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ABSTRAKT:

PtedloZena disertacni prace se vénuje dvéma hlavnim ciltim.

Jako prvni byla zkoumana interakce mezi ¢tyfmi bunéénymi liniemi pankreatického duktalniho
adenokarcinomu (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) a kondiciovanych médii
z normalnich/zdravych fibroblasti (healthy fibroblasts, HF) a nadorové-asociovanych
fibroblastii (cancer associated fibroblasts, CAFs) odvozenych z PDAC (PDAC—derived CAFs,
PANFs), bun¢k odvozenych z ascitické tekutiny pacientii v termindlnim stadiu PDAC a
primarnim tumorem PDAC. Nasledné byl stanoven celogenomovy profil PANF.

Druhym cilem bylo imunohistochemicky, pomoci detekce tenascinu (Ten), fibronectinu (Fn) a
galectinu-1 (Gal-1), odlisit buiikky spinocelularniho karcinomu (SCC), buiiky z okraje
chirurgického resekatu (MSR) a buiiky normalni sliznice (NM) u pacientli operovanych pro
spinocelularni karcinom hlavy a krku (HNSCC) a tyto vysledky korelovat s jejich klinickymi
charakteristikami. Nasledné byl proveden celogenomovy profil vzorki SCC, MSR a NM na

zéklad¢ stratifikace exprese Ten.

Vysledky

Kultivace ¢tyf linii PDAC pod vlivem kondiciovanych médii z HF a PANF méla heterogenni
charakter. Po stimulaci bylo nejvice agresivni chovani ziskdno u bunécné linie Panc-1 zatimco
linie PaTu-8902 byla médii spiSe inhibovana. Transkriptom PANF prokazal zvySenou expresi
n¢kterych gent (napt. IL-6, IL-8, MFGES, periostin), které mohou pfispivat k nadorové
progresi a agresivite.

Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil koexprese Ten, Fn, Gal-1 mezi vzorky SCC, NM i
MSR (p <0,01 resp. p <0,05). Microarray analyza genové exprese zjistila zvySenou expresi
n¢kolika gend souvisejicich s nadorovou progresi u Ten+ (tenascin positivni) SCC a silnou

aktivitou genii souvisejicich s metabolismem lipidi v MSR Ten— (tenascin negativni) SCC.

Zaver

TME vyznamné ovliviiuje chovani bunék PDAC. Na zaklad¢ jejich vysokeé variability a jejich
rozdilné interakce s TME, je pravdépodobnd budoucnost 1é¢by ve stanoveni
individualizovaného nadorové specifického 1écebného protokolu. Genové analyza prokazala
vyznamné a specifické zmény na zakladé Ten stratifikace u SCC pacientli, nicméné bez vlivu

na prognozu onemocnéni.



ABSTRACT:

The present dissertation addresses two main objectives.

First, the interaction between four pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cell lines and
conditioned media from normal/healthy fibroblasts was investigated, HF) and cancer-
associated fibroblasts (CAFs) derived from PDAC (PDAC-derived CAFs, PANFs), cells
derived from ascitic fluid of patients with end-stage PDAC and primary PDAC tumor.
Subsequently, the genome-wide profile of PANFs was determined.

The second aim was to differentiate squamous cell carcinoma (SCC) cells, surgical resection
margin (MSR) cells and normal mucosa (NM) cells in patients operated for head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC) by immunohistochemistry, using detection of tenascin
(Ten), fibronectin (Fn) and galectin-1 (Gal-1), and to correlate these results with their clinical
characteristics. Subsequently, whole-genome profiling of SCC, MSR and NM samples was

performed based on Ten expression stratification.

Results

Cultivation of the four PDAC lines under the influence of conditioned media from HF and
PANF was heterogeneous. After stimulation, the most aggressive behavior was obtained in the
Panc-1 cell line while the PaTu-8902 line was rather inhibited by the media. The PANF
transcriptome showed increased expression of some genes (e.g. [L-6, IL-8, MFGES, periostin)
that may contribute to tumor progression and aggressiveness.

There was a statistically significant difference in co-expression of Ten, Fn, Gal-1 between
SCC, NM and MSR samples (p <0.01 and p <0.05, respectively). Microarray analysis of gene
expression revealed increased expression of several genes related to tumor progression in Ten+
(tenascin positive) SCC and strong activity of genes related to lipid metabolism in MSR Ten-

(tenascin negative) SCC.

Conclusion

TME significantly affects the behavior of PDAC cells. Based on their high variability and their
differential interaction with TME, the likely future of treatment lies in the establishment of an
individualized tumor-specific treatment protocol. Gene analysis showed significant and
specific changes based on Ten stratification in SCC patients, however, without affecting

disease prognosis.



UVOD

Karcinom pankreatu

PDAC je jednou znejmalignéjSich forem nadorového bujeni, ptfedstavuje 1,8 % vSech
nadorovych onemocnéni a zptisobuje 4,6 % vsSech umrti na rakovinu (Lippi and Mattiuzzi
2020). PDAC je charakterizovan agresivni povahou a rychlou tvorbou metastaz. Sleté pieZiti
se pohybuje pouze kolem 7 %. (Chen et al. 2017).

Faktory které¢ zvysuji riziko PDAC jsou koufeni (Ryan, Hong, and Bardeesy 2014), chronicka
pankreatitida, excesivni konzumpce alkoholu a vyssi vék (Yadav and Lowenfels 2013; Henley
et al. 2020).

Histopatologickym znakem PDAC je desmoplasticka reakce na nador, kterd je pfitomna u
primarniho tumoru 1 metastaz (Whatcott et al. 2015). V PDAC jsou hojn¢ zastoupeny CAF,
které vznikaji aktivaci lokalnich fibroblastl a pankreatickych hvézdicovych bunék (pancreatic
stellate cell, PSC). Tento ptechod je doprovazen ubytkem intracelularnich lipidovych kapének
a expresi aktivacniho markeru aSMA ([J smooth muscle actin) (Apte et al. 2004).

Pochopeni desmoplazie jako vylucné protektivniho faktoru PDAC je jiz ptekonané, soucasné
vyzkumy potvrzuji komplexnéjsi vnimani TME se snahou o holisticky pfistup

k experimentalni terapii (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Karcinomy hlavy a krku

HNSCC je celosvétové Sestym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim. Velké evropské i
americké epidemiologické studie popisuji v poslednich 40 letech vzestupny trend v incidenci
karcinomil orofaryngu (oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC), a to zejména u
mladsich jedinct (Gudleviciene et al. 2014; Hammarstedt et al. 2006; Ellington et al. 2020).
Mezi hlavni etiologické faktory patii koufeni, konzumace alkoholu a infekce HPV (human
papillomavirus)(Schneider et al. 2014). Vzestup poctu nové diagnostikovanych piipada
OPSCC (a to 1 u nekutdkt) je pfisuzovan zvysujici se prevalenci vysoce rizikovych typi HPV
u mladsSich jedincti (Smith et al. 2004).

Pro klinickou praxi je ptitomnost HPV detekovana pomoci exprese proteinu p16 (Shinn et
al. 2021). Klinické rozdily mezi HPV positivnimi a negativnimi OPSCC vedly k jejich

samostatnému odliSeni v klinick¢ 1 patologické TNM klasifikaci v posledni 8. edici



UICC/AJCC (Union for International Cancer Control/American Joint Committee on Cancer)
(Huang and O'Sullivan 2017).

HPV positivni OPSCC maji vyrazné lepsi prognozu (Dayyani et al. 2010). Z téchto davodi je
u HPV positivnich OPSCC zvazovana deeskalace 1écby (Hay and Nixon 2018).

Nédorové mikroprostredi

vvvvvv

nadorové biologii je mu pfipisovana vyznamnd role umoziujici pfimé ovlivnéni funkce
nadorového parenchymu (Li, Fan, and Houghton 2007; Lorusso and Ruegg 2008; Plzak et al.
2010). TME tvoii populace CAF, jinych mezenchymovych bunék, imunitnich bun¢k,
kmenovych bunék, vldken extracelularni matrix (ECM), cév a signalnich molekul. (Metwaly
et al. 2012; Polyak, Haviv, and Campbell 2009; Hamburger and Salmon 1977).

Jednu z nejpocetnéjSich bunéénych populaci nadorového stromatu predstavuji CAF.
Morfologicky se jedné o vietenité buiiky, které jsou charakteristické expresi vimentinu, a-SMA
(alpha smooth muscle actin) a FAP (fibroblast activation protein) (Kim, Jung, and Koo 2015;
Cirri and Chiarugi 2011; Rupp et al. 2015). Jsou dilezitym producentem ECM a zdrojem
rastovych faktord, cytokinli a chemokinil. Podporuji tak tumorigenezi, angioinvazi, nddorovou
imunosupresi a zaklddani metastaz (Chen and Song 2019).

Aktivita CAF je moznym faktorem selhani protinadorové 1écby cilené pouze na vlastni
nadorové bunky (Sun 2015; Slany et al. 2015). Ptredpoklada se, ze eliminace nebo modifikace

CAF muze byt jednou z cest protinadorové terapie.

CIL PRACE

Cil1

Bod A: Porovnani rychlosti rastu bun¢k ¢tyi komerénich PDAC linii kultivovanych v bézném
kultivaénim médiu a pfi pouZiti kondiciovanych médii z HF a PANF.

Bod B: Urceni rozdilné exprese specifickych bunéénych markera spojenych s nizkou bunécnou
diferenciaci a epitelo-mezenchymalnim pfechodem u komer¢nich linii PDAC ve standardnim
kultivaénim médiu a po jejich stimulaci kondiciovanymi médii z HF a PANF.

Bod C: Srovnani exprese vybranych specifickych markert IL-6, IL-8 a MFGE8 (Milk fat
globule-EGF factor 8) a jejich receptori u komercnich bunéénych linii PDAC (stimulovanych



a nestimulovanych kondiciovanymi médii), u bun€k z punktatu ascitu PDAC a u nadorovych
bunék ze vzorkti PDAC.

Bod D: Srovnani vzajemné genové exprese HF, PANF a CAF z maligniho melanomu.

Cil 2

Bod A: Analyza imuhistochemického profilu markert Ten, Fn a Gal u NM, MSR a SCC.

Bod B: Nalezeni vztahu mezi metastatickym postizenim krénich uzlin a pfezitim pacienta na
podkladé exprese Ten, Fn a Gal u MSR a SCC.

Bod C: Porovnani genové exprese na podkladé DNA microaray analyzy Ten positivnich a Ten

negativnich vzorka SCC.

3. MATERIAL A METODIKA

Detailni popis metodik je uveden v jednotlivych ¢lancich, které tvoti soucast této dizertacni

prace.

4. VYSLEDKY

Cil 1

Efekt kondiciovanych médii na formovani bunéénych kolonii bunéénych linii PDAC

Vysledky ukézaly, ze efekt kondiciovanych médii na velikost a pocet bunéénych linii zavisi na
typu linie PDAC. V 6 ptipadech z 8 ptevazil positivni efekt. Kondicionovand média z PANF
(P10 a P11) zvétsuji velikost kolonii u Panc-1, MIAPaCa-2 a CAPAN-2, u PaTu-8902 nebyl
pozorovan vliv velikost kolonii v porovnani s kultivaci v kontrolnim/bézném médiu.
Kondicionovand média z HF zvétSuji velikost kolonii u Panc-1, MIAPaCa-2 a PaTu-8902, u
CAPAN-2 byl pozorovan mirné¢ negativni vliv na velikost kolonii v porovnani s kultivaci v
béZzném médiu. Pocet kolonii u Panc-1 a CAPAN-2 stimulovanych kondiciovanymi médii z
PANF/HF byl vétsi nez pii kultivaci v bézném médiu, ale pouze u Panc-1 byl efekt
kondiciovanych linii z PANF vétsi neZ u kondiciovanych médii z HF. Inhibi¢ni aktivita na
pocet kolonii byla pozorovana u linii MIAPaCa-2 a PaTu-8902 v porovnani s kultivaci

v bézném meédiu.



Western blot analyza PDAC bunéénych linii pod vlivem kondiciovanych médii

Metodou Western blot byla na proteinové urovni hodnocena diferenciace na podkladé exprese
K8, K14, K19 a EMT na zdklad€ exprese markert Slug, Snail, vimentin a E-cadherin/N-
cadherin. Nejvétsi zménu exprese pod vlivem kondiciovanych médii vykazoval K8, zatimco
exprese K14 a K19 ziistala relativné stabilni. Kondicionovana média indukovala expresi K8 u
linii Panc-1 a CAPAN-2, naopak snizila jeho expresi u linie MIAPaCa-2. Exprese K8 u linie
PaTu-8902 byla beze zmény. Kondicionovand média expresi N-cadherinu a Snail a sniZovala
expresi E-cadherinu u linii Panc-1 a MiaPaCa-2. U linie CAPAN-2 byla pfi pouZiti
kondiciovanych médii minimélni zména v expresi Snail a Slug, doslo ke zvySeni exprese E-
cadherinu a absenci N-cadherinu. Kondicionovand média nem¢la zasadni vliv na zménu

biologickych vlastnosti PaTu-8902 linie.

Imunofluorescencni analyza bunéénych linii PDAC

Imunofluorescenénim barvenim byla na fenotypové trovni hodnocena exprese K8, K17, K19
vimentinu a Ki67. Exprese K8 byla prokdzana u vSech linii PDAC, pfidani kondiciovanych
médii expresi K8 lehce zvysilo u linii Panc-1 a MIAPaCa-2, sniZilo u linie CAPAN-2, u linie
PaTu-8902 ziistala exprese K8 neménna. Exprese K19 nevykdazala zasadni zménu pii kultivaci
v kondiciovanych médiich u zadné linie. Signal pro K17 nebyl zjistén u vétsSiny linii. Linie
Panc-1 a MiaPaCa-2 exprimovaly vimentin, linie CAPAN-2 vykazovala slabsi signal pro
vimentin, u linie PaTu-8902 byla na pfitomnost vimentinu velmi chud4. U Ki67 nebyla
prokazana vyznamna zmeéna pii pouziti kondiciovanych médii u linii Panc-1 a MIAPaCa-2. U
linii PaTu-8902 a CAPAN-2 byla pfi pouziti kondiciovanych médii exprese Ki67 zvySena.
Pouziti médii obohacenych o IL6, IL8 a MFGES indukovalo signal pro K19 a inhibovalo pro
K8 a vimentin u linie CAPAN-2.

Imunohistochemicka analyza v bright-field mikroskopii bunéénych linii PDAC a bunék
Z ascitu

Imunohistochemickou analyzou byla u bun€k z ascitu sledovana exprese K7, K8 a K19 a
vimentinu a exprese MFGES. Dale byla porovnavana exprese IL6, IL8, VEGFA, receptort pro
IL6 (IL6R), IL8 (IL8R) a VEGFARI1, VEGFAR2 mezi nadorovymi liniemi PDAC a buiikami
z ascitu. Analyza prokazala ze PANC-1 linie byla positivni na vSechny testované¢ markery. U

ostatnich linii a bun€k z ascitu byla pozorovana individudlni variabilita mezi sledovanymi



markery. Obzvlast se lisila exprese IL8, IL§R1 a IL8R2. VSechny pankreatické linie exprimuji
VEGFA a oba proteinové receptory VEGFAR1, VEGFAR?2 stejn¢ jako IL6 a IL8R2. Pouze
Panc-1 byly lehce positivni na IL8R 1. Slaby signal pro MFGES byl detekovan pouze pro bunky

ascitu. Buiiky ascitu také exprimovaly K7, K8, K19 a vimentin.

Imunohistopatologie PDAC vzorkt

Analyzované vzorky od pacientll P10 a P11 vykazovaly typické morfologické charakteristiky
PDAC charakterizované extensivnim desmoplastickym stromatem s infiltraci skupinami
nadorovych bunék. U vzorkli byla imunohistochemicky hodnocena exprese IL6, IL8, IL6R,
IL8R1, IL8R2 a VEGFA. Exprese IL6 a IL6R byla prokazdna v nadorovych butkach i
nadorovém stromatu. Signal exprese ILS8, obou receptorti IL8R1, IL8R2 chybél v8 z 11
sledovanych vzorkl. Ackoliv protein VEGFA chybél u vétSiny vzorkl byly detekovany oba
receptory VEGFAR1 a VEGFAR2 v nadorovych buiikach i nddorovém stromatu.

Imunohistochemicka a Western blot analyza PANF

Imunohistochemicky byla zjiStovana pfitomnost markerG vimentin, WSK, a-SMA,
fibronectin, nestin a Ki67 u PANF a HF. U PANF byla zietelnd exprese vimentinu,
fibronectinu, a-SMA a nestinu naopak HF a-SMA a nestin neexprimuji. Metodou Western blot
byla analyzovana ptitomnost PDGFR-f, vimentinu, WSK u PANF a HF. Western blot ukazal
pouze slabou expresi PDGFR- u PANF v porovnani s HF.

ELISA detekce IL6, IL8 a MFGES linii PDAC a HF/PANF

Produkce sledovanych faktort prokézala individualni variabilitu u PDAC s nizkou produkci
IL-6. Sekrece vSech sledovanych faktorti u HF 1 PANF byla ¢asové dependentni se zvySenim
sekrece pfi 120hodinové kultivaci. Pfi kultivaci PDAC v kondicionovanych médiich
z HF/PANF (za 48 hodin) se silné zvysila produkce IL6. Pouziti kondicionovanych médii
z HF/PANF nemélo vliv na produkci IL8 a MFGES.

Expresni celogenomové profilovani transcriptomu HF, PANF a MELF

PANF se odliSuje od MELF a HF v transkripcni aktivit¢ 1521 gend. Na podkladé Gene set
enrichment analyzy KEGG cest byl prokazan rozdil v nasledujicich drahach souvisejicich
s karcinogenezi: TGF-f signaling pathway, Transcriptional misregulation in cancer, Focal

adhesion, ECM-receptor interaction.



Ackoliv je vimentin exprimovan ve vSech studovanych fibroblastech, jeho exprese v PANF a
MELF je nizs$i nez u HF. Exprese FAP typickd pro CAF byla ptfitomna ve vSech typech
fibroblastt. Dalsi rozdil mezi HF, PANF a MELF byl pozorovan v transkripci K8 a K18, ktera
byla pozorovéana pouze u PANF. VSechny studované fibroblasty piekvapive exprimovaly K79.
PANF vykazovaly vyznamné silnéjsi expresi SMA v porovnani s HF/MELF. Hladina
transkripth /L6, VEGFA a MFGES byla zvySena u PANF/MELF v porovnéni s HF. Na druhou
stranu koncentrace /LS8 byla nizsi u PANF nez u HF/MELF. Exprese integrinu a periostinu
byla vyssi u PANF a MELF v porovnani s HF.

Cil 2

Imunofluorescen¢ni detekce Ten, Fn a Gal-1 u SCC, NM a MSR

Ten a Gal-1 casto chybély v NM a MSR, ale byly siln¢ exprimovany v SCC (NM nebo MSR
vs. SCC; p <0.01. Exprese Fn byla v NM rovnomérna, kdy polovina vzorka byla positivni
(Fn+) a druhda polovina negativni (Fn—). U MSR a SCC byla exprese pievazné Fn+ (NM vs.
MSR nebo SCC; p <0.01). Spole¢na koexprese Ten+, Fn+, Gal-1 positivnich (Gal-1+) vzorkta
se vyskytovala castéji u SCC (n=42, 55 %) nez u NM (n=3, 9 % p <0.01). Nejcastejsi
kombinace markeri u NM byla Ten— Fn+, Gal-1 negativnich (Gal-1-) (n=15, 45 %) a Ten—
Fn+, Gal-1- (n=13; 39 %). Tyto kombinace byly naopak vzacné u SCC Ten— Fn+, Gal-1- (3
%) a Ten— Fn+, Gal-1- (4 %; p <0.01). U vzorkli MSR se vyskytovali kombinace Ten+ Fn+
Gal-1+ (n=8; 24 %), Ten—Fn+Gal-1- (n=12; 36 %) and Ten—Fn-Gal-1- (n=11; 33 %)
s podobnou Cetnosti (p=0.568). Rozdily v koexpresi jednotlivych markerd mezi SCC a MSR

jsou statisticky vyznamné (p <0.05).

Vztah mezi expresi Ten, Fn, Gal-1 a pfitomnosti uzlinovych metastaz
Nebyla zjisténa Zadna statisticky signifikantni korelace mezi positivitou jednotlivych markert

a pfitomnosti uzlinovych metastdz (Ten: p=0.0715; Fn: p=0.906; Gal-1: p=0.963).

Vztah mezi expresi Ten, Fn a Gal-1 a pfezitim pacienta

Bylo hodnoceno pfeziti pacienta (overal survival, OS) i pfeziti pacienti bez navratu
onemocnéni (disease free survival DFS), kde nebyla zjiSténa signifikantni korelace mezi
2letym a Sletym OS a DFS, u Ten+ a Ten— pacientd s SCC. U pacientt s Tent+ a Ten—
resekatem (MSR) byl rozdil mezi 2letym a Sletym OS a DFS vyznamnéjsi, nedosahl ovsem



statistické vyznamnosti (2roky OS: p=0.168; Slet OS: p=0.218; 2roky DFS: p=0.0742; Slet
DFS: p=0.122). U pacienti NM pozitivita pro tenascin (Ten+) statisticky vyznamné zhorSila
Slet¢ OS a DFS (p <0.05). Nebyla zjiSténa zadna signifikantni korelace mezi Fn + a Fn—
pacienty s SCC, MSR a NM a 2/5letym a ptezitim (OS a DFS). 2let¢ OS u Gal-1- SCC
ukazovalo na lep$i prognozu, data vSak nedosahla statistické vyznamnosti. Zadna dalsi

statisticky vyznamna korelace mezi Gal-1+ a Gal-1- SCC, MSR a NM nebyla zjiSténa.

Microarray analyza Ten— a Ten+ vzorki SCC
Pii porovnani RNA profilu Ten—a Ten+ SCC byl zjistén rozdil v expresi 115 gent.
Analyza GSEA ontologie biologického procesu GO wukazuje na asociaci rozdilné
transkribovanych genti (p <0.005, odds ratio> 4, a minimaln¢ 3 DEG v genovém setu) v JAK-
STAT signaliza¢ni draze (GO:0046427), Gamma-aminobutyric acid signalizacni draze
(GO:0007214), ncRNA zpracovani (GO:0034470) a Positive regulation of STAT cascade
(GO:1904894).

Geny se zvysenou expresi u Ten+ SCC jsou argonaute 2 (AGO2), pseudouridylate synthase
7 (PUS?7) a preferentially expressed antigen in melanoma (PRAME). Naopak geny se sniZenou
expresi u Ten+ SCC jsou napiiklad: V-set and transmembrane domain containing 2 like
(VSTM2L), iduronidase alpha-L- (IDUA), beta-ureidopropionase 1 (UPBI), cerebellin 2
precursor (CBLN2), myosin light chain 9 (MYL9), basal cell adhesion molecule (BCAM) LIF,
interleukin 6 family cytokine (LIF).
Pti porovnani RNA profilu MSR mezi Ten— a Ten+ SCC byl zjistén rozdil ve 154 genech.
Analyza GSEA ontologie biologického procesu GO ukazuje na asociaci rozdilné
transkribovanych genti (p <0.005, odds ratio> 4, a minimalné¢ 3 DEG v genovém setu)
naptiklad v :acylglycerol acyl-chain remodeling (GO:0036155), regulation of sequestering of
triglyceride (GO:0010889), lipid storage (GO:0019915), triglyceride biosynthetic process
(GO:0019432), fatty acid homeostasis (GO:0055089), neutral lipid biosynthetic process
(GO:0046460)
U MSR Ten+ SCC byla zjisténa zvysSena aktivita genu signal recognition particle 9 (SRP9).
Naopak geny se snizenou aktivitou byly naptiklad: thyroid hormone responsive (THRSP),
perilipin 4 (PLIN4), GO/G1 switch 2 (G0S2), perilipin 1 (PLINI), lipoprotein lipase (LPL),
superoxide dismutase 3 (SOD3), regulator of G protein signaling 2 (RGS2), lipase E, hormone
sensitive type (LIPE).



Expresni profil NM u Ten—a Ten+ SCC je podobny. Byla zjiSténa rozdilna exprese u genti pro
RABI1B (¢len rodiny RAS onkogentll) a genu pancreatic progenitor cell differentiation and
proliferation factor (PPDPF), nebyla ovSem dosazena statistickd vyznamnost (p=0.21).

DISKUZE

Cil 1

TME ma klicovou roli umoziujici pifimé biologické ovlivnéni nadorového parenchymu.
Vzhledem k tomu, ze u PDAC tvoii desmoplastické stroma az 90 % objemu nadoru, lze
predpokladat jeho krucialni vyznam (Opitz et al. 2021). U vétSiny nadord je popisovan tumor
podporujici vliv TME s positivnim efektem na velikost, rychlost déleni a metastaticky potencial
nadorovych bunék a také schopnost nddoru odolavat imunitni reakci a protinadorové terapii
(L1, Fan, and Houghton 2007; Lorusso and Ruegg 2008; Plzak et al. 2010; Anderson and Simon
2020). U nadort pankreatu je ovsem role TME velmi variabilni a je popsédna i jeho supresivni
role pfi progresi nddorového bujenti, a to jak experimentalnimi, tak i klinickymi studiemi (Ho,
Jaffee, and Zheng 2020; Ding et al. 2018). Zda se, ze biologicky ucinek CAF u PDAC, na
rozdil od jinych typl tumorid, ma piekvapivé spise inhibi¢ni nez pronadorovy efekt (Omary et
al. 2007). Podobn¢ variabilni vysledek interakce PANF s liniemi PDAC byl pozorovan i
v naSich experimentech. Zména je pravdépodobné vyvoldna jak rozdilnym fenotypem, tak
rozdilnou sensitivitou PDAC na parakrinni stimulaci PANF. Jednotlivé linie PDAC odpovidaly
na vliv PANF rtznorodé¢ z hlediska rastu, velikosti kolonii a wvariability fenotypu.
Nejagresivngj§i chovani bylo pozorovano u linie Panc-1 (zvySeni poc¢tu bunck a velikosti
kolonii, sou¢asna exprese vimentinu a K8), linie PaTu-8902 byla PANF naopak inhibovana.
Ne&kolik studii prokézalo, Zze agresivita a invazivita PDAC je zavisla na EMT (Rhim et al. 2012;
Alderton 2013). S EMT je spojena zvysena exprese transkrip¢nich faktorti Snail, Slug, proteinu
vimentinu a zména exprese E-cadherinu na N-cadherinu (Liu et al. 2015; Hotz et al. 2007).
V nasich experimentech proto byla hodnocena jejich pfitomnost, resp. neptitomnost.

Role PANF byla variabilni. PANF stimulace linii PANC-1 a MiaPaCa-2 prokazala up-regulaci
sledovanych znaki. Linie PaTu-8902 a CAPAN-2 na stran¢ druhé projevily jistou rezistenci
vuci ucinku PANF. Zmény v ptitomnosti riaznych keratini u nadorovych bun¢k PDAC byly
popsané v nékolika studiich. Jejich pfesnda role v nadorové progresi neni zatim jasné
definovana. Jako ptiklad mizeme uvést expresi K17 nebo K19. Exprese K19 je u PDAC je

pfitomna pii maligni transformaci (Brembeck and Rustgi 2000). Abundantni exprese K17 u



PDAC byla v nékterych studiich spojena s nejagresivnéj$im subtypem malignity pankreatu
(Roa-Pena et al. 2019), na druhou stranu v jinych pracich byla up-regulace K17 definovana
protektivnim €inkem, potlacenim EMT a supresi nddoroveé proliferace (Zeng et al. 2020). CAF
a jejich kondicionovana média maji schopnost ovlivnit zménu exprese keratinii u nddorovych
bunék (Dvorankova et al. 2012). V ramci nasi studie byl prokdzdn minimalni vliv PANF na
linie PDAC, pouze u linie PaTu-8902 byla kondiciovanymi médii potencovana exprese K19.
Prozanétlivé cytokiny jsou dysregulovany u mnoha biologickych procesii. Rozhodujici dopad
maji IL-6 a IL-8 (Padoan, Plebani, and Basso 2019). Hladina cirkulujiciho IL6 je signifikantné
zvySena u pacientl s PDAC a positivné koreluje s nddorovou progresi a metastatickym
potencidlem (Holmer et al. 2014; Kim et al. 2017). IL-8 je spojen s invazivitou,
neovaskularizaci a celkovou progresi PDAC (Matsuo et al. 2009). Pro porovnani vlivu IL-6 a
IL-8 v nasi praci, byla srovnana jejich exprese a exprese jejich receptorti u linii PDAC, bunék
z ascitu a zmrazenych fezti P10/P11. U vSech zkoumanych vzorkid byla prokadzéna vysoka
pozitivita pro IL-6 a IL-6R, exprese IL-8 méla vétsi variabilitu a u zmraZenych fezti P10/P11
nebyl signal pro IL-8 a IL-8R piitomen viibec. Proménlivost v expresi I1-8 a IL-8R byla
nicmén¢ publikovana i jinymi skupinami (Hussain et al. 2010). S imyslem prokazat nezbytnou
minimalni koncentraci interleukinli pro adekvatni biologickou odpovéd’ byla stanovena
kvantita syntézy IL-6 a IL-8 PDAC liniemi a PANF a nésledn¢ byl hodnocen vliv na jejich
produkci pii vzajemné interakci PDAC a PANF. Jak linie PDAC, tak HF a PANF produkovaly
IL-6. Hladina IL-6 byla vyssi u PANF 1 HF neZ u vSech linii. Linie PDAC secernovaly IL-8 ve
vétsim mnozstvi nez IL-6, u PANF 1 HF byla ale jeho produkce variabilngjs$i. Na mRNA trovni
byla exprese IL-8 nizsi u HF nez u MELF. Pti vz4jemné interakci mezi PANF a liniemi PDAC
se exprese IL 6 vyrazné zvySila. To ukazuje na regulaci produkce IL-6 jak nadorovymi
bunikami, tak i CAF. Naopak produkce IL-8 nebyla ovlivnéna kondiciovanymi médii z HF ani
PANF, coz mlze poukazovat na relativni autonomii v jeho produkci buitkami PDAC.
MFGES8 ma schopnost vazby na povrch apoptickych bun¢k s naslednou neefektivni imunitni
odpovédi, je tak dulezitym faktorem nadorové progrese (Sugano et al. 2011). Funkce MFGES
u PDAC zatim neni popsana. Stanoveni expresniho profilu a produkce proteinti potvrdilo
vyrazné vyssi exprest MFGES8 u PANF neZ u kontrolnich HF. U linii PDAC byla vyssi sekrece
MFGES prokazéana pouze u Panc-1, nicmén¢ u vsech linii byla produkce MFGES8 zvySena pfi
dlouhodobé kultivaci. Exprese MFGES u HF 1 PANF byla vyznamna a ¢asové dependentni.
Kondicionovand média z HF i PANF ovSem dopad na zvySeni sekrece MFGES nadorovymi

buitkami neméla. To ukazuje na dilezitou, relativné autonomni roli PANF v produkci MFGES.



Zkoumanim transkriptomu HF a CAF se potvrdily rozdilné biologické vlastnosti a chovani
obou bunécnych skupin. CAF maji geny se zvySenou aktivitou pro cytokiny, které maji
schopnost parakrinné stimulovat nddorové buiiky a podpoftit tak jejich proliferaci, invazivitu,
angioinvazi, EMT a metastaticky potencidl (Gonzalez et al. 2016; Papaccio et al. 2021). Pfi
porovnani HF, MELF a PANF, které byly pouzity v pfedchozich experimentech, byl zjistén
rozdil v nékolika KEGG drahach. Deregulovana byla naptiklad signalizani drdha TGF-g,
jedna z nejdulezitéjSich drah spojend s EMT (Xu, Lamouille, and Derynck 2009). PANF
exprimovaly vyss§i hodnoty periostinu spojeného s angiogenezi a EMT (Kanno et al. 2008; Liu
et al. 2016) a VEGF-A ktery ovliviiuje nejen angioinvazi a vaskularni permeabilitu, ale také
formovani kmenovych nddorovych bunck nebo iniciaci nadorového bujeni (Goel and Mercurio
2013). Nebyla prokazana vyznamna nadprodukce /L-6 a IL-8, naopak byl zvySen¢ aktivovan
aSMA. PANF predstavuje heterogenni populaci bunék s moznosti diversifikace funkci pti
tvorb¢ reaktivniho nadorového mikroprostredi. Obecné nejpocetnéjsi zastoupeni ve stromatu
maji 2 linie PANF. Prvni skupina je spojena s expresi aSMA a nizkou produkci zanétlivych
cytokint, zatimco druhou skupinu PANF charakterizuje vysoka produkce zanétlivych cytokint
a absence aSMA (Watt and Morton 2021). Expresni profil ndmi izolovanych PANF odpovidal
prvni skupiné CAF. Existuje n¢kolik hypotéz popisujici mozny ptivod CAF. Jednim z hlavnich
zdroji CAF jsou lokalni HF, podocyty a mezenchymové SC (Dvorankova et al. 2015).
Imunohistochemické zndzornéni izolovanych PANF na vybrané cytokeratiny bylo negativni,
ovSem transkript mRNA pro K8 a K19 byl u PANF detekovan. Je diskutabilni, zda mizeme
timto zptisobem predikovat EMT u CAF, protoze exprese cytokeratinll byla zjisténa u HF nebo
mezenchymovych SC i za jinych podminek (Yang et al. 2015; Tong et al. 2018; Chen et al.
2018).

TME u PDAC neni jednotna entita, ale pomérné heterogenni ekosystém. Zda se, Ze terapie

cilena na TME by mohla ptinaset rozdilné ucinky v disledku jeho molekularni heterogenity.

Cil 2

Imunohistochemické barveni potvrdilo Castéjsi koexpresi Ten, Fn a Gal-1 u vzorki SCC, v
porovnani se vzorky NM a MSR. Jejich positivni vliv na nadorovou proliferaci, EMT,
angiogenezi a nadorovou migraci je vSeobecné pfijiman (Yoshida, Akatsuka, and Imanaka-
Yoshida 2015; Lin et al. 2019; Cousin and Cloninger 2016), ovSem vliv na prognézu pacienta
je pfedmétem diskusi. Exprese Ten u CAF je spojovdna s vyS$im stddiem onemocnéni,

pritomnosti uzlinovych metastaz, klinickym stadiem a nddorovou rekurenci (Yang et al. 2016).



Existuji ale 1 prace, které nepopisuji asociaci mezi piezitim a expresi Ten (Atula et al. 2003)
nebo je popsana asociace pouze pii expresi Ten ve stromalni tkani (Sundquist et al. 2017). Na
zéklad€ metaanalyz je pfitomnost Gal-1 v nadorech spojena s horsi progndézou (Wu et al. 2018).
Asociace mezi vyskytem Fn a prezitim je spornd (Lin et al. 2019). V nasem souboru ovSem
zadny vztah mezi expresi téchto molekul a klinickym statusem pacientt prokazan nebyl.

V dalsi fazi experimentu byla provedena celogenomové analyza transkriptomu a urc¢en rozdil
v genové expresi mezi Tent a Ten— SCC. Srovnani genového profilu identifikovalo
rozdilnou expresi gend pro kinazy a gent pro receptory souvisejici s nadorovou proliferaci.
Mezi geny se sniZzenou aktivitou u Ten — SCC patii JAK2. Tato strukturn€ non-receptorova
kin4za asociovana s cytokininovymi receptory se podili na bunééné proliferaci, diferenciaci
nebo histonové modifikaci a jeji overexprese je spojena se Spatnou prognoézou u
nasofaryngealnich karcinomi (He et al. 2016). Druhy prominentni gen se snizenou aktivitou je
Notchl, ktery kontroluje diferenciaci bun¢k véetné EMT (Yu and Li 2022). Notchl je tak
zapojen v mnoha vyvojovych procesech a mutacich asociovanych s riiznymi typy leukémii a
HNSCC (Leong et al. 2007; Cancer Genome Atlas 2015).

Mezi geny se zvySenou aktivitou u Ten— SCC patti LIF a BCAM. LIF podporuje aktivaci HF
u riiznych typi nddorti (Albrengues et al. 2014). BCAM je asociovan s nizce diferencovanymi
keratinocyty a je exprimovan u epitelidlnich koznich tumor nebo u zanétlivého procesu
v epidermis (Schon et al. 2000). V dalsi ¢asti mapovani genové exprese byl hodnocen
transkripéni profil MSR na zédkladg stratifikace Ten SCC. Ten— SCC méli v okolnim MSR
silnou aktivitu genl spojenych s lipidovym metabolismem. Prominentnim genem byl LEP,
ktery hraje klic¢ovou roli v energetické bilanci a adaptaci organizmu na hladovéni (Mechanick,
Zhao, and Garvey 2018), patfi ale také mezi tumor podporujici geny napiiklad u karcinomu
prsu nebo jater (Barone et al. 2012; Xiong et al. 2014). LEP je zapojen do regulace ERK drahy
a JAK2-STAT signalizace, zaroven se podili na up-regulaci proteinu BIRCS a v neposledni
fade koriguje pfitomnost MMP a TIMP (Jiang et al. 2008; Jiang, Li, and Rui 2008; Park et al.
2001). Nartst exprese LEP koreloval s nadprodukei Gal-12. Nase vysledky odhaluji vyrazné
rozdily v genové expresi u vzorki stratifikovanych podle matrixového glykoproteinu Ten,
nicméné bez prognostického vyznamu. U MSR byl nejvyraznégjsi rozdil vyjadien v genové

expresi spojené s lipidovym metabolismem.



ZAVER

TME ma kli¢ovou roli umoziujici pfimé biologické ovlivnéni nadorového parenchymu PDAC.
Pii interakci PANF s liniemi PDAC byl zjistén jejich heterogenni efekt. Nejagresivnéjsi
chovani z hlediska rtstu bunék, velikosti kolonii a fenotypu bylo pozorovano u linie Panc-1,
linie PaTu-8902 byla PANF naopak inhibovana. PANF zvysené exprimovaly markery spojené
s EMT (Snail, Slug, N-cadherin a vimentin) u linii Panc-1 a MiaPaCa-2. Vliv PANF na zménu
exprese cytokeratind byl minimalni, pouze u linie PaTu-8902 byla potencovéana exprese K19.

U linii PDAC, bunék z ascitu a P10/P11 byla prokazana vysoka pozitivita pro IL-6 a IL-6R.
IL-6 produkovaly ve vyznamném mnozstvi i samotné¢ HF a PANF. Sekrece IL-6 byla pfi
vzajemné interakci mezi PANF a liniemi PDAC vyrazné potencovana. Ackoliv linie PDAC
produkovaly vyznamné mnozstvi IL-8, nebylo jeho mnoZstvi ovlivnéné kondicionovanymi
médii z HF ani PANF. Stanoveni expresniho profilu a produkce proteinti potvrdilo Casové
dependentni expresi MFGE8 u PANF a linie Panc-1. Stejné jako u IL-8 neméla kondicionovana
média z HF 1 PANF vliv na jeho sekreci.

Analyza transkriptomu PANF prokazala vyssi hodnoty mRNA u nékterych geni naptiklad
periostinu, VEGF-A a aSMA, ptekvapivé nebyla prokdzana vyznamna exprese /L-6 a IL-8. U
PANF byl dale prokazan transkript pro K8 a K19, coz by mohla byt znamka jejich epitelidlniho
puvodu a EMT.

Ziskana data dopliiuji mozaiku interakce mezi PANF a buitkami PDAC, vzhledem k jeji
variabilité 1ze predikovat budoucnost 1é¢ebné strategie PDAC spiSe v jeji individualizaci pro
konkrétniho pacienta.

Imunohistochemické barveni potvrdilo Castéjsi koexpresi Ten, Fn a Gal-1 u vzork SCC, v
porovnani se vzorky NM a MSR. Srovnani genového profilu mezi Ten+ a Ten— SCC
identifikovalo rozdilnou expresi gent pro kindzy a genti pro receptory souvisejici s nddorovou
proliferaci.

K dilezitym geniim se snizenou aktivitou u Ten— SCC patii JAK2 a Notchl. Mezi geny s
relevantné zvysenou aktivitou u Ten— SCC patii LIF nebo BCAM.

Ten— SCC méli v okolnim MSR silnou aktivitu genli spojenych s lipidovym metabolismem,
prominentnim genem byl LEP. Nase vysledky odhaluji vyrazné rozdily v genové expresi u
vzorkl stratifikovanych podle matrixového glykoproteinu Ten, nicméné bez prognostického

vyznamu.
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