic oznac¢i cestu pro dalsi
nadorové buniky schopné piesidleni na nové vhodné misto (M. Fang et al., 2014). Pomoci
imunohistochemickych metod se podaftilo u karcinomu prsu popsat organizaci kolagenovych
fibril spolecné s lokdlnim nédorovym epitelem v procesu migrace. Podél linedrné
orientovanych kolagennich fibril v mist€ invazivniho okraje nadoru jsou orientovany nadorové
bunky pfipravené migrovat. Trend sméfovani kolagenovych vldken urCuje proud migrace
proliferujicich buné€k z primarniho nddoru a mize plnit funkei ,,vzletové* drahy neoplastické

invaze (Conklin et al., 2011; Han et al., 2016).

3.8.2 Proteoglykany

Proteiny s kovalentn¢ vazanymi polysacharidy obsahujici derivat kyseliny uronové a
hexozu, glykosaminoglykany, predstavuji dalsi stavebni kdmen ECM ve formé proteoglykant.
Kyselina hyaluronova, heparansulfat, dermatansulfat, keratansulfat dodavaji negativni naboj
molekule proteoglykanu, ktera je schopna zachytavat vodu a kationty v ECM s
vyslednou lubrikacni a hydratacni schopnosti (10zzo & Schaefer, 2015).

Proteoglykany se mohou vazat se Sirokym spektrem molekul véetné riistovych faktort
a receptort, kolagenovych vladken a dalSich ECM proteinti. Strukturni variabilita proteoglykanti

podmifiuje jejich funkénost v ECM, bez které by doslo ke kolapsu uspoiadani nebunécné ¢asti
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mikroprostiedi. Vysoka koncentrace kyseliny hyaluronové v ECM je znamkou $patné prognozy
u pacientd s nadorem prostaty a prsu. Utvaii substrat, ktery se podili na iniciaci EMT a umozni
nadorovym bunkdm migrovat vcetné intravazace do cévniho a lymfatického systému
(Camenisch et al., 2000; Josefsson et al., 2011; Riching et al., 2014). Nékteré studie popisuji
duélni funkci kyseliny hyaluronové v TME, kde inhibice degradace kyseliny je spojena s nizsi

migraci a proliferaci bunék (M. Liu et al., 2019).

3.8.3 Fibronektin

Piitomnost Siroké $kaly jedine¢nych domén v molekule glykoproteinu fibronektinu
zabezpecuje vzajemnou interakci s dil¢imi slozkami ECM a vazbu s povrchovymi
receptory bung¢k. Fibronektin je kodovan pouze jednim genem, ale posttranskripénim sestfihem
MRNA vznika vysledny peptidovy fetézec ve 20 isoformach. Vytvaii hustou sit’ podobnou
kolagenové (Singh et al., 2010). Fibroblasty produkuji fibronektin do extracelularniho prostoru
ve form¢ dvou jednotek heterodimeru spojenych vzdjemné prostfednictvim aminokyseliny
cysteinu disulfidickou vazbou (Schwarzbauer, 1991). Velka vazebna variabilita fibronektinu
uréuje rozpéti jeho funkci v procesu adheze bun¢k, hojeni ran, opsonizace anebo slouzi jako
rezervoar signalnich molekul (Assuncao et al., 2021; Rohringer et al., 2022).

Na nadorové progresi se fibronektin aktivné podili n€kolika kli¢ovymi udalostmi. Mimo
aktivni remodelaci proteinovych fibril vyvolava biofyzikdlni a biochemické impulzy
ovliviiyjici migraci a adhezi nadorovych bunék (Geiger & Yamada, 2011). D¢lici se nadorové
bunky iniciuji vyrazné zmény architektoniky ECM v souladu s potiebami rostouciho tumoru.
Neustala interakce mezi ECM a nadorovymi butikami dokaze velice jemné vyladit zvySenou
potiebu produkce a extracelularni sekrece fibronektinu, kolagenu I, IIT a IV (Malik et al., 2015).
ZvySeni hustoty a sitovani fibrilarnich proteini ECM navzdjem amplifikuje mnozstvi
vazebnych mist pro rustové faktory rusici mezibunéénou adhezi, polaritu, a tim podporuji Sifeni

nadoru (Paszek et al., 2005).

3.8.4 Bazalni lamina

Zvlastni formou ECM je bazalni lamina, ktera ptedstavuje pfirozenou bariéru mezi
epitelem a mezenchymem. Strukturni slozeni bazalni laminy se na riiznych mistech téla lisi, ale
hlavni stavebni komponenty zlstavaji stejné: kolagen IV. typu, laminin, perlekan a entaktin.
Jednou ze zékladnich vlastnosti malignich bunék je schopnost proniknout skrz bazalni laminu

a dostat se mimo tésné intercelularni spojeni typické pro epitelovou tkan. Za timto ucelem se
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vyvinulo nékolik metod infiltrace nadorovych bunék napii¢ bazalni laminou. Délici se
neoplastické bunky zvetSuji svilj objem a jsou prostorové omezovany bazalni laminou
k dal$imu rtstu. Rostouci populace nadorovych bunék vyrazné zvysuje mechanické namahani
laminy, které vede az k jejimu prasknuti a uvolnéni bunék do stromatu (Hiramatsu et al., 2013).
Na tomto jevu se podili i degradace bazalni laminy enzymy produkovanymi nddorovymi
bunkami (Ala-aho et al., 2004). Dalsim zptisobem piekonani ptekazky v podobé bazalni laminy
je utvareni tzv. invapodii. Nadorové bunky se pfichyti o bazalni laminu a vytvoii raménko
invapodium na svém invazivnim pélu bohaté na F-aktin, ¢imZ rozrusi celistvost struktury
laminy. Rozsifeni mista porusené laminy slouzi dal$im bufikdm k Gniku do mikroprostiedi

smérem k cévnimu fecisti (Schoumacher et al., 2010).

3.8.5 Matrixové metaloproteinazy a hypoxie

Matrixové metaloproteinazy jsou endopeptidazy vyZzadujici pro svou aktivitu
ptitomnost atomu zinku. Z bun€k jsou secernovany v podobé neaktivnich prekurzor. Po
aktivaci, napiiklad plazminem, se podileji na §tépeni proteini kolagenu, lamininu a nasledné
remodelaci vlaken ECM. U¢inkem MMP se demaskuji vazebna mista v ECM zprostiedkujici
proliferaci pomoci interakce se skupinou membranovych integrinovych receptorti na povrchu
bun¢k. Pfestavba ECM pomoci MMP2 mobilizuje sekreci TGF-B, které svym uc¢inkem
modifikuje imunitni reakci a bunéénou invazi spojenou s proliferaci (Imai et al., 1997).
V neposledni fadé MMP podnécuji uvolnovani ristovych faktorti podporujicich angiogenezi.
Potteby rychle rostouciho nadorového parenchymu nestaci uspokojit dezorganizovana sit’
cévnich kapilar. Uvnitf nadoru se z toho diivodu objevuji hypoxickd mista s nizkou saturaci
kyslikem. Hypoxie napomaha udrzovat nadorové bunky ve stavu nizké diferenciace, ktery
napomaha flexibilné reagovat novotvaru na dalSi situace spojené napiiklad s neadekvatni
odpovédi na podavanou terapii. Nadorova hypoxie je potom Spatnym prognostickym znakem
pro vyvoj onemocnéni. Novym okolnostem spojenym s nedostateCnym piisunem kysliku se
nadorové buiiky pfizpiisobi mobilizaci alternativnich signalnich drah. HIFs jsou odpovédné za
intracelularni reakci neoplastickych bunék na hypoxické podminky a soucasné podnécuji
angiogenezi. Cinnost heterodimerniho transkripéniho faktoru HIF-1 je spojena se zvysenim
koncentrace MMP a produkci kolagenovych vlaken (Spill et al., 2016). Ztrata apiko — bazalni
orientace, naruSeni vzdjemného kontaktu epitelovych bunék zprostredkovaného
membranovymi proteiny kadheriny, ukazuji na EMT a invazivni chovéani nadorovych bun¢k.

Tento jev muze byt spustén spolutcasti HIF-1 proteinu (Kumar & Gabrilovich, 2014). Hypoxie
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indukuje tvorbu MMP2 a MMP9 na podporu migrace a metastazovani malignich bunék (Sun
et al., 2020). Lécba, zamétena specificky na potlaceni uc¢inku MMP, vykazuje slabé klinické
vysledky. Vhodni pacienti vybrani ke klinické studii inhibice MMP se vétSinou nachazeji
Vv kone¢nych stadiich nadorového onemocnéni (Fingleton, 2008). Pisobeni MMP je
nejvyraznéj$i na zacatku tvorby nadoru a lécba pomoci MMP inhibitort by mohla byt

efektivnéjsi praveé ve zpomaleni zakladani nového loziska.
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4 Material a metody

Material a metody jsou detailn¢ popsany v piiloZzenych publikacich.

5 Vysledky

Vysledky cild habilita¢ni prace formulovanych na zacatku jsou shrnuty v téchto publikacich:

Cil1:

1. Dvotankova, B., Smetana, K. Jr., Rihové, B., Kugera, J., Mateu, R., Szabo, P.: Cancer-
associated fibroblasts are not formed from cancer cells by epithelial-to-mesenchymal transition
in nu/nu mice. Histochem Cell Biol. 143(5):463-9 doi:10.1007/s00418-014-1293-z (2015) IF
3.054 Q2

2. Novak, S., Kolat, M., Szabd, A., Vernerova, Z., Lacina, L., Strnad, H., Sachova, J.,
Hradilova, M., Havranek, J., gpanko, M., Coma, M., Urban, L., Kafiuchova, M., Melegova, N.,
Giirlich, R., Dvordk, J., Smetana, K, Jr., Gal, P., Szabo, P.: Desmoplastic Crosstalk in
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Is Reflected by Different Responses of Panc-1, MIA PaCa-
2, PaTu-8902, and CAPAN-2 Cell Lines to Cancer-associated/Normal Fibroblasts. Cancer
Genomics & Proteomics. May-Jun 2021;18(3):221-243 doi:10.21873/cgp.20254 (2021) IF:
4.069 Q3

Cil 2:

3. Urban, L., Novak, S., Coma, M., Dvotankova, B., Lacina, L., Sachova, J., Hradilova, M.,
Svatonova, P., Kolaf, M., Strnad, H., Bfezinova, J., Smetana, K. Jr., Gal, P., Szabo, P.:
Unravelling heterogeneous effects of cancer-associated fibroblasts on poor prognosis markers
in breast cancer EM-G3 cell line: In vitro-targeted treatment (anti-IL-6, anti-VEGF-A,
anti-MFGE8)  based on  transcriptomic  profiling. Onco  Reports.  51(1)
doi:10.3892/0r.2023.8662 (2024) IF 4.2 Q2
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4. Mandys, V., Popov, A., Giirlich, R., Havranek, J., Pfeiferova, L., Kolaf, M., Vranova, J.,
Smetana, K., Jr., Lacina, L., Szabo, P.: Expression of Selected miRNAs in Normal and Cancer-
Associated Fibroblasts and in BxPc3 and MIA PaCa-2 Cell Lines of Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma. Int J Mol Sci. 24(4):3617. doi:10.3390/ijms24043617 (2023) IF: 5.6 Q1

5. Urban, L., Coma, M., Lacina, L., Szabo, P., Sabova, J., Urban, T., Suca, H., Lukaéin, S.,
Zajicek, R., Smetana, K. Jr., Gal, P.: Heterogeneous response to TGF-f1/3 isoforms in
fibroblasts of different origins: implications for wound healing and tumorigenesis. Histochem
Cell Biol. doi:10.1007/s00418-023-02221-5 (2023) IF 2.3 Q2

Popis vysledki

DvoFankova, B., Smetana, K. Jr., Rihova, B., Kudera, J., Mateu, R., Szabo, P.: Cancer-
associated fibroblasts are not formed from cancer cells by epithelial-to-mesenchymal
transition in nu/nu mice. Histochem Cell Biol. doi: 10.1007/s00418-014-1293-z 143(5):463-
9 (2015)

Tumor piedstavuje komplexni organizovanou tkan sloZenou z nadorovych bunck a
populace stromalnich bunék véetné fibroblastl, imunitnich bungk, lymfatickych a cévnich
kapilar a molekul ECM (Egeblad et al., 2010). CAF v nadorovém mikroprostiedi dle
cytologické klasifikace miizeme fadit mezi myofibroblasty s ¢astou expresi a-SMA (Smetana
et al., 2013). CAF piedstavuji heterogenni skupinu bunék, které maji zasadni postaveni pfi
formovani reaktivniho stromatu. Potencialni zdroj CAF mtize byt nejenom aktivovany lokalni
mezenchym, ale i mezenchymové kmenové buriky v kostni dfeni, tukova tkan a endotelové
bunky. Akumulace mutaci a ztrata heterozygozity v bunikach nabizi domnénku pivodu CAF
pfimo z bunék tumoru procesem EMT. Vyuzili jsme model xenostépu lidskych nadorovych
buné¢k do mysiho ptijemce. Experiment byl provadén na 8 tydnii starych imunodeficientnich
athymickych nu/mu CD1 mysich sami¢iho pohlavi. Stép lidskych bunéénych linii FaDu
(dlazdicobunéény karcinom hypopharynxu), Sw620 (kolorektalni adenokarcinom) a HT-29
(kolorektalni adenokarcinom) byl aplikovan subkutanné a po vytvotreni nadoru v 5 ¢asovych
intervalech byly myS$i usmrceny a tumory byly dal analyzovany (Obrazek 13).
Imunohistochemické barveni prokézalo pfitomnost bohaté sité fibronektinovych vlaken,

vysoké zastoupeni SMA pozitivnich CAF, vyskyt CD31 pozitivnich kapildr ve stromalni tkani
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obklopené SMA pozitivnimi myofibroblasty bez ptfitomnosti desmin-pozitivnich svalovych
bunek. Specificka primarni protilatka proti lidskému vimentinu neodhalila pozitivni bunky
v tumorech a okolni pojivové tkani ptivodem z FaDu a HT-29 linii na rozdil od protilatky proti
lidskému a mySimu vimentinu (Obrazek 14). Tvarové atypické malé bunky z transplantatu
Sw620 linie v cytoplasmé obsahovaly filamenta detekované protilatkou proti lidskému
vimentinu. Z tumort FaDu a HT-29 izolované v podminkéach in vitro bunky morfologii
pfipominajici fibroblasty nemély cytoskeletarni vlakna rozpoznané protilatkou proti lidskému
vimentinu. Pozitivita se potvrdila az po aplikaci protilatky lidsky/mys$i vimentin. Studie
prokézala, Ze subkutanné aplikované lidské nadorové bunky nejsou zdrojem CAF a stroma
tumoru ma puivod v mezenchymovych bunkach hostitele. Lidské maligni buniky maji schopnost
stimulovat tvorbu funk¢né€ relevantniho stromatu z lokélnich mysich bun¢k. Desmoplastické
nadorové stroma je paralelou K fibrotické tkani, ve které v procesu fibrozy, disledkem EMT,
vznikaji myofibroblasty velice podobné CAF. V tivahu se musi brat pouziti imunodeficientniho
zvifeciho modelu, ktery muize zapfi¢init absenci CAF transformovanych procesem EMT

Z malignich bun¢k.

Obrazek 13. Lidské nadorové bunky aplikované do podkozi imunokomprimované mysi

vytvareji bohaté stroma (Sipka). Hematoxylin a eosin.
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Obrazek 14. Imunoflourescencni detekce stromatu v nadoru vzniklém aplikaci lidskych bunck
FaDu a HT-29 my$imu pfijemci. Silnd pozitivita pro fibronektin, a-SMA, CD-31 je patrna.
Nebyly pozorovany zadné desmin pozitivni buiiky. Stromalni fibroblasty v tumorech FaDu a
HT-29 exprimovaly lidsky/mysi vimentin. Specificky pritkaz lidského vimentinu byl negativni.

Novak, S., Kola¥, M., Szabé, A., Vernerova, Z., Lacina, L., Strnad, H., Sachova, J.,
Hradilova, M., Havranek, J., gpanko, M., Coma, M., Urban, L., Kanuchova, M.,
Melegova, N., Giirlich, R., Dvorik, J., Smetana, K, Jr., Gal, P., Szabo, P.: Desmoplastic
Crosstalk in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Is Reflected by Different Responses of
Panc-1, MIA PaCa-2, PaTu-8902, and CAPAN-2 Cell Lines to Cancer-associated/Normal
Fibroblasts. Cancer Genomics & Proteomics. May-Jun 2021;18(3):221-243 doi:
10.21873/cgp.20254 (2021)

PDAC reprezentuje jeden z nejagresivnejSich malignich onemocnéni. Mortalita
vzhledem k incidenci vyskytu, navzdory intenzivnimu vyzkumu, nezaznamenala za posledni
dekady skoro zadny pokles. Pétileté preziti zuistava kolem 5 % a pocet nové diagnostikovanych
ptipadi se ma do roku 2030 zdvojnasobit (Foucher et al., 2018). Absence ucCinnych
neinvazivnich screeningovych markerti, pozdni diagnéza a vysoka rezistence PDAC pfispiva
k vysoké letalité. Porozumét interakci mezi malignimi bufikami a stromatem, tvofenym hlavné

CAF, je klicové v unikatnim desmoplatickém modelu PDAC, ktery je tvoten pouze z 10 %
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nadorovou tkani. Podafilo se nam izolovat a charakterizovat primokulturu CAF z tkané¢ tumoru
a nasledné porovnat recipro¢ni komunikaci se ¢tyfmi komer¢nimi bunéénymi nadorovymi
liniemi z PDAC (Panc-1, CAPAN-2, MIA PaCa-2 a PaTu8902) v podminkach in vitro
(Obrazek 15). Kondiciované médium z CAF ve vétsiné piipadu zvysilo pocet a velikost kolonii
formovanych PDAC bunéénymi liniemi (Obrazek 16). Vliv obohaceného média z CAF na
faktory spojené s EMT (Slug, Snail, E/N cadherin) se prokazal jenom u Panc-1 a MIA PaCa-2,
zatimco PaTu-8902 a CAPAN-2 byl negativni. Heterogenni reakce bunéénych linii na
kondiciované medium z CAF mulze odrazet rGznou citlivost uz zavedenych, liniové
specifickych PDAC bunék na solubilni faktory a je vsouladu s dfive publikovanymi
experimentalnimi a klinickymi studiemi. Cirkulujici hladina IL-6 vyznamné vzroste u pacienti
se Spatnou prognézou PDAC (Kim et al., 2017). Pro-zanétlivy a pro-migrativni efekt IL-6 a IL-
8 a jejich receptorii byl imunohistochemicky proveéfovan na nddorovych tezech, PDAC
bunécénych linii a primarni kultufe odvozené z ascitické tekutiny pacientll trpicich PDAC.
Potvrdila se silné pozitivita pro IL-6 a IL-6R v maligni tkani a buiikach z ascitické tekutiny
v kontrastu s absenci exprese 1L-8 a IL-8R1/R2 na histologickych fezech primarniho tumoru
(Obrazek 17-18). Namétené hodnoty provedené in vitro funkéni ko-kultivaci naznacuji
vzajemné zapojeni CAF a nadorovych bunék PDAC do regulace produkce IL-6. Kondiciovana
média z fibroblastii nemaji vliv na tvorbu IL-8 nadorovymi buiikami. Genomicky pfistup a
srovnavaci molekularni analyza vzorki CAF a zdravych koznich fibroblastli prokazala
dysregulaci v n¢kolika KEGG drahach zapojenych do TGF-f kaskady, fokalni adheze a ECM-
receptor signalizace. Detekce hladiny mRNA pro keratiny-8 a -18 se proteinové nepotvrdila.
Vysvétleni nabizi ptedstavu, ze fibroblasty se v patologickych stavech spiSe rekrutuji
z lokalniho mezenchymu, ptipadné z mezenchymovych kmenovych bun¢k nez procesem EMT
Znadorovych bunck. Kriticky odliSné exprimované geny na mRNA arovni
odhalené molekularnim rozborem IL-6, IL-8, MFGES8 (Milk fat globule-EGF factor 8 protein),
VEGFA a periostin jsou schopné ptispét k agresivnimu chovani tumoru (Obrazek 19). Studie
prokazala vyssi stabilitu CAF ve srovnani s nddorovymi buiikami. MozZnd G¢innd kombinace
protinadorovych 1€kil a cilend terapie zamétfena na nadorové stroma se u pacientd s timto

onemocnénim jevi jako nadéjna.
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Obrazek 15. Imunofluorescen¢ni analyza izolovanych primarnich kultur CAF z PDAC. CAF
exprimovaly vimentin (Cerveny signal) a byly negativni pfi prikazu keratinu (zeleny signal) (A,
B). Proliferacni marker Ki67 (Cerveny signal; E, F), fibronektin (Fibr, zeleny signal; byly také
detekovany C, D) a a-aktin hladkého svalstva (SMA, Cerveny signal; C, D). CAF exprimovaly
nestin (zeleny signal; E, F). ZvétSeni 200X.
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Obrazek 16. Kondicionované médium z PANF (CAF z PDAC, pacienti P10 a P11) pozitivné
modulovalo velikost kolonii v Panc-1 (A), MIA PaCa-2 (B) a CAPAN-2 (D) buriky, ale ne v
burikach PaTu-8902 (C). Kondicionované médium z HF (dermalni fibroblasty) zvysilo velikost
kolonii v Panc-1 (A), MIA PaCa-2 (B) a PaTu-8902 (C) a v CAPAN-2 mirn¢ snizilo velikost
kolonii (D). Pocty kolonii Panc-1 a CAPAN-2 pod vlivem PANF/HF kondiciovanych médii
byly vyss$i ve srovnani s kontrolou (E, H). Pouze u Panc-1 byl u¢inek obohaceného média z
CAF vyssi nez ucinek obohaceného média z HF (E). Inhibi¢ni aktivity testovanych médii byly
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zaznamenany v bunéénych liniich MIA PaCa-2 a PaTu-8902 (F, G).
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Obrazek 17. Srovnani bunéénych linii PDAC a primarnich nadorovych bunék izolovanych z
ascitické tekutiny pomoci imunocytochemického znaceni. VSechny Ctyfi bunééné linie PDAC
exprimovaly VEGFA a oba proteinové receptory VEGFAR1 a VEGFAR?2 a také IL-6 a IL-8
receptory typu 2 (R2). Pouze bunééna linie Panc-1 byla mirn¢ pozitivni pro IL-8R1. Nedostatek
signald pro IL-6R a IL-8 byl prokazan v buné¢énych liniich MIA PaCa-2 a CAPAN-2. Bunky
izolované z ascitické tekutiny byly pozitivni na keratin-7, -8, -19, vimentin, IL-6, IL-6R, IL-8,
VEGFARL1 a VEGFAR2.
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Obrazek 18. Hematoxylin/eozin a imunohistochemicka analyza parafinovych fezd tumoru s
PDAC ukazuje rozsifeny objem stromatu (A, I). Pozitivni signal pro IL-6 (B, J), IL-6R (C, K),
VEGFR1 (G1, O1) a VEGFR2 (G2, O2) byl pozorovan v bunikdch tumoru i nadorového
stromatu. Byla prokazana slaba exprese pro VEGFA (F, N), IL-8 (D, L) a oba jeho receptory
IL-8R1 (E1, M1) a IL8-R2 (E2, M2). Zvétseni 100x
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Obrazek 19. Molekularni analyza odlisné exprimovanych genti v CAF z melanomu (MELF),
PDAC (PANF) ve srovnani s dermalnimi fibroblasty (HF). Nejvyssi urovein mRNA pro
vimentin dosdhly dermalni fibroblasty (A). Pfitomnost mRNA pro FAP a K-19 byla detekovana
u vSech fibroblasti (B, E). PANF prokazaly nejvyssi transkriptové hladiny pro keratin-8, -18,
SMA, MFGES a periostin v srovnani s ostatnimi studovanymi fibroblasty (C, D, F, J, L). PANF
a MELF exprimovaly vy$s§i mnozstvi transkriptu IL-6, VEGFA a integrinu al neZ HF. Nejvyssi
hladiny IL-8 mRNA byla pozorovana u HF, zatimco nejnizsi u PANF (G-I, K).
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Urban, L., Novak, S., Coma, M., Dvofankova, B., Lacina, L., Sachova, J., Hradilova, M.,
Svatonova, P., Kolar, M., Strnad, H., Biezinova, J., Smetana, K. Jr., Gal, P., Szabo, P.:
Unravelling heterogeneous effects of cancer-associated fibroblasts on poor prognosis
markers in breast cancer EM-G3 cell line: In vitro-targeted treatment (anti-IL-6,
anti-VEGFA, anti-MFGES8) based on transcriptomic profiling. Onco Reports doi:
10.3892/0r.2023.8662 (2024)

Nadory prsu ptredstavuji celosvétoveé nejcastéjsi diagnostikované zhoubné onemocnéni
u zen. CAF reprezentuji aktivni slozku nadorového mikroprostiedi regulujici ekosystém
karcinomu prsu. CAF produkci solubilnich molekul v podobé cytokini a chemokini a
reorganizaci vlaken ECM intenzivné puasobi na okolni bunky, coz ma za nasledek
nadorovou/metastatickou progresi, 1ékovou rezistenci a tvorbu novych krevnich kapilar (Sahai
et al., 2020). Pfedchozi srovnavaci analyza CAF izolovanych z riznych typi nadord (kozni
metastdza karcinomu prsu, koZzni bazaliom, spinocelularni karcinom vznikajici ze sliznice ustni
dutiny a melanom) prokazala spiSe nadorové nespecificky u¢inek CAF na EM-G3 (Brozova et
al., 2007). Vsechny studované CAF bez ohledu na typ nadoru indukovala koexpresi keratint-
8/-14 v bunkach EM-G3 (Dvorankova et al., 2012). Studie se zaméfila na hodnoceni
biologického ucinku CAF z riiznych typid nadorii (kozni metastdza karcinomu prsu, kozZni
bazaliom, spinocelularni karcinom vznikajici ze sliznice Gstni dutiny) na EM-G3, které jsou
schopné exprimovat spolecné znaky progenitorti lumindlnich a myoepitelialnich bunék.
Srovnavaci analyza transkriptomu tii populaci CAF a kontrolnich dermalnich fibroblastt
identifikovala kandidatni molekuly IL-6, VEGFA a MFGES hrajici dilezitou roli v regulaci
TME u nadoru prsu (Obrazek 20). Western blot prokazal heterogenni efekt CAF/dermalnich
fibroblasti na expresi keratini u EM-G3 bunék. Kondiciované médium z dermalnich
fibroblastd deregulovalo expresi keratinti-14 a -19, zatimco kondicované médium z bazaliomu
snizilo signal pro keratiny -8 a -14. Stimulaci pro pfitomnost keratini-14 a -8/-18 v EM-G3
byla kondiciovana média ze spinocelularniho karcinomu a kozni metastazy karcinomu prsu.
Byly prokéazany transkrip¢ni faktory Slug, Snail a TWIST1 asociované s EMT. Vimentin,
mezenchymalni marker, byl slabé exprimovan v bunkach EM-G3. Pfima i nepiima kokultivace
EM-G3 s CAF/dermalnimi fibroblasty vedla k zvyseni poctu dvojité pozitivnich keratin-8/-14
bun¢k. Efekt se zdal vyraznéjsi v kokulturach s CAF ve srovnani s dermalnimi fibroblasty.
Ptidanim neutraliza¢nich protilatek (alL-6, aVEGFA, aMFGES) doslo k vyraznému poklesu
po¢u bun¢k Keratin-8/-14 pozitivnich. Pfidanim rekombinantnich proteinu (IL-6, VEGFA,
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MFGES8) do kultiva¢niho média vedlo k razantnimu zvy$eni mnozstvi keratin-8/-14 pozitivnich
EM-G3 bun¢k (Obrazek 21). Nezavisle na svém ptuvodu, CAF formuji prozanétlivé prostiedi
napomahajici Sifeni tumoru a zvysenou aktivitu. Tento nalez by mohl mit i terapeuticky
potencial, protoze pouziti kombinovanych neutralizacnich protilatek s tlumicim modula¢nim

efektem na aktivitu CAF se k tomu pfimo nabizi.
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Obrazek 20. Transkriptomickd analyza HDF (dermalni fibroblasty), BCCF (CAF
z bazaliomu), SCCF (CAF ze spinocelularniho karcinomu) a BCMF (fibroblasty z kozni
metastazy karcinomu prsu) zobrazuje expresni profily vSech odlisné exprimovanych gend.
Aktivita gent IL-6, VEGFA a MFGES signifikantn€ zvySena u CAF na rozdil od HDF.
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Obrazek 21. Imunofluorescenéni analyza EM-G3 bun¢k. ZvysSena pozitivita EM-G3 bunék pro
keratin-8/-14 byla zaznamenana pii pfimé a nepiimé (kondiciované média) kultivaci s CAF
(BCMF-CAF z kozni metastazy karcinomu prsu, SCCF-CAF ze spinocelularniho karcinomu).
Pfidani neutralizacnich protilatek proti IL-6, VEGFA a MFGES zeslabilo pozitivitu keratinti-
8/-14 v bunkach. Pozitivni kontrola zahrnovala suplementaci kultivaénich médii s lidskym
rekombinantnim IL-6, VEGFA a MFGES, které¢ vedlo k vyrazné koexpresi keratinti-8/-14
v EM-G3 buiikéch. Zvétseni 200x.

Mandys, V., Popov, A., Giirlich, R., Havranek, J., Pfeiferova, L., Kolar, M., Vranova, J.,
Smetana, K., Jr., Lacina, L., Szabo, P.: Expression of Selected miRNAs in Normal and
Cancer-Associated Fibroblasts and in BxPc3 and MIA PaCa-2 Cell Lines of Pancreatic
Ductal Adenocarcinoma. Int J Mol Sci. 24(4): 3617.d0i:10.3390/ijms24043617 (2023)

Desmoplastické jizvé podobné stroma, které obsahuje hojné zastoupeni extracelularni
matrix produkované CAF, je typickym znakem PDAC. Parakrinni produkci ristovych faktort,
cytokini a chemokini CAF spolecné sbunkami imunitniho systému formuji chronické
zangtlivé mikroprostiedi nezbytné pro extrémné zhoubny charakter PDAC. Nadorové bunky
pomoci exosomi nesoucimi naklad bioaktivnich proteini a miRNA stimuluji biologické

vlastnosti CAF. Malé nekodujici miRNA se podileji na mnoha regula¢nich procesech ve zdravé
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i maligni tkani s potencialem koordinovat bunétné interakce v nadorovém ekosystému.
Nadorova progrese, morfologie a klinické vysledky PDAC vyselektovaly 5 moznych kli¢ovych
MiIRNA (miR-21, miR-96, miR-196a, miR-210, miR-217). Primokultura CAF z PDAC a
nadorové linie BXPC3, MIA PaCa-2 a caste¢né i kontrolni dermalni fibroblasty, vykazovaly
vysokou expresi miR-21 a miR-210 ve srovnani se zdravou kontrolou tkan¢ pankreatu. Odlisny
fenotyp nadorovych bun¢k BxPC3 a MIA PaCa-2 je zfejmé dan rozdilnou urovni produkce
miR-21 a miR-210. Hypoxické podminky ¢asto ptitomné v tumorech a hojici se ran¢ aktivuji
syntézu MIiR-21 a miR-210. SniZena exprese miR-21 a miR-210 inhibuje bunénou migraci a
invazi pankreatickych hvézdicovych bunék a CAF (Ali et al., 2015). miR-217 zaznamenala
vyrazny pokles hlavné u CAF a nadorovych linii (Obrazek 22). Ptritomnost miR-217 byla
detekovana ve zdravém pankreatu a koreluje se starnutim a indukci senescence u zdravych
fibroblasta (Chang et al., 2017; B. Wang et al., 2017). Zjisténé mnozstvi miR-96 a miR-196a
ve vSech burkach in vitro bylo blizko urovné v normalnim pankreatu. Srovnavaci analyza
MRNA mezi CAF a dermalnimi fibroblasty identifikovala 1327 odlisné exprimovanych
transkripti (Obrazek 23). Kooperace mezi HIF-1a (nebyl vyznaéné zvysen), miR-21, miR-210
a VEGFA (signifikantné zvySen u CAF) ukazuje na silnou podporu vaskularizace a ristu
nadoru. Vyrazna exprese transkriptu mRNA pro PLOD?2 (procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2) protein, kritického pro sitovani vlaken kolagenu korelovala s potlacenim
produkce mRNA MMP3 a MMP12 podilejicich se na degradaci ECM. CAF s vysokou prezenci
miR-21 a miR-210 vykazovaly vyssi aktivitu genu pro IL-6. Statistické vyznamnosti nedosahla
skupina podobné exprimovanych geni kodujici receptor IL-6R, gen transmembranového
proteinu gp130 a genu kodujiciho protein STAT3. Gen pro dalsi cytokin z IL-6 rodiny, LIF byl
vyrazné upregulovan u CAF z PDAC ve srovnani s kontrolnimi fibroblasty (Obrazek 24).
Vysledky podporuji hypotézu o ucinku miR-21 a miR-210 na produkci IL-6 s nejasnou
citlivosti bunék na interleukin. miR-21, miR-210, miR-217 participuji na utvafeni nadorového

mikroprostfedi s moznym klinickym potencidlem pro diagnostiku a prognézu PDAC.
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Obrazek 22. SniZzena exprese miR-217 v lidskych fibroblastech (HDF, HF), CAF z pankreatu
(PANF) a linii pankreatu (BxPC3 a MIA PaCa-2) ve srovnani se zdravym pankreatem.
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Obrazek 23. Exprese vybranych genli v normalnich fibroblastech (HF), CAF z melanomu
(MELF) a CAF zPDAC (PANF). Statisticky vyznamné rozdily mezi PANF a HF jsou
oznaceny hvézdickami.
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Obrazek 24. Srovnani genové aktivity LIF v normdlnich fibroblastech (HF) a CAF z
melanomu (MELF) a PDAC (PANF).

Urban, L., Coma, M., Lacina, L., Szabo, P., Sabova, J., Urban, T., Suca, H., Lukag&in, S.,
Zajicek, R., Smetana, K. Jr., Gal, P.: Heterogeneous response to TGF-$1/3 isoforms in
fibroblasts of different origins: implications for wound healing and tumorigenesis.
Histochem Cell Biol doi: 10.1007/s00418-023-02221-5 (2023)
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spektrem uc¢inku fidici ukladani vlaken ECM, fibrozu a EMT (Bielefeld et al., 2013; Hao et al.,
2019). Koncept jednoduché neamplifikované signalizace TGF- je 1épe reprezentovan
komplexnimi kanonickymi (SMAD2/3) a nekanonickymi (Erk1/2, JNK, p38, Akt, ROCK)
drahami (Y. E. Zhang, 2017). TGF-B1, TGF-p2 a TGF-B3 se podileji na kontrakci rany a
jizveni. Analogie mezi hojici se ranou a nadorem byla motivaci sledovat bunéénou odpovéd’
fibroblastt izolovanych z riznych neoplastickych (CAF z PDAC, koZni metastazy karcinomu
prsu, spinocelularniho karcinomu, bazaliomu), hojicich (keloidni, aktivni a klidové jizvy) a
normalnich tkani (dermalni fibroblasty) na TGF-B. Primokultura CAF z bazaliomu jedina
exprimovala IL-6. V reakci na stimulaci TGF-B3 vyrazné stoupla hladina IL-6 ve vétsiné
fibroblastl, zejména ve skupin¢ CAF. Vysledek naznacuje potencialni aktivitu TGF-B3 pii
fizeni prechodu na iCAF fenotyp. Secernovana forma IL-6 neni detekovatelna standardni
analyzou Western blot. Detekovana exprese IL-6 je spojena s predpokladem akumulace
interleukinu v bunééné cytoplazmé v diisledku nadprodukce. Piestoze je FAP povazovén za
specificky znak CAF, v normalnich dermalnich fibroblastech a fibroblastech z jizev dosahoval

vysoké hodnoty. Pridani TGF-1/B3 do kultiva¢niho média mélo za nasledek snizeni pozitivity
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na FAP u fibroblasti z jizev i CAF z PDAC (Obrazek 25-26). | kdyZz v rtizném rozsahu,
intracelularni aktivita SMAD2/3 byla detekovana napti¢ vSemi typy studovanych fibroblasti.
Zejména dermalni fibroblasty mimo SMAD2/3 vyuzily alternativni Akt, Erk, RAF a ROCK
kaskady potvrzené na proteinové urovni. CAF vykazovaly heterogenni odpovéd na TGF-1/B3
suplementaci. V celkovém srovnani obou polypeptidi, TGF-B1 prokazal siln&jsi aktivaci
signalizace v konfrontaci s TGF-B3. Variabilita hladiny pro a-SMA, fibronektin a tenascin C
se mezi riznymi fibroblasty lisila. ZvySené hodnoty dosahovaly v ptitomnosti TGF-B1/B3, opét
s vétsim efektem pod vlivem TGF-B1. Za vSech kultiva¢nich podminek zistala pozitivita pro
vimentin pomé&rn¢ stabilni (Obrazek 27-28). V riznych klinickych souvislostech se chovani
fibroblasti mutze liSit s moznym dopadem na terapeutické vysledky. Pochopeni TGF-B
signalizace u fibroblastii rozmanitého pivodu je zasadni pro vyvoj cilenych intervenci a

optimalizaci 1é¢ebné strategie.
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Obrazek 25. Western blot analyza vlivu TGF-1 a TGF-B3 na fenotyp studovanych fibroblasti
(HDF-dermalni fibroblasty, PANF-CAF z PDAC, SCCF-CAF ze spinocelularniho karcinomu,
BCCF-CAF z bazaliomu, KSF-fibroblasty z keloidni jizvy, AFS-fibroblasty z aktivni jizvy,
QFS-fibroblasty z klidové jizvy).
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Obrazek 26. Western blot analyza vlivu TGF-1 a TGF-B3 na fenotyp studovanych fibroblasti
(HDF-dermalni fibroblasty, PANF-CAF z PDAC, SCCF-CAF ze spinocelularniho karcinomu,
BCCF-CAF z bazaliomu, KSF-fibroblasty z keloidni jizvy, AFS-fibroblasty z aktivni jizvy,
QFS-fibroblasty z klidové jizvy).
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Obrazek 27. Imunofluorescen¢ni analyza vlivu TGF-f1 a TGF-B3 na fenotyp studovanych
fibroblasti (HDF-dermalni fibroblasty, PANF-CAF z PDAC, SCCF-CAF ze spinocelularniho
karcinomu, BCCF-CAF z bazaliomu, KSF-fibroblasty z keloidni jizvy, AFS-fibroblasty
z aktivni jizvy, QFS-fibroblasty z klidové jizvy). Zvétseni 600X.
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Obrazek 28. Imunofluorescencni analyza vlivu TGF-f1 a TGF-B3 na fenotyp studovanych
fibroblasti (HDF-dermalni fibroblasty, PANF-CAF z PDAC, SCCF-CAF ze spinocelularniho
karcinomu, BCCF-CAF z bazaliomu, KSF-fibroblasty z keloidni jizvy, AFS-fibroblasty
z aktivni jizvy, QFS-fibroblasty z klidové jizvy). Zvétseni 600X.
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6 Diskuse

Z duvodu lepsi ptehlednosti budu provedené experimenty diskutovat v tom poradi, jak

byly uvedeny v kapitole “Cile prace®.

Studium utvareni reaktivniho mikroprostiedi spojené s biologickou aktivitu nadorové

asociovanych fibroblastii

Nédorové stroma se sklada z riznych typu fibroblastl s vyrazné odliSnym fenotypem a
biologickymi vlastnostmi (Belle & DeNardo, 2019). Na tvorbé pronadorového mikroprostredi
se podileji CAF rizneho ptivodu. Epitelové buiiky tumoru a budouci stromalni bunky, véetné
CAF, jsou ovlivnény stejnymi onkogennimi Vvlivy, a tak je vysoka pravdépodobnost tvorby
podobnych genetickych zmén u obou bunéénych populaci (Kurose et al., 2001). Akumulace
mutaci V mnoha genech detekovanych v CAF miZe byt ovlivnénd koevoluci naddorového
stromatu s malignimi bunkami (Polyak et al., 2009). V praci jsme prokazali, ze subkutanné
aplikované lidské nadorové buniky nu/nu mysim nebyly schopné procesem EMT utvaret CAF.
Zdrojem stromalnich CAF byly mezenchymové buniky hostitele. Myofibroblasty ve fibrotické
tkani, které jsou fenotypové podobné CAF v desmoplastickych tumorech vznikaji i EMT
(Wynn, 2008). Nami publikovany vysledek mohl byt ovlivnén i pouzitim imunodeficientniho

zvitete.

Pro PDAC je typické bohaté zastoupené stroma, které vyrazn€ pievySuje samotné
nadorové bunky. Pouzitim kondiciovanych médii z CAF izolovanych z primarniho nadoru
pankreatu naSe experimenty prokazaly specifické rozdily v riistu, Sifeni, klonogenité a fenotypu
mezi Ctyfmi testovanymi komerénimi PDAC liniemi. Heterogenni reakce PDAC linii na
solubilni faktory produkované CAF odréazi individudlni variabilitu nadorti, z nichZ byly linie
etablovany, a je v souladu s publikovanymi studiemi (Erdogan et al., 2017; Ding et al., 2018).
Znaky EMT (Slug, Snail, N cadherin) byly zvySené u linii Panc-1 a MIA PaCa-2, zatimco u
bun¢k PaTu-8902 a CAPAN-2 se neprokazaly.

TGF-B1 je dialezitym faktorem indukujicim EMT, ¢imz ovliviiuje vznik CAF. Je
produkovan fadou bunécnych typti v nadorovém ekosystému. EMT muze byt odpovédi PDAC
linii na rzné exogenni faktory (Principe et al., 2017; Ligorio et al., 2019). Bylo prokazano, ze
hladina cirkulujiciho IL-6 vyznamné vzroste u pacientti s PDAC s hors$i progn6zou a blokace

IL-6R na zvifecich modelech zvysila u¢innost anti-PDAC chemoterapie (Kim et al., 2017; Long
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et al., 2017). IL-8 tidi neovaskularizaci a invazivitu nddorovych bun¢k (Matsuo et al., 2009).
V nasem experimentu jsme pozorovali na case zavislou syntézu IL-6 a IL-8 u CAF. Analyza
fezti tumoru, PDAC linii a bunék z ascitické tekutiny odhalila silny signal pro IL-6 a jeho
receptor. Zda se, ze syntéza IL-6 je vzdjemné regulovana jak CAF, tak i malignimi buiitkami,
kde zvysSena produkce IL-6 u CAF pisobi inhibi¢né na produkci cytokinu nadorovymi
buitkami. Tento ndlez povazujeme za vyznamny, nebot ukazuje zpétnovazebnou regulaci
produkce tohoto vyznamného cytokinu v nadorovém ekosystému. Exprese IL-8 a obou
receptorti méla spiSe opacny efekt a nebyla pozorovana na histologickych fezech nadorové
tkané. CAF produkuji dalsi kritické molekuly PDAC ekosystému MFGES, periostinu, VEGFA,

ale jejich exprese byla v pouzitych experimentalnich modelech variabilni.

Studium ucinku vybranych chemokinii, cytokinit a miRNA produkovanymi burikami nadorového

ekosystéemu

CAF predstavuji nejpocetnéjsi stromalni bunéénou populaci v TME nadort prsu
(Romano et al., 2022). Protinadorova terapie zamétena na CAF nabizi nové 1é¢ebné ptistupy
(Hanley & Thomas, 2021). Bez ohledu na pivod, CAF pouzité v experimentu vykazovaly
vysoké aktivity gent pro IL-6, VEGFA a MFGES, které ptispivaji ke vzniku pro-zanétlivého
mikroprostiedi, podporuji vaskularizaci, iniciaci a rdst tumoru (Setiawan et al., 2023).
Produkty vybranych gent selektované na zakladé analyzy transkriptomu CAF (IL-6, VEGFA,
MFGES8) m¢ly v piimé a neptimé kokultivaci CAF s EM-G3 za nasledek nartst populace
keratin-8/-14 pozitivnich bun¢k. Pfidani rekombinantnich proteini do ¢istétho média a
neutralizacnich primarnich protilatek do kondiciovaného média z CAF efekt vybranych
molekul potvrdilo. Pfitomnost keratin-8/-18 pozitivnich nadorovych bunék koreluje s méné
invazivnim fenotypem ve srovnani s keratin-14 pozitivnimi bunikami spojenych s agresivitou
bun¢k tumoru prsu (lyer et al., 2013; Hanley et al., 2020). V experimentu jsme pozorovali
vyraznou stimulaci exprese vimentinu pod vlivem CAF, ktery je spojen s migraci a Spatnou
prognozou maligniho onemocnéni (M. H. Chen et al., 2008). Uziti kombinace neutraliza¢nich
protilatek proti IL-6, VEGFA, MFGES8 m¢lo inhibi¢ni u¢inek na detekci znaktt EMT (SLUG,
ZEB1) v bunkach EM-G3, které jsou asociované s hor§im prubéhem onemocnéni (Soini et al.,
2011; Z. Zhang et al., 2022). Byla pozorovana i zména exprese E a N cadherinu v EM-G3 pod
vlivem CAF ve prospéch N cadherinu, které souvisi s vyssi schopnosti malignich bunék

migrovat a adherovat k endotelovym bunkam (Hazan et al., 2000).
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Jednim =z typickych znakii CAF/myofibroblasti je pfitomnost aktinovych
cytoskeletalnich vlaken, které v nasem experimentu mély CAF izolované z PDAC (Vokurka et
al., 2022). Zvysena hladina miR-21 a miR-210, ktera byla prokézana v nasi in vitro studii
podporuje migraci a invazivitu CAF a hvézdicovych bun¢k pankreatu (Ali et al., 2015). Exprese
mMiR-217 Casto pfitomna ve zdravém pankreatu, byla snizena v experimentalnich modelech u
CAF (Chang et al., 2017). IL-6 se zda byt klicovy regulator interakce mezi malignimi bunikami
a stromatem. Je popsana zvysend exprese miR-21 v CAF po indukci exozomem nesoucim IL-
6 (Bumrungthai et al., 2015). miR-21 a miR-210 se v hypoxickych podminkach tcastni fizeni
STATS3, kritické slozky signalni drahy IL-6 (Q. Zhao et al., 2021). V praci jsme prokazali
zvysSenou expresi gentt V CAF spojenych s hypoxii, PLOD2, cytokiny IL-6 a LIF.

Generace myofibroblasti a depozice vlaken ECM je indukovana faktorem TGF-$-1/3,
ktery predstavuje kliCovou molekulu regulujici tkdnovou fibrézu a aktivaci fibroblastl
v nadorovém stromatu (Brenmoehl et al., 2009; Pakshir et al., 2020). V naSem experimentu
s fibroblasty rizného ptvodu pod vlivem TGF-B1 jsme pozorovali aktivaci pPSMAD2/3 zasadni
pro kanonickou TGF-f signalizaci (Turati et al., 2023). Byla zaznamenana SpiSe sniZzena odezva
fibroblastii na u¢inek TGF-B3. Kanonickd TGF- signalizace se podili na proliferaci fibroblastt
a hladina TGF-B1 koreluje se zavaznosti zjizveni (Meran et al., 2008; C. C. Deng et al., 2021).
Kromé¢ toho ved| ucinek TGF-B1/B3 k aktivaci i n€kolika nekanonickych drah (AKT, ERK,
RAF a ROCK), nejvyraznéji v normalnich koznich fibroblastech. Nekanonicka signalizace
muZze aktivovat fibroblasty na myofibroblasty nezavisle na SMAD Vv podobé fosforylace MAP-
kinazy ERK1/2, kterd podpofi diferenciaci fibroblastli prostfednictvim transkripéniho faktoru
FRAZ2 (Carthy et al., 2015). Studie prezentovala podil TGF-f nekanonické drahy na rezistenci
myofibroblast viici apoptdze spojenych s fibrozou (Kalluri, 2016).
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Cile vytyCené na zacatku habilitacni prace byly pIné splnény a prokazaly uzitecnost
klasické normalni morfologie ve spolupraci s metodami bunééné biologie a genomiky pro
onkologicky vyzkum.

Prezentované vysledky dopliuji poznatky o vysoce komplexni organizaci nadorového
ekosystému. Tato prace prokazuje jedinecnou funkci CAF podporujici maligni chovani tumoru
spojené s remodelaci ECM a produkei biologicky aktivnich signalnich molekul udrzujicich
prozanétlivy charakter nddorového mikroprostiedi.

Pivod CAF je odpovédny za heterogenitu populace stromalnich bun¢k a determinuje
roli, sjakou budou vystupovat pii utvatreni nadorového mikroprostiedi. Potvrdili jsme, Ze
nejveétsi zdroj pro CAF predstavuje aktivace lokalniho mezenchymu. Pomoci srovnavaci
celogenomové analyzy transkriptomu CAF rtzného plivodu s dermdlni fibroblasty jsme
identifikovali kandidatni molekuly (IL-6, MFGES, VEGFA) podporujici agresivitu nddorovych
buné¢k. Biologicka aktivita CAF v riznych typech tumort je pravdépodobné jevem nadoroveé
nespecifickym, prestoze molekularni mediatory, ¢i jejich sit€é mohou byt u rtznych typi
malignit odlisné. Aktivita genti IL-6, VEGFA a MFGES8 u CAF izolovanych z rozdilnych
nadorll je moznou signaturou CAF bez rozdilu pivodu. Produkty téchto genli parakrinné
secernované do nadorového mikroprostiedi se zdaji byt zasadni pro vznik agresivniho fenotypu
nadorovych bun¢k. Tato skuteCnost mlize byt prakticky vyuzitelna, protoze inhibice interakce
mezi CAF a nadorovymi buitkami se jevi byt uniformni u rozdilnych typti nadorti a mé tak
terapeuticky potencial.

Podobné jsme zjistili propojeni mezi nadprodukei IL-6, LIF, miR-21, miR-210, gent
asociovanych s hypoxii a formovanim ECM u bunék nadorového ekosystému v PDAC. Jeho
cilem se zda byt podpora agresivity bunék PDAC. Na druhé stran¢ miR-217 detekovana ve
zdravém pankreatu byla vyrazné potlacena v PDAC.

Ristovy faktor TGF-B svou aktivitou vyvolava transdiferenciaci fibroblastli v nadorech
a hojici se ran€ na myofibroblasty. Prokézali jsme, Ze TGF-f} signalizace zapojuje kanonickou
ale i n€kolik nekanonickych drah se spole¢nym vysledkem, jimZ je exprese a-SMA, tvorba
mezibunéné hmoty a produkce zanét podporujiciho IL-6. Pochopeni konkrétnich regulaci u
raznych populaci fibroblastli miiZze mit vliv na vyvoj cilenych intervenci v protinddorové terapii

a inhibici jizveni.
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Piedkladané publikace maji i néktera specificka omezeni. VétSina experimentl je
provadéna Vv podminkach in vitro sabsenci bunc¢k imunitniho systému, které jsou
neoddélitelnou soucasti nadorového stromatu. Zaroven je nemozné nasimulovat slozitou sit’

bunéénych interakci typickou pro in vivo pokusy. Avs§ak obecné molekularni mechanismy by

mély byt podobné.
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