Univerzita Karlova
1. 1ékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

UNIVERZITA KARLOVA
l. lékatska fakulta

Fenotyp melanocytl za fyziologickych a patologickych
podminek

Phenotype of melanocytes under physiological and
pathological conditions

Karolina Strnadova

2022



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Biologie a patologie bunky

Predseda oborové rady: doc. MUDr. Tomas Kucera, Ph.D.
Skolici pracovisté: Anatomicky tstav 1. LF UK

Skolitel: MUDr. Lukés Lacina, Ph.D.

Disertacni prace bude nejméné pét pracovnich dnd pied
konanim obhajoby zvefejnéna k nahlizeni vefejnosti v tisténé
podobé na Oddéleni pro védeckou ¢innost a zahranicni styky

Dékanétu 1. 1ékarské fakulty.



Obsah

ADSEIAKL ..o 4
ADSETACT ..ottt 5
I VO e 8
2 CHlE PIACE..ccceviieiii ettt 10
3 Material a metodika.........cocceeiieniiniiiiiieee 11
4 Vysledky a diskuse........cocvevierieriiiiieiieniesie e 13
4.1  Tematicky okruh: Starnuti kiize a jeho vztah ke
zvySené incidenci melanomu ..........cccceveeeeeeeneeneeneennenne, 13
4.2 Tematicky okruh: ZlepSeni ¢asné detekce maligniho
MElANOMUL.....eiiiiiiiiee e 14
4.3  Tematicky okruh: Modelovani nadorového
MIKIOPTOSTEdI. ... eeviiiiieiieieesee e 18
4.4  Tematicky okruh: Mezibuné¢na komunikace ........ 22
5 ZAVELY oo 24
6 PouZitd literatura...........cceeoeeevieeniieniieeie e 26
Seznam PubliKac .......ccvevviiiiiiiiiiceecee e 27



Abstrakt
Neopomenutelnymi reprezentanty bunéénych populaci kuze,

kromé dominantnich keratinocyti a fibroblastl, jsou také
melanocyty. Melanocyty jsou pigmentové builky, jejichz
primarni funkci je produkce pigmentu melaninu, ktery je
dilezity pro ochranu keratinocytt pied Skodlivym
ultrafialovym zafenim. Nadmérné vystaveni tomuto zafeni je
rizikovym faktorem pro vznik koznich nadorG vcetné
maligniho melanomu ktize, pfi kterém dochazi k patologické
transformaci melanocytd v buniky melanomu. Predlozena
diserta¢ni prace pojednava o studiu melanocytd a zaméfuje se
na 4 tematické okruhy spojené zejména s jejich patologiemi.
V prvnim tematickém okruhu je do souvislosti dana zvysujici
se incidence maligniho melanomu kiize se starnutim populace.
Jednou z pficin se zda byt Castéjsi vyskyt prozanétlivého ladéni
tkani ve starnoucim organismu. Toto ladéni pfipravuje vhodné
prostitedi pro vyvoj nadoru. Druhy tematicky okruh se
orientuje na nové pfistupy, které by mohly rozsifit Skalu
diagnostickych metod pro casnou detekci maligniho
melanomu. Prvni metodicky vyuzivd detekci prozénétlivych
molekul v téle pacienta, napt. v dobé diagnozy. Bylo zjisténo,
ze vyssi sérové hladiny IL-6 nebo IL-8 koreluji s nepiiznivou

prognozou pacienta. Druhy piistup se opira o moznosti detekce



nadorovych bunék a moznosti jejich odliSeni od bunék
zdravych s vyuzitim metod, jako je povrchem =zesilenad
Ramanova spektroskopie rozsifena o metody umélé inteligence
vyuzivajici konvolu¢nich neuronovych siti. /n silico se toto
spojeni vyznacuje vysokou senzitivitou. Prace tfetiho
tematického okruhu se snazi riznymi metodami o modelovani
mikroprostfedi melanomu ve 3D, a to jak v in vitro
podminkach, tak in ovo na chorioalantoidni membrané kufete.
Ctvrty tematicky okruh se zaméfuje na mezibunéénou
komunikaci mezi malignimi buiikami melanomu a bunkami
mikroprostiedi, prevazné nadorové-asociovanymi fibroblasty.
Vtomto okruhu je kladen diraz na komunikaci
zprostiedkovanou  extracelularnimi  vacky — exosomy.
7 dosazenych dat vyplyva, Ze exosomy produkované
melanomem podporuji nadorové-asociované fibroblasty a ty

zmeénou svych vlastnosti dale podporuji progresi nadoru.

Abstract
In addition to the dominant keratinocytes and fibroblasts,

melanocytes are also indispensable representatives of skin cell
populations. Melanocytes are pigment cells whose primary
function is to produce the pigment melanin, which is important
for protecting keratinocytes from harmful ultraviolet radiation.

Excessive exposure to this radiation is a risk factor for the



development of skin tumours, including malignant melanoma
of the skin, in which pathological transformation of
melanocytes into melanoma cells occurs. The presented thesis
focuses on 4 thematic areas associated mainly with malignant
melanoma. In the first thematic area, the increasing incidence
of malignant skin melanoma is associated with the ageing of
the population. One of the reasons seems to be the more
frequent occurrence of proinflammatory setting in the ageing
organism. It prepares a suitable environment for tumour
development. The second thematic area focuses on new
approaches that could expand the range of diagnostic methods
for the early detection of malignant melanoma. The first
approach methodically uses the detection of proinflammatory
molecules in the patient’s serum. Higher serum levels of IL-6
and IL-8 correlate with an unfavourable patient prognosis. The
second approach is based on the possibility of detecting a
tumour cell and the possibility of distinguishing it from a
healthy cell using methods such as surface-enhanced Raman
spectroscopy extended by artificial intelligence methods using
convolutional neural networks. In silico it seems to be highly
sensitive. In the third thematic area there are described various
methods to model the melanoma microenvironment in 3D, in
vitro or in ovo using the chorioallantoic membrane of the

chicken. The fourth thematic area focuses on intercellular



communication between malignant melanoma cells and cells
of the tumour microenvironment, predominantly cancer-
associated fibroblasts. In this area, emphasis is placed on
communication through extracellular vesicles — the exosomes.
The data showed that exosomes produced by melanoma
change the biological properties of cancer-associated

fibroblasts to promote tumour progression.



1 Uvod

Kuze predstavuje jeden z nejvéetSich organd lidského téla
a plni rGznorodé fyziologické funkce. Soucasn¢ miize byt
postiZzena i pocetnymi patologickymi stavy. Studium biologie
lidské kuze prineslo jiz v pfedchozich dekadach velmi detailni
poznatky, znichz mnohé maji dokonce sviij translacni
potencial a nalezly i klinické uplatnéni. Kromé zakladnich
populaci lidské kiize, epidermalnich keratinocyti a dermalnich
fibroblastti, ktzi spoluvytvareji dalsi, takzvané minoritni,
bunécné populace. Jednou z nich jsou i melanocyty, jejichz
biologie je naplni predkladané disertacni prace.

Melanocyty jsou builkky vyvojové vychazejici z bunék
neurdlni lity. Za embryonalniho vyvoje jejich prekurzory
migruji do mist svého urceni, napf. epidermis kuaze.
Fyziologicky zde pak zajistuji tvorbu pigmentu melaninu,
ktera je realizovéana v organelach zvanych melanosomy. Tento
pigment nasledné¢ predavaji svymi vybézky okolnim
keratinocytim, a vytvafeji tak funk¢éni jednotku (tzv.
Epidermal Melanin Unit). Melanocyt tak predavanym
melaninem prispiva k ochrané jejich jadra pied nadmérnou
expozici ultrafialovému zafeni a naslednému poskozeni

integrity genetické informace DNA. Nadmérné ozafeni totiz



ptedstavuje zdkladni rizikovy faktor pro neoplastickou
transformaci  epidermalnich  keratinocyti a  vznik
epidermdlnich karcinomti, velmi béznych zhoubnych nadort,
které postihuji lidskou populaci. Mimo to ale ultrafialove
zafeni mize poskozovat i samu populaci melanocyti, a
zvySuje tak riziko vzniku kozniho nddoru — maligniho
melanomu. Toto maligni onemocnéni piedstavuje jeden
z nejagresivnéjsich koznich nadort, jehoZz incidence v populaci
stoupa. Casna detekce primarniho loZiska maligniho
melanomu muze byt pro pacienta zasadni, protoZze umoziuje
dosazeni pln¢ kurativniho efektu prostiednictvim chirurgické
1é¢by. Problém nadale ale piedstavuje ¢asto rychla progrese
nadorového onemocnéni, kdy nadorové bunky invaduji lokalné
a posléze pak i1 migruji do vzdalenéjSich mist krevnim c¢i
lymfatickym fecistém, coz vede k tvorbé metastaz.

Kli¢ovym faktorem podilejicim se na regulaci invazivniho
chovani nadoru je nadorové mikroprostfedi. Pro bunky a
struktury spoluvytvaiejici nador, ale odlisné od maligné
transformované nadorové populace, se historicky vzil
v patologii termin stroma. Stromatu byly pfisuzovany
v starSich dobach spiSe jen podplrné a nutritivni funkce.
V nov¢jSim konceptu je pfiznadvan stromatu vyznamny podil
na formovani pravé komplexniho mikroprostiedi, které mtize

vyznamn¢ ovlivnit i maligni populaci.



Jednou z hlavnich bunécnych populaci tohoto naddorového
mikroprostfedi jsou néadorové-asociované fibroblasty, které
jsou ditlezitymi producenty slozek extracelularni matrix a
mnoha biologicky aktivnich, zejména prozanétlivych, faktord.
Interakce a mezibunéénd komunikace mezi nadorovymi a
stromalnimi buiikami je pak zdsadni pro vyvoj nddoru. Proto
byly pravé mechanismy mikroprostiedi a jejich vliv na
melanocyty klicovym piistupem a objektem zajmu pii
vyzkumné praci vedouci k sepsani ptedkladané disertacni

prace.

2 Cile prace

Ve své disertacni praci jsem se zaméfila na tyto otazky:

1) Jaké jsou souvislosti starnuti kiize a
——zvy$ené incidence maligniho melanomu
v populaci?

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

 Cile prace —

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

4) Jak mezibuné¢na komunikace,

| prostiednictvim exosomi, ovliviiuje

chovaninadoru a jeho
mikroprostiedi?
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3  Material a metodika

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

V laboratotich Anatomického ustavu 1. LF UK byl
biologicky materidl nasledné zpracovan pro histologickou
analyzu, nebo byl vyuzit jako zdroj pro kultivaci bunék a
nasledné in vitro experimenty. Jednalo se hlavné o izolaci
dermalnich fibroblasti ze zdravych kontrolnich tkani,
nadorové-asociovanych fibroblastli z primarnich nadort ¢i
metastaz melanomu nebo bunék maligniho melanomu z
punktatd, napt. z maligniho ascitu pacienta. Keratinocyty byly
izolovany zdodédvané¢ kize a standardné kultivovany
feederovou technikou na mitomycinem C oSetfenych 3T3
mysich fibroblastech (Rheinwald and Green 1975). Kromé
toho byly v experimentech vyuzivany i komercné dostupné

linie maligniho melanomu (A2058, G-361). Melanomova linie
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BLM byla poskytnuta L. van Kempenem a J.H.J.M. van
Kriekenem (Univerzita svatého Radbouda, Nijmegen,
Nizozemské kralovstvi). Kontrolou k buitkdm maligniho
melanomu byly vysoce pigmentované melanocyty poskytnuté
J. Vachtenheimem (Ustav 1ékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK, Ceska republika). Xenotransplantace
buné€k byly provadény na embryich masnych hybridi Ross 308
kura doméciho (Gallus gallus domestica; Xaverov, Ceska
republika). Chorioalantoidni membrany kufecich embryi byly
vyuzity i jako zdroj pro izolaci fibroblasti. Kontrolou byly
fibroblasty izolované z kuize dospélych slepic.

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

Je vSak nutné zminit, ze nckteré metody uvedené
v publikacich by nebylo mozné provést bez spoluprace
s jinymi institucemi a jejich specializovanymi pracovisti.
Genomové metody a bioinformatickd analyza (publikace I,
VII, IX) byly provedeny na Oddéleni genomiky a
bioinformatiky na Ustavu molekularni genetiky Akademie véd
Ceské republiky. Proteomické metody (napt. Luminex XMAP®
kulickovéa assay v publikaci III) byly realizovany v Laboratofi

aplikovanych proteomovych analyz a vyzkumného centra
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Pigmod na Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie
véd Ceské republiky. Metoda gradientové ultracentrifugace pro
izolaci exosomi (publikace IX) byla provadéna v Laboratofi
nefrologické proteomiky a extracelularnich vezikul na Ustavu
patologické fyziologie 1. Iékatské fakulty Univerzity Karlovy.
Metody uvedené v publikaci IV (kromé ptipravy biologického
materialu) byly provedeny na Ustavu inZenyrstvi pevnych
latek VSCHT v Praze a Katedfe mikroelektroniky Fakulty
elektrotechnické CVUT v Praze. Intenzivni spoluprace
(publikace I, VII, IX) probihala také s Laboratofi invazivity
nadorovych bunék v BIOCEVu (Piirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy).

4  Vysledky a diskuse

4.1  Tematicky okruh: Starnuti kiize a jeho vztah ke zvysené
incidenci melanomu

Ptehledovy ¢lanek II se tematicky vénuje v $irSim pohledu
znamym faktorim starnuti kGize a jejich podilu na zvySeni
incidence nadorovych onemocnénich jako maligni melanom,
bazocelularni nebo spinocelularni karcinom u starnouci
populace. Klinicky vyraznym rysem je alterace struktury
epidermis a dermis v pribéhu starnuti, coz mulze vést i

k chronické  kozni  fragilit¢ stdrnouci klize zvané
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dermatopor6za. Pii naruSeni struktury kize exogennimi a
endogennimi vlivy sehrava dtlezitou roli mimo jiné populace
dermalnich fibroblastt, ktera se meéni také funkéné, tedy
zejména zmeénou skladby svého sekretomu. V piipadé
nadorové transformace pak spoluvytvaii piithodné prostiedi pro
nadorovy rlst a invazi, toto umoziiuje napi. sekreci
prozanétlivych molekul. Prehledovy ¢lanek VII se soustiedi na
jednu  ztéchto prozanétlivych molekul v pribéhu
fyziologického starnuti a s nim souvisejicich patologii, na IL-
6.

I kdyZ starnuti neni mozno vnimat jako nemoc, je senium
obdobim, kdy narista deregulace biologickych procest
v organismu, coZ nasledné usnadiiuje nastup mnohych chorob.
Jednim z vyznamnych faktord tohoto Zivotniho obdobi je i
nastup chronického prozanétlivého stavu v téle, ktery
podporuje mimo jiné i potencialni rozvoj malignit. Vzhledem
k nartistajicimu poctu lidi seniorského v€ku v populaci tak
dochazi k naraGstu pfipadi diagnostikovaného nadorového

onemocnéni, véetné maligniho melanomu.

4.2 Tematicky okruh: Zlepseni casné detekce maligniho
melanomu

Kozni melanom v pokroc¢ilém stadiu nadale predstavuje

onemocnéni s omezenymi terapeutickymi moznostmi. Z toho
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dtvodu je snahou hledat a identifikovat molekuly, biomarkery,
které by zlepsily, usnadnily, ¢i zpfesnily diagnostiku a
umoznily selekci ohrozeného pacienta, nebo pomohly zvolit
optimalni terapii a pfipadné byly i prognostickymi faktory.
Publikace III je pilotni studii, ktera analyzuje 31 sérovych
proteind, jako jsou cytokiny, chemokiny a rastové faktory, u
pacientd trpicich malignim melanomem a u zdravych kontrol.

Sérologicka analyza ukazala, ze pfitomnost primarniho
nadoru je spojena se snizenymi hladinami IL-2, IL-13,
RANTES a zvySenymi hladinami IL1RA, MIP-18 a EGF.

Analyza séra dale ukazala, Ze hodnoty Breslowovy
klasifikace naméfené v primarnich nadorech pozitivné
korelovaly se sérovymi hladinami IL-6, CXCL-8, IL-13 a
VEGF-A.

V této pilotni studii byla prokazana ptitomnost Sirokého
spektra zanétlivych molekul v séru pacientii. Soucasné vSak
tato studie odhalila obrovsky rozsah interindividualnich
rozdili mezi testovanymi pacienty a také intraindividualni
kolisani hodnot. Z vysledkli je patrné, ze vyskyt nékterych
faktort koreluje s nepfiznivymi hodnotami Breslowovy
klasifikace. ZvySena hladina VEGFA pozorovand v séru
pacientli naznacuje, jak vitdln¢ nador potiebuje bohaté cévni

zasobeni.
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V souCasnosti  pouzivané  markery, jako  laktat
dehydrogendza a S100 proteiny, maji ,stagingovy“ a
prognosticky vyznam, ale neodrdzeji piesné chovani
organismu v dobé diagnézy nebo v prubéhu progrese
melanomu, takze strategie zalozend na kombinaci nékolika
biomarkeri by mohla byt v budoucnu piinosnd a mohla by

prispét k efektivnéjsi detekei Ci terapii.

Publikace IV prezentuje pokrocilé technologické piistupy
a je diskutovan jejich potencial k implementaci do laboratorni
medicinské diagnostiky. Blize jsme se zaméfili na moznou
detekci zmén ve slozeni kultivaéniho média vyplyvajicich
z metabolické a sekrecni aktivity nadorovych a nenadorovych
bun¢k. Tento pfistup kombinuje nékolik metod z oblasti
nanotechnologie, povrchové chemie, plazmoniky a povrchem
zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) a jejich spojeni s
metodami umél¢ inteligence (tzv. konvolu¢nich neuronovych
siti). Hlavnim cilem této pilotni prace bylo testovat uzitnou
hodnotu téchto technologii pii analyze komplexnich
biologickych vzorkl, které by mohly imitovat diagnostické
vzorky ziskané od pacientd.

V experimentech byla pouzita, jako komplexni biologické
smési, kultivatni média ziskana z kultur bun¢k melanomu,

nadorové asociovanych fibroblastli, ale i normalnich bungk.
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Iniciadlné metoda SERS umoznila charakterizaci molekularnich
rozdill jednotlivych kondiciovanych kultivacnich médii od
nadorovych i nenddorovych bunék. Pro kazdy pouzity druh
kondiciovaného média byla sestavena spektra specifickd a
zarovenl dostateCné senzitivné indikujici zmény souvisejici
s vyskytem nddoru. V dalSim kroku pak byly testovany
neznamé vzorky obdobného typu. Lze konstatovat, ze i ve fazi
randomizovaného experimentu doslo ve 100 % piipadt
k presné identifikaci vzorku.

Tato studie demonstruje potencial SERS a umélé
inteligence konvoluénich neuronovych siti pro budouci
klinické vyuziti. Lze vyvozovat, ze tato metodika by mohla byt
klicem krychlé detekci nadorti ¢i monitoringu maligniho
onemocnéni. Biologicky je ale nutno uvazit, ze nadorové
onemocnéni je u kazdého pacienta do zna¢né miry velmi
individualni, a navic se méni v Case vzhledem k tendenci
mutovat v pribéhu casu. Pres uspéch dosazeny v tomto
experimentu nelze zarucit absolutni spolehlivost této metody a
jeji uzitnou hodnotu v klinické praxi. K etablovani této metody
na poli diagnostiky bude jesté nutno zvysit pocet riznorodych
vzorkd pro ovéfeni senzitivity a specificity tohoto postupu, a
bude tedy 1 nadale potieba rozsahlé interdisciplinarni

spoluprace.
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4.3  Tematicky okruh: Modelovani nadorového
mikroprostredi

Jednim znejvétSich rizikovych faktori pro vznik
maligniho melanomu je UV zafeni (Gandini et al. 2005;
Leonardi et al. 2018). V publikaci I je testovan vliv UV radiace
na normalni keratinocyty a jejich naslednd interakce
s normalnimi a nadorové-asociovanymi fibroblasty
z melanomu od rtznych donort. Keratinocyty byly pro tyto
ucely ozéafeny UVB, a to bud’ mirngjSim frakcionovanym
ozatovanim simulujicim chronickou intermitentni expozici (3
x 10 mJ/cm?) nebo subletalni davkou simulujici akutni zatéz
(100 mJ/cm?).

Nadorové  mikroprostiedi  bylo v této publikaci
modelovédno pomoci insertového systému UVB-ozafenych
keratinocyti a neozafenych fibroblasti. Bioaktivni latky
produkované do kultivaéniho média v dasledku této
kokultivace vytvorily kondiciované médium, které obsahovalo
mediatory reakce na prob&hlé poskozeni.

Vysledky ukazaly, Ze bioaktivni latky z kokultury UVB-
ozatenych keratinocytli a nadorové asociovanych fibroblasti
z melanomu  signifikantné podporuji invazi melanomovych
linii.

Opakované ozafeni nizkymi davkami UVB v této

publikaci pfipomina opakované vystaveni nechranéné pokozky
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slunci. Zivotaschopnost keratinocytd je zachovana, ale i tato
nizkéd davka pisobi DNA poskozeni. Fibroblasty v dermis ktize
komunikuji stakto poskozenymi keratinocyty parakrinni
produkcei bioaktivnich latek a z vysledkt je patrné, Ze v piipadé
vyskytu loziska melanomu podporuji jeho schopnost

invadovat.

Publikace V se zaméfuje na xenotransplantaci
melanomovych bunék na kufeci chorioalantoidni membranu,
jakozto komplexnéjsi biologicky model pro studium chovani
nadorovych bunék.

In ovo tvori transplantované buiiky melanomu shluky na
této membrané, které nasledn€ stimuluji dostfedivy rust cév do
mista  pfihojeni. Vzhledem ktémto vlastnostem je
chorioalantoidni membrana tradi¢né pouzivana jako vhodny
nastroj pro studium vaskularizace a angiogeneze (Ribatti 2008;
Nowak-Sliwinska et al. 2014; Burggren and Antich 2020).

Invaze nadorovych bunék do stromatu chorioalantoidni
membrany byla vzacna a histologicky byla potvrzena pouze u
dvou vzorkd ze 45. Omezeni invazniho potencialu
melanomovych bunék muze byt zpisobeno Casovou restrikci
experimentu vynucenou rychlosti vyvoje embrya kufete nebo

nepermisivnimi biologickymi vlastnostmi této membrany. I
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ptes tyto limitace chorioalantoidni membrana kufeciho embrya
nabizi v nékterych aspektech i nadéle atraktivni in vivo
biologicky model pro studium chovani melanomovych bunék.

Pivodni ¢lanek VIII je zaméfen na hodnoceni funkéni
diverzity fibroblastt pfi interakcich s buiikami melanomu.

Pro modelovani diverzity dermalniho mikroprostiedi byly
vyuzity dva zdroje dermalnich fibroblastd. Jednalo se o
juvenilni fibroblasty z neozafené Casti klize ditéte a fibroblasty
z fotoexponované kize seniorniho darce. Heterogenni sféroidy
slozené zbunék melanomu a z daného typu fibroblastl
(v poméru 1:1) utvorené metodou visici kapky predstavovaly
pak 3D model simulujici ekosystém nadoru. Klicovou
metodou, kterd méla rozliSit chovani ruzné aktinicky
poskozenych  fibroblasti pfi  vytvafeni mikroprostiedi
melanomu, byla single-cell RNA analyza.

Bioinformaticka  analyza  primarnich  dermalnich
fibroblastti ze sféroidli ukazala, Ze oba typy fibroblasti Ize
shodné funkéné rozdelit do tii klastri na zaklad€ jejich
expresniho profilu. Prvni skupina, oznacovana jako ECM-,
byla bohata na expresi genli pro prozanétlivé faktory, jako jsou
cytokiny a chemokiny. Zaroven postradala pfepsané geny
zodpoveédné za produkci extracelularni matrix. Druha skupina
ID+ obsahovala transkripty genti zodpovédnych za

diferencia¢ni a dediferenciacni procesy, které se objevuji
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v signalni kaskad¢ superrodiny TGFR. Piikladem je gen ID1.
Tieti skupina ECM+ predstavuje klasicky ndhled na
fibroblasty jakozto producenty slozek mezibunééné hmoty.
Tato skupina hojné transkribovala geny pro extraceluldrni
matrix napf. kolagen 1. Rozdéleni na tfi funkéné odlisné
skupiny bylo zfeteln€jsi u fotoexponovanych fibroblastl ze
starSiho pacienta.

Tato studie potvrdila, Ze dermalni fibroblasty nejsou
homogenni skupinou, ale misto toho obsahuji nékolik
samostatnych subpopulaci s rozdilnym expresnim profilem.
Pravé metoda single-cell RNAseq umoziiuje zachytit i
velky regulaéni potencial.

Endogenné a exogenné poSkozené dermalni fibroblasty
(tedy zmeénéné jak vlivem starnuti, tak i UV ozafeni) pfispivaji
vét§si meérou k prozanétlivému prostiedi, a stavaji se tak
dalezitou komponentou uréujici charakter nadorového
mikroprosttedi. JelikoZ jsou fibroblasty vSude piitomnymi
bunkami, terapeutické cileni na celou populaci se obecné jevi
jako riskantni a nerealny cil. Hlub$i znalosti heterogenity
fibroblasti mohou pfedstavovat dilezity pfinos a mohou mit
dopad na vyvoj novych pfistupii v 1écbé nadoru s cilenim na

jeden z klastrti s pro-nadorovym chovanim.
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4.4 Tematicky okruh: Mezibunécnd komunikace

Prehledovy ¢lanek VI se zaméfuje na interpretaci
znamych dat tykajicich se wvzniku kozniho maligniho
melanomu a jeho nasledné diseminace, tedy rozsevu
nadorovych bun€k do tkani a orgdnd pacienta v pribéhu
progrese onemocnéni.

Dilezitou soucasti piehledového clanku je shrnuti
hlavnich zpisobli mezibunééné komunikace v nadorovém
mikroprostfedi kozniho maligniho melanomu v pribéhu jeho
progrese. Konkrétné je zaméfen na piimé mezibunééné
kontakty prostfednictvim kadherinli, dale na bioaktivni latky
ucastnici se parakrinni signalizace anebo na komunikaci
vyuzivajici  extracelularni téliska — exosomy. Tyto
membranové vacky by nemély byt v nadorové biologii
opomijeny, jelikoz je stale 1épe dokladovano, ze hraji
v mikroprostiedi nddoru nezanedbatelnou roli, jako jsme
prokazali i v publikaci [X.

Publikace IX byla zaméfena na sledovani vlivu exosomul
izolovanych zbuné¢k melanomu na funkéni a fenotypové
vlastnosti normalnich lidskych dermalnich fibroblasti a
nadorové-asociovanych fibroblastti izolovanych z maligniho

melanomu.
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Z n€kolika moznych pfistupi jsme pro dosazeni
optimalniho vytézku exosomu zvolili metodu ultracentrifugace
s hustotnim gradientem, kterd poskytuje dobrou vyslednou
kvalitu izolovanych exosomt (Duong et al. 2019). Po
charakterizaci exosomd na zakladé velikosti, koncentrace a
morfologie, byly exosomy vyuzity k ovlivnéni biologickych
vlastnosti uvedenych typu fibroblastli (proliferace, adheze,
migrace, invaze, expresni profil).

Transkriptomicka analyza izolované RNA obou typt
fibroblastii ovlivnénych exosomy ukazala, ze u nich dochazi
k reorganizaci genl pro extracelularni matrix, napt. zvySenim
exprese genti pro matrix metaloproteindzy. To koreluje
s vysledky, kdy samotné fibroblasty, pod vlivem exosomd,
zrychluji svou invazi kolagenovym gelem. Nadorove-
asociované fibroblasty pod vlivem exosomil zvysSuji expresi
genl pro cytokiny a chemokiny, napt. IL-6 a CXCLS, ¢imz
ustanovuji prozanétlivy charakter nadorového mikroprostiedi
podporujici progresi nadoru.

Hlavnim vystupem této publikace tedy je, Ze tyto malé
extracelularni vacky, izolované z bun€k maligniho melanomu,
stimuluji ~ prozénétlivé  chovani  nadorové-asociovanych
fibroblasti a Ze zménou téchto vlastnosti podporuji Sifeni

nadoru.
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5

Zavéry

Kuze je v prabéhu Zivota vystavovana ultrafialovému
zafeni a dalSim fyzikdlnim, biologickym, ¢i
chemickym  faktorim, které ji  poSkozuji.
Kumulativnim pisobenim téchto Skodlivych vliva
dochazi ke zménam na Grovni tkané, bunék i jejich
genetické informace. Aktinické poskozeni kize UV
zafenim je jednou zhlavnich pfi¢in pro vznik
maligniho melanomu. Divodem, pro¢ je popula¢né u
starSich jedinct vétsi riziko vzniku nadorového
onemocnéni véetné melanomu, je pravé kumulace
poskozeni tkané v pribéhu starnuti. To vede navic
k chronicky  prozanétlivému ladéni  tkanového
mikroprostfedi, které rozvoj nadoru usnadnuje.
S vékem také soucasné klesa i schopnost organismu se
mutacim aktivné branit jejich opravou.

Sekretom UV ozafenych keratinocyti a nadorove-
asociovanych fibroblasti zvySuje invazi bunék
melanomu ze sféroidd v kolagenovém gelu. Tento
model poukazuje na synergii vlivu nadorového
mikroprostfedi a UV radiace na progresi maligniho

melanomu.
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Model heterogennich sféroidii slozenych z bunck
melanomu a rozdilné aktinicky zatizenych fibroblasti
byl podroben single-cell RNA sekvenovani a
bioinformatické analyze. Z té vyplyva, Ze fibroblasty
se v pritomnosti nadorovych bunék rozdéluji do
klastrii na zakladé své genové exprese. Fakt, ze
starnuti a stres plynouci z poSkozeni bunck je
dalezitym faktorem pro vyvoj maligniho onemocnéni
vcetné melanomu, dokladuje i nalez, ze jeden z klastrii
aktinicky  poSkozenych  fibroblasti  vyznamné
exprimuje geny prozanétlivych mediatorti.
Chorioalantoidni membrana kufete je vhodnym
komplexnim modelem pro studium nadorové
neovaskularizace, ale pfi studiu invazivniho chovani
maligniho melanomu ma tento pfistup své urcité
limity.

Exosomy hraji vyznamnou roli v mezibunééné
komunikaci mezi nadorem a ostatnimi bunikami
nadorového mikroprostiedi. Stimuluji prozanétlivé
chovani nadorové-asociovanych fibroblastl, ¢imz
podporuji nadorovy rust.

Casna detekce maligniho melanomu predstavuje lepsi
prognozu pacienta. Z analyzy sér pacientll s malignim

melanomem vyplyva, Ze je pritomnost primarniho
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nadoru vyznamné spojena se snizenymi hladinami IL-
2, IL-13, RANTES a zvySenymi hladinami IL1RA,
MIP-18 a EGF. Progrese nadoru je stimulovana IL-6 a
IL-8, jejichz wvyskyt koreluje s nepfiznivymi

hodnotami Breslowovy klasifikace.
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