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ABSTRAKT:

Vzijemna komunikace a vztah mezi nadorovymi bunikami a nddorovym mikroprosttedim
(tumor microenvironment, TME) piedstavuje esencidlni roli v pochopeni nadorové ekologie.
Stanoveni rozdili mezi nddorovou a zdravou/nenddorovou tkdni na molekuldrni a genetické
urovni je klicové pro popsani biologie tumoru.

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). Dale byl ur¢en a porovnan fenotyp bunck odvozenych z ascitické tekutiny pacienta
v terminalnim stddiu PDAC s testovanymi bunénymi liniemi PDAC a histologickymi fezy
primarniho tumoru. Nésledné 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), buiky z okraje
chirurgického resekatu (MSR) a buiikky normalni sliznice (NM) u pacientil operovanych pro
spinocelularni karcinom hlavy a krku (HNSCC) a tyto vysledky korelovat s jejich klinickymi
charakteristikami. Nésledné byl proveden celogenomovy profil vzorkit SCC, MSR a NM na

zéklad¢ stratifikace exprese Ten.

Vysledky

Cil 1

Kultivace ¢tyt linii PDAC pod vlivem kondiciovanych médii z HF a PANF méla heterogenni
charakter. Po stimulaci bylo nejvice agresivni chovani ziskano u bunééné linie Panc-1 zatimco
linie PaTu-8902 byla médii spiSe inhibovéana. Transkriptom PANF prokazal zvySenou expresi
nékterych genidt (napt. IL-6, IL-8, MFGES, periostin), které mohou pfispivat k nddorové
progresi a agresivite.

Cil 2

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
nekolika gent souvisejicich s nadorovou progresi u Ten+ (tenascin positivni) SCC a silnou
aktivitou genl souvisejicich s metabolismem lipidd v MSR Ten— (tenascin negativni) SCC.

Rozdil v genovém profilu NM na zaklad¢ Ten stratifikace nebyl vyznamny.



Zaver

TME vyznamné ovliviiuje chovani bunék PDAC. Na zaklad¢ jejich vysokeé variability a jejich
rozdilné interakce s TME, lze ptedpokladat obtize pfi determinovani universalni lécebné
strategie PDAC. Dalsi vyzkum muize cilit na stanoveni individualizovaného nadorové
specifického 1é¢ebného protokolu, ptipadné na odhaleni spolehlivého prognostického markeru
pro v€asnou diagnostiku nadoru. Genova analyza prokdzala vyznamné a specifické zmény na

zékladé Ten stratifikace u SCC pacientil, nicméné bez vlivu na progndézu onemocnéni.

Klicova slova
nadorové mikroprostiedi, pankreaticky duktalni adenokarcinom, fibroblasty, nadoroveé-
asociovang fibroblasty, transkripéni profil, tenascin, fibronektin, galektin-1, dlazdicovy

karcinom, chirurgicky resekat, sliznice



SUMMARY:

Intercommunication and the relationship between tumor cells and the tumor microenvironment
(TME) is essential for understanding tumor ecology.

Determining the differences between tumor and healthy/non-tumor tissues at the molecular and
genetic level is crucial for describing tumor biology.

The present dissertation addresses two main goals.

First, the interaction between four pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cell lines and
conditioned media from normal fibroblasts (HF) and PDAC-derived tumor-associated
fibroblasts (PANF). Furthermore, the phenotype of cells derived from ascitic fluid of patients
with terminal stage PDAC was determined and compared with PDAC cell lines and histological
sections of the primary tumor. Subsequently, the whole-genome profile of PANF was
determined.

The focus of the second goal was to distinguish cells from the squamous cell carcinoma (SCC),
surgical resection margin (MSR), and normal mucosa (NM) of 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

The first goal

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. IL-6, IL-8, MFGES, periostin) that may contribute to tumor
progression and aggressiveness.

The second goal

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+ SCC and strong upregulation of genes related to lipid metabolism



in MSR Ten— SCC. The difference in NM gene profile based on Ten stratification was not

significant.

Conclusion

Based on the high variability of PDAC cells and their differential interaction with TME, the
difficulty of determining the universal treatment strategy for PDAC can be anticipated, and
further research may aim to establish the individualized tumor-specific treatment protocol or
to discover the reliable prognostic marker for early cancer diagnosis.

Gene analysis showed significant and specific changes based on Ten stratification in SCC

patients, however without affecting the prognosis of the disease.

Keywords

tumor microenvironment, pancreatic ductal adenocarcinoma, healthy fibroblasts, cancer
associated fibroblasts, cancer associated fibroblasts from pancreatic ductal adenocarcinoma,
whole genome profile, tenascin, fibronectin, galectin-1, squamous cell carcinoma, surgical

resection margin, normal mucosa, head and neck squamous cell carcinoma



Seznam zkratek

5-FU: 5-fluorouracil

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

BCAM: Basal-cell adhesion molecule
BMP-4: Bone morphogenetic protein 4
BRCA1/2: Breast cancer gene 1/2

BSA: Bovine serum albumin

CAF: Cancer associated fibroblasts
CAPAN-2: linie PDAC

CARs: Chimeric antigen receptors

CCL: C-C motif ligand

CCNDI: Cyclin-D1

CD: Cluster of differentiation

CSC: Cancer stem cells

CSF-1R: Colony stimulating factor 1 receptor
CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte Antigen-4
CTRL: kontrolni/bézné médium

CXCL: C-X-C motif chemokine ligand
CXCR: C-X-C chemokine receptor

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium
ECL: Enhanced chemiluminescence

ECM: Extracellular matrix

EGF: Epidermal growth factor

EGFR: Epidermal growth factor receptor
ELISA: Enzyme-linked immuno sorbent assay
EMT: Epithelial-mesenchymal transition
ERBB: Erb-B2 receptor tyrosine kinase

ESC: Epidermal stem cells

FAK: Focal adhesion kinase

FAP: Fibroblast activation protein

FasL: Fas ligand

FBS: Fetal bovine serum

FGF: Fibroblast growth factor



FGFR: Fibroblast growth factor receptor

Fn: Fibronektin

Fn—: Fibronektin negativni

Fn+: Fibronektin positivni

FOLFIRINOX (FOL — folinic acid, F-5-FU, IRIN — irinotecan, OX — oxaliplatin)
FSP-1: Fibroblast specific protein-1

Gal: Galektin

Gal-1-: Galektin-1 negativni

Gal-1+: Galektin-1 positivni

GVAX: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor gene-transfected tumor cell
vaccine

HaCaT: linie nenadorovych keratinocytt

HF: Healthy fibroblasts

HGEF: Hepatocyte growth factor

HNSCC: Head and neck squamous cell carcinoma
HPV: Human papillomavirus

HRAS: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
HRP: Horse radish peroxidase

CHRT: chemoradioterapie

CHT: chemoterapie

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1

ICOS: Inducible T-cell COStimulator

IDO: Indoleamine 2,3dioxygenasa

[FN-a: Interferon a

IGF-1: Insulin-like growth factor 1

IGF-2: Insulin-like growth factor 2

IGFBP-7: Insulin-like growth factor-binding protein 7
IHC: Immunohistochemistry

IL: Interleukin

ILO6R/IL8R: IL6/ILS8 receptor

IMRT: Intensity modulated radiotherapy

JAK2: Janus kinéaza 2

K: Cytokeratin

LC: Laryngeal cancer
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LEP: Leptin

LIF: Leukemia inhibitory factor

McCoy: McCoy medium

MELF: Melanoma derived CAFs

MFGES: Milk fat globule-EGF factor 8
MHC: Major histocompatibility complex
MIAPaCa-2: linie PDAC

MIF: Macrophage migration inhibitory factor
miRNA: microRNA

MMPs: Matrix metalloproteinases

MSDC: Myeloid derivated suppressor cells
MSR: Surgical resection margin cells

ND: Node dissection

NF1: Neurofibromin 1

NFDM: Non-fat dry milk

NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain
NK: Natural killer cells

NM: Normal mucosa cells

Oct-4: Octamer-binding transcription factor 4
OPSCC: Oropharyngeal squamous cell carcinoma
OSCC: Oral squamous cell carcinoma

P10 a P11: bunky primarniho PDAC

Panc-1: linie PDAC

PANFs: PDAC derived CAFs

PaTu-8902: linie PDAC

PBS: Phosphate-buffered saline

PD-1: Programed cell death 1

PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma
PDGF: Platelet-derived growth factor
PDGFR: Platelet-derived growth factor receptor
PDL-1: Programed cell death ligand 1
PEGPH20: Pegylated recombinant human hyaluronidase PH20
PSC: Pancreatic stellate cell

PVDF: Polyvinylidene difluorid



R1 resekce: mikroskopické rezidum nadoru
RIN: RNA integrity number

RT: radioterapie

S100A4: S100 calcium-binding protein A4
SC: Stem cells

SCC: Squamous cell carcinoma

SDS: Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE gel: Sodium dodecylsulphatepolyacrylamide gel electrophoresis

SHH: Sonic hedgehog

STAT-3: Signal transducer and activator of transcription 3
STING: Stimulator of interferon genes

TAMs: Tumor-associated macrophages

TANs: Tumor associated neutrophils

TBS: Tris—buffered saline

TCR: T-cell receptor

Ten: Tenascin

Ten—: Tenascin negativni

Ten+: Tenascin positivni

TGF-B: Transforming growth factor

TIL: Tumor-infiltrating lymphocytes

TIMP: Tissue inhibitors of metalloproteinases

TL: Total laryngectomy

TLM: Trans-oral laser microsurgery

TME: Tumor microenvironment

TNFRSF: Tumor necrosis factor receptor superfamily
TORS: Trans-oral robotic surgery

TP53: Tumor protein 53

Treg: Regulatory T cells

VEGEF: Vascular endothelial growth factor
VEGFAR1/VEGFAR?2: Vascular endothelial growth factor receptor
VICAM-1: Vascular-cell adhesion molecule
WNTI16B: Wnt Family Member 16

WSK: Wide-spectrum keratin

YAP: Yes-associated protein
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aSMA: Alpha smooth muscle actin

OBSAH
L V0D e e .16
1.1 Karcinom PanKICatU .........cc.eeeeuieeiiieeriieeiiee et e eieeeetee et eesete e e ereeesaaeeesaneeeeaseeensaeeennes 16
1.1.1 Incidence @ MOTAlItA .......cccueeiiiiiiiiiiiiieee e e 16
L. 1.2 BHIOLOZIC oottt ettt et e et e e st eebaessaeenbeensaeensaeenseenseannnas 17
L.1.3 HISTOLO@IE .ttt et ettt ettt et e et e esseeenbeeenseeseananes 17
1.1.4 SOUCASNA LETAPIE ..eeuvvieutieiiieiieeiieeieet e ite et et e et e it e sateesbee e beessbeebeesnteebeesnneenseesaneas 18
1.2 Karcinomy hlavy @ KIKU ....c.ooeoiiiiiieiieceeee e e e 19
1.2.1 Incidence @ MOTTAlIta .......ccc.eiiiiiiiiiiiiiiee e e 19
L.2.2 BHIOLOZIC oottt ettt ettt ettt st e st e s sbe e saeenbeenaeesnbeensneenseas 20
1.2.3 SOUCASNA LEIAPIC ...eeeuvieniieeiiieiieeieeeitei ettt eeste et e et e et eesateesateeabeesabeenseesaseenseesnseenseas 21
1.3 NAdOrove MIKTOPTOSIIEAT ....ecvvieeiiieeiieciie ettt e e e e e e e es 23
1.3.1 KMENOVE DUNKY ..eeeiiiieiiiiciieeeee ettt ettt e e e e e e e ennee s 24
1.3.2 Nadorove asociovang fibroblasty .........c..ccceeeeieeriieriieiiienieeiiesie e 25
1.3.3 Riistové faktory, cytokininy a interleukiny ............cccooceriiiiiiniiiniiinie e 27
1.3.4 Extracelularni matrix a jeji remodelace u naddortl ........c..eeeevveeviieeeiieeeiie e 30
1.3.5 GAlCKEINY ..eeviieiiie ettt et e et e e e e et eeetaeeessaeeensseeesseeesssaeessseaennsaeenns 31
1.3.6 Imunitni systém: bojovnik proti nddoru, nebo jeho pomocnik .........cccceeeeuirienencnnn 32
1.4 NAAOTOVA ZENETIKA ....ouvieiiiiiiiieiieie ettt et e b e e saeenseens 36
2. CIL PRACE ..ottt 40
3. MATERIAL A METODIKA .......ooooviiimiiiieeeeeeeeeeeeeee e 42
K T8 (0 1 I OO PRUPSUSRRO 42
3 1.1 BUNEENE TINIC ..oveiiniiiiiiiiieieeeeite ettt st sttt ettt 42
3.1.2 Lidské primarni kultury bun€k a odber vzorkl tkani .............cccceeiiiniiiiiniiiiee, 42
3.1.3 Nadoroveé builky z punktatu aSCItU .........ccceeeiiiieiiiireiiee et ieeeevee e e eeevee e 43
3.1.4 Nadorov¢ linie kultivované v kondiciovanych médiich z PANF a HF ..................... 44
3.1.5 Efekt kondiciovanych médii na formovani bunécnych kolonii linii PDAC ................ 44
3.1.6 Western blot analyza buné¢nych linii PDAC pod vlivem kondiciovanych médii ....... 45
3.1.7 Imunofluorescencni analyza linii PDAC .........cccoooiiieiiicieeee e 46
3.1.8 Bright-field imunohistochemicka analyza linii PDAC, bunék z ascitu a nadorové tkané
Z PANKICALU ..eevivieiiiieiiiee ettt et e e ettt e et e e st e e e eteeensaeeensaeeensaeeenseeeenbeeennbeeennreeenns 47



3.1.9 ELISA detekce IL-6, IL-8 a MFGES linii PDAC a HF/PANF ...........ooeoiiiiiiiii, 48

3.1.10 Expresni celogenomové profilovani transcriptomu HF, PANF a MELF ................... 49
3.1.11 Statistickd @nalyza ........oeeiieieiiieciecee e e 50
3.2 CHI Lttt sttt et a bt a e bt ettt b e e b et na e et eanens 50
3.2.1 OdDEI tKANT ..ottt sttt st st 50
3.2.2 ZPracoVANT tKANT .......eeiiiiieiiiicciie ettt eetae e st e e e e e e s aeeeeare e e nreeenens 51
3.2.3 Imunofluorescenéni detekce tenascinu (Ten), fibronektinu (Fn) a galektinu-1

(Gal-1) U SCC, NM @ MSR ..ottt 51
3.2.4 MICTOAITAY QNALYZA ..c.evieiiiiiiiiiieeie et et ettt st e et esaaeenbeeeneeas 51
4. VYSLEDKY w.oooiimiiamiirsiieesseesse sttt 53
O 1 SRS 53
4.1.1 Efekt kondiciovanych médii na formovani bunéénych kolonii bunéénych linii

PDAC. ettt ettt et h et ea et e nee 53
4.1.2 Western blot analyza PDAC bunécnych linii pod vlivem kondiciovanych médii........ 54
4.1.2 Imunofluorescen¢ni analyza bunécnych linii PDAC..........ccccoooviiiiiiiiieeeeeen 55

4.1.3 Imunohistochemické analyza v bright-field mikroskopii bunéénych linii PDAC a bunék

Z ASCTIEUL c1 ettt ettt h et h e h et h e bttt e a e bt et e e a e e eh e e bt ea b e eh e e bt et e bt e teeatenaeens 57
4.1.4 Imunohistopatologie PDAC VZOTKU.........cccueeriiiriiiiiieiieiiece ettt 58
4.1.5 Imunohistochemicka a Western blot analyza PANF...........cccoooiiiiiiiiiiieeeeee e, 59
4.1.6 ELISA detekce IL-6, IL-8 a MFGES linii PDAC a HF/PANF ......cccoooiiiiiiiiieieee 60
4.1.7 Expresni celogenomové profilovani transcriptomu HF, PANF a MELF ..................... 62
A2 CHLIT ettt ettt s a et sa e ae et et sbe e beeatesbeenaeeatenaeens 64
4.2.1 Imunofluorescencni detekce Ten, Fn a Gal-1 u SCC, NM a MSR .......cccccevvvvvnnnnnnnnen. 64
4.2.2 Vztah mezi expresi Ten, Fn, Gal-1 a pfitomnosti uzlinovych metastaz ....................... 66
4.2.3 Vztah mezi expresi Ten, Fn a Gal-1 a piezitim pacienta ...........cccoeceeveeeieerneencienneenne. 66
4.2.4 Microarray analyza Ten— a Ten+ vzorkll SCC .........ccoeciiviiiiiieniieieieeeeee e 67
5. DISKUZE ..ottt ettt ettt st ettt et et bbb eaeens 71
0 5 1 SRS 71
5.2 CHLIT ettt ettt b et et e st e b e e et e s bt et e e st e nbeenteeneenseenneenee 74
6. ZAVER ...ttt 76
7. LITERATURA ..ottt sttt ettt be st ene e 77
8. PRILOHY oottt 98
8.1 Publikace, které jsou podkladem diSETrtace ............cocveeeieeeriieeiiiieeiieeeeeeee e 98

14



8.2 Publikace bez vztahu k disertaci

15



1.UVOD

Incidence nadorovych onemocnéni ma v poslednich desetiletich vzestupnou tendenci (Melaku
et al. 2018). Vzrlstajici pocet novych onemocnéni je na jedné strané zplsoben Spatnym
zivotnim stylem a na druhé strang starnutim populace a tim podminénou nestabilitou genomu
u star$ich jedincl (Smetana et al. 2016). Na vzniku nadort se podileji genetické a regulacni
zmény, na jejichz zakladé nastava funkéni deregulace déleni a pfirozen¢ho zaniku bunék.
Nekontrolované déleni nddorovych bunék vede k jejich enormni akumulaci a ztraté nezavislosti

na regulac¢nich mechanismech okoli (Sulic et al. 2005).

1.1 Karcinom pankreatu

1.1.1 Incidence a mortalita

PDAC je jednou znejmalignéjSich forem nadorového bujeni, ptfedstavuje 1,8 % vSech
nadorovych onemocnéni a zplsobuje 4,6 % vSech umrti na rakovinu (Lippi and Mattiuzzi
2020). Incidence, prevalence a imrtnost se za poslednich 25 let zvySily o 55 %, 63 % a 53 %.
Nelze pozorovat zadné rozdily mezi pohlavimi. Oc¢ekava se, Ze do roku 2060 se pocet imrti na
rakovinu slinivky bfisni zvysi pfiblizné¢ dvakrat (Lippi and Mattiuzzi 2020).

Symptomy jsou relativn€ nespecifické, mohou byt snadno chybné interpretovany a mohou tak
vést k pozdni diagndze. Pouze 20 % PDAC se zachyti v ¢asném lokalnim stadiu, které je
mozno brat jako potencialné kurabilni (Lambin et al. 2022). V posledni dobé byla popsana
nova metoda diagnostiky casnych stddii PDAC na zdklad¢ stanoveni lipidomického
profilu séra pacienta, ktera ma potencial zachyt pacientl v ¢asném stadiu zvysit (Wolrab et al.
2022). PDAC je charakterizovan agresivni povahou a rychlou tvorbou metastaz. Sleté preziti

se pohybuje pouze kolem 7 %. (Chen et al. 2017).
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1.1.2 Etiologie

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). PDAC vychazi nejCastéji z premalignich 1ézi jako je PanIN (pancreatic
intraepithelial neoplasia), kterd s postupnou progresi dysplastickych zmén dosédhne stadia
invazivniho karcinomu (Opitz et al. 2021). V PDAC vznikaji paralelné se akumulujici mutace
v protoonkogenech a tumor supresorovych genech. Mezi nejznamé;jsi patii tumor supresorovy
gen TP53, charakterizovany jako straZzce genomu, nebo gen CDKN24, koédujici protein pl6,
ktery reguluje G1-S pfechod bunééného cyklu. Zmeéna téchto 2 genlt umoZzni buiice pokracovat
v bunécném cyklu bez opravy DNA (Cicenas et al. 2017). Dale se Casto se jedna o geny pfimo
opravujici DNA, jako jsou BRCAI/2 (breast cancer gene 1/2) a ATM (ataxia telangiectasia
mutated) (Vietri et al. 2022; Perkhofer et al. 2021). Mezi dal$i mutované geny patii onkogen
KRAS nebo gen SMAD4 vyuGstujici v aberantni TGF-f (transforming growth factor )
signalizaci (Robatel and Schenk 2022). Analyza genomu pacientd s PDAC ukézala vysokou

individudlni genovou heterogenitou (Biankin and Maitra 2015).

1.1.3 Histologie

PDAC vychazi z bun¢k exokrinniho pankreatu, konkrétné z bun¢k pankreatickych vyvodu.
Tvofi pfiblizné 95 % vSech karcinoml pankreatu, jednd se tak s prehledem o nej€asté;si
histologicky typ (Becker et al. 2014). Krom¢ epitelovych nadorovych bunék jsou v PDAC
hojn¢ zastoupeny CAF, které vznikaji aktivaci lokélnich fibroblasti a pankreatickych
hvézdicovych bunék (pancreatic stellate cell, PSC). Tento pfechod je doprovazen tbytkem
intracelularnich lipidovych kapének a expresi aktiva¢niho markeru aSMA (o smooth muscle
actin) (Apte et al. 2004). Pro PDAC je déle charakteristick4 infiltrace lymfatickymi bunikami.
Hojn¢ jsou zastoupeny zejména myeloidni supresorové buiiky (myeloid derivated suppressor
cells, MSDC) a nadorov¢ asociované makrofagy (tumor-associated macrophages, TAMs)
piispivajici k nddorové imunosupresi (Dougan 2017). Naopak infiltrace PDAC T lymfocyty je
relativné fidkd nebo se T lymfocyty nachdzeji na okraji nadoru mimo hnizda nadorovych
bunék. I to je divodem, pro¢ byly dosavadni strategie imunoterapie cilené na T buitky u PDAC

nadord do zna¢né miry netuspésné (Hosein et al. 2022).
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Histopatologickym znakem PDAC je desmoplastické reakce na nador, ktera je pfitomna u
primarniho tumoru i metastaz (Whatcott et al. 2015). Desmoplastické stroma vznika predevsim
interakci CAF, okolnich nddorovych bun€k a imunitnich bun¢k (Apte et al. 1999). Pochopeni
desmoplazie jako vyluéné protektivniho faktoru PDAC je jiz pfekonané, soucasné vyzkumy
potvrzuji komplexnéjsi vnimani TME se snahou o holisticky pfistup k experimentélni terapii
(Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

PDAC lze rozdélit na 2 molekularni subtypy klasicky a basal-like. Klasicky subtyp je
charakteristicky vyssi diferenciaci, fibrézou a zanétlivou infiltraci. Basal-like subtyp je
charakteristicky ztratou bunécné diferenciace a je asociovan s horSim pfezitim a Spatnou
odpovédi na existujici rezimy chemoterapie (Moffitt et al. 2015). PDAC vykazuje vysokou
variabilitu a obtiznou moznost unifikované 1é¢by a spiSe podporuje myslenku na adaptaci 1écby

pro jednotlivé bunécné subtypy (Robatel and Schenk 2022).

1.1.4 Soucasna terapie

Navzdory pokroku onkologické 1é¢by, zlstava chirurgie jedinou kurativni metodou PDAC.
Nador je mozné resekovat pouze v Casnych stadiich a, bohuzel, je chirurgicka resekce vhodna
pro méné nez 20 % pacientl (Lindgaard et al. 2022). Recentni analyza navic ukazala ze az 75
% nadori bylo resekovano s ponechanim mikroskopického rezidua nadoru (R1 resekce)
(Esposito et al. 2008). Chirurgickd l1écba je navic spojena s vysokou morbiditou, kdy je,
v zavislosti na postiZzeni riznych anatomickych ¢asti pankreatu, ¢asto nutné odstranit i okolni
struktury jako zluCovod, ¢ast zaludku, slezin nebo cast tenkého stteva (Hamad et al. 2022).
V ptipad€ odstranéni celého pankreatu je nutna celozivotni zévislost na podavéni inzulinu a
pankreatickych enzymu (Ludwig et al. 2022).

Standardni soucésti pooperacni 1é€by je adjuvantni chemoterapie 5-FU (fluorouracil),
gemcitabine nebo novéji kombinace 4 chemoterapeutik nazvand FOLFIRINOX (FOL — folinic
acid, F-5-FU, IRIN - irinotecan, OX — oxaliplatin) (Conroy et al. 2018). Randomizovana
studie srovnavajici preziti u pacientli s adjuvantni terapii FOLFIRINOX vs. Gemcitabine vysla
vyrazné 1épe pro FOLFIRINOX (Conroy et al. 2018). FOLFIRINOX je proto doporucen jako
adjuvantni terapie u pacientii s dobrym zdravotnim stavem. Pro pacienty v hor§im zdravotnim
stavu je metodou volby gemcitabine (Conroy et al. 2022). V posledni dobé se zvazuje i
zavedeni neoadjuvantni chemoterapie jako standartni soucdst 1écby pro potencionalné

resekabilni nddory. Pro definitivni doporuceni neni v soucasnosti dostatek randomizovanych
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studii (Robatel and Schenk 2022) nicméné né€kolik metaanalyz ukazuje na mozny benefit
neoadjuvantniho podani FOLFIRINOXU v porovnani se standardni terapii (Petrelli et al. 2015;
Versteijne et al. 2018).

Terapie pro inoperabilni lokaln€ pokrocily PDAC spocivéa v podani chemoterapie, kterd ma
za cil kontrolu onemocnéni. Standardné¢ se sklddd zpodani FOLFIRINOXu nebo
nabpaclitaxelu s gemcitabinem (Tempero et al. 2021). Klinické studie ukazuji na podobnou
odpovéd’ a efektivitu (Von Hoff et al. 2013). Pfeziti u takto pokrocilych tumort ovSem
nedosahuje ani 1 rok (Loehrer et al. 2011).

Pro metastazujici PDAC je standardni terapie FOLFIRINOX, ktery z4sadné zvysil dobu
preziti v porovnani s gemcitabinem (Conroy et al. 2011). V nedavné dobé byla dokonce
popsana kazuistika o kompletni remisi metastazujiciho PDAC u 59leté pacientky s vice nez
Sletym piezitim, coz Cini tuto terapii velice povzbuzujici (Shelemey et al. 2021).
Nejnovéjsim trendem ve fazi klinickych studii je pouziti mRNA vakcin, které vykazuji velmi

povzbudivé vysledky (Bird 2023).

1.2 Karcinomy hlavy a krku

1.2.1 Incidence a mortalita

HNSCC je celosvétove Sestym nejcastéjsim nadorovym onemocnénim, v roce 2018 se vyskytlo
890 000 novych pripada a 450 000 umrti. Incidence HNSCC stéle stoupa a predpoklada se, ze
se do roku 2030 zvysi o 30 % (Johnson et al. 2020). HNSCC tvoii velmi riznorodou skupinu
odlisnych anatomickych lokalit, jejichz incidence je ¢asto odliSna.

Velké evropské 1 americké epidemiologické studie popisuji v poslednich 40 letech
vzestupny trend v incidenci karcinomil orofaryngu (oropharyngeal squamous cell carcinoma,
OPSCC), a to zejména u mladsich jedincti (Gudleviciene et al. 2014; Hammarstedt et al. 2006;
Ellington et al. 2020). Naopak incidence karcinomu hrtanu (laryngeal cancer, LC) ma
sestupnou tendenci (Nasman et al. 2009). Incidence OPSCC a karcinomu dutiny ustni (oral
squamous cell carcinoma, OSCC) byla v USA za rok 2016 17.3/100 000 (muzi) a 6.2/100 000
(Zzeny) (Nocini et al. 2020). Nejvyssi hodnota incidence LC v roce 2017 byla v Evropé 5.45/100
000, pticemz jsou muzi postizeni az Skrat castéji (Nocini et al. 2020).

V poslednich tiech desetiletich se preziti u HNSCC mirné zlepsilo; pétileté preziti se zvysilo

z 55 % v obdobi 1992-1996 na 66 % v obdobi 2002-2006. (Johnson et al. 2020).
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1.2.2 Etiologie

Mezi hlavni etiologické faktory patii koufeni, konzumace alkoholu a infekce HPV (human
papillomavirus). DalS§i minoritni rizikové faktory jsou azbest, polycyklické aromatické
uhlovodiky nebo zvySend konzumace uzené¢ho masa. Jako protektivni faktor se uvadi vyvazena
dieta s mnoZzstvim zeleniny a ovoce (Moro et al. 2018; Schneider et al. 2014). TéZci kutaci maji
az 30krat vyssi riziko vzniku LC (Kuper, Boffetta, and Adami 2002). V piipad¢ simultanniho
koufeni a abusu alkoholu se riziko maligniho zvratu multiplikuje (Talamini et al. 2002).

Vzestup poctu nové diagnostikovanych ptipadi OPSCC (a to i u nekuiaki) je pfisuzovan
zvysujici se prevalenci vysoce rizikovych typi HPV u mladsich jedinct (Smith et al. 2004).
Meta-analyza reportujici 5681 pacientti prokazala prevalenci HPV positivnich OPSCCu 22 %
(Dayyani et al. 2010). Silna predilekce HPV je typickd pro orofarynx v disledku
hojné ptitomnosti lymfoidni tkang (Stevens and Bishop 2017). HPV infikuje hluboké tonzilarni
krypty. Jde o imunologicky privilegovana mista, kterd toleruji vstup antigenu bez vyvolani
zanétlive reakce. Tato vlastnost mize vést k inhibici efektorové funkce HPV specifickych T
lymfocytil, coz usnadiiuje imunitni toleranci HPV (Best, Niparko, and Pai 2012). Ackoliv
zustava koufeni hlavnim rizikovym faktorem pro vznik OPSCC, u HPV positivnich OPSCC je
tato souvislost méné vyznamna. Analyzy uvadéji pfiblizn€ 30 % zastoupeni nekuraki u HPV
positivnich OPSCC, ve skupin€¢ HPV negativnich OPSCC je to pfiblizné¢ 5 % (Hong et al.
2013). HPV positivni OPSCC jsou castéj$i u mladsich pacienti a vice postihuji bilé muze
s dobrym socioekonomickym statutem (Mellin et al. 2000; Chaturvedi et al. 2008; Smith et al.
2004). HPV positivni OPSCC jsou charakteristické mensi velikosti naddoru s vétSimi, ¢asto
cystickymi uzlinovymi metastazami (Pytynia, Dahlstrom, and Sturgis 2014; Goldenberg et al.
2008). Navzdory pokroc¢ilému uzlinového nalezu, ktery je tradi¢né spojen s horSim piezitim,
maji HPV positivni OPSCC vyrazné lepsi prognézu (Dayyani et al. 2010). Z téchto divodi je
u HPV positivnich OPSCC zvazovéna deeskalace 1écby (Hay and Nixon 2018).

Pro klinickou praxi je piitomnost HPV detekovana pomoci exprese proteinu p16 (Shinn et
al. 2021). Je vSeobecné znamo, ze signifikantni minorita pl16 positivnich OPSCC neni ve
skutecnosti také HPV positivni. Nicméné bylo zjisténo, ze samotna p16 positivita bez ohledu
na HPV statut je pfiznivym prognostickym faktorem (Lewis et al. 2010).

Klinické rozdily mezi HPV positivnimi a negativnimi OPSCC vedly k jejich samostatnému

odliSeni v klinické i patologické TNM Kklasifikaci v posledni 8. edici UICC/AJCC (Union for
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International Cancer Control/American Joint Committee on Cancer) (Huang and O'Sullivan
2017).

Dftive se myslelo, ze HPV infekce nebo p16 positivita nahraje u LC vyznamnou roli. Dnes
se prevalence HPV positivnich LC odhaduje mezi 20-30 % (Gama et al. 2016). Klinicka
relevance HPV positivity u LC vsak ziistdva nadale nejasnd a k plnému pochopeni je tieba

dalsich studii (Chernock et al. 2013; Young et al. 2015; Jacobs et al. 1992).

1.2.3 Soucasna terapie

Casna stadia OPSCC jsou lé¢ena jednou terapeutickou modalitou: chirurgii nebo radioterapii
(RT) (Hay and Nixon 2018). U pokrocilych stadii volime mezi chirurgii s adjuvantni RT nebo
konkomitatni chemoradioterapii (CHRT) (Hay and Nixon 2018). Pro metastazujici OPSCC je
zékladem chemoterapeuticka 1écba (CHT) zalozena na platinovych derivatech s eventualnim
doplnénim 5-FU (Jacobs et al. 1992). Alternativou je nahrazeni chemoterapeutik monoklonalni
protilatkou cetuximab cilenou na extraceluldarni doménu EGFR (epidermal growth factor
receptor) (Hay and Nixon 2018).

V posledni dobé je patrnych tstup od rozsahlych, siln€ mutilujicich chirurgickych vykont.
Prosazuje se minimaln¢ invazivni chirurgie nejcastéji ve formé TORS (trans-oral robotic
surgery) nebo TLM (trans-oral laser microsurgery) (Sievert et al. 2021). TORS vykazuje na
zékladé randomizovanych studii vyborné pteziti spolu s dobrymi funkéni vysledky (Hutcheson
et al. 2015; de Almeida et al. 2015).

Moderni, bézné pouzivanou formou RT je IMRT (intensity modulated radiotherapy). Tato
metoda umoziuje zvySeni presnosti ozareni a redukci davky RT na okolni struktury, jako slinné
zlazy a hltan, coz vede k minimalizaci xerostomie a dysfagie (Nutting et al. 2011; Petkar et al.
2016). Na zakladé Evropské studie analyzujici pteziti a toxicitu IMRT bylo prokézano pieziti
nad 77 % u HPV negativnich a vice nez 90 % u HPV positivnich OPSCC s pfijatelnou rovni
toxicity (Bird et al. 2017).

U pokrocilych onkologicky lécenych OPSCC je standardem konkomitantni CHRT ktera
zasadné zlepSuje preziti v porovnani se samotnou RT (Pignon et al. 2000).

Pokud je pro 1écbu pokrocilych OPSCC zvolena primarné chirurgickd modalita nésleduje
adjuvantni RT. V ptipadé vétsSiho mnozstvi rizikovych faktor nebo positivnich pooperacnich

okrajl je zvazovana i adjuvantni CHRT (Hay and Nixon 2018).
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U OPSCC je 1 v Casnych stadiich doporuceno oSetfeni lokalnich lymfatickych uzlin o to
bud’ ve form¢ blokové kréni disekce (ND) pii primarné chirurgickém feSeni nebo zahrnuti
lymfatickych uzlin do ozatfovaného pole pii primarni onkologické 1é€bé (Van Abel and Moore
2012).

Pro rekurentni nebo metastatické tumory OPSCC 1 LC které progreduji na 1é¢bé platinovymi
derivaty je v soucasné dobé mozna cilend imunoterapie, nejcastéji blokaci PD-1 (programed
cell death 1) receptoru pomoci lidské 1gG4 protilatky. Tato terapie ma v této indikaci vyssi
procento odpovédi na 1éCbu a delsi preziti pacientll v porovnani s chemoterapii (Huang et al.
2022).

U LC je v ¢asnych stadiich (T1 az T2) mozné zvolit mezi TLM a RT (Hartl and Brasnu
2015). Obé metody maji vyborné vysledky pteziti a minimalni morbiditu. V soucasné dobé
voli vétSina svétovych pracovist’ u karcinomu hlasivek nepostihujici ptedni komisuru jako
prvni volbu TLM z divodu dobré lokoregionalni kontroly a ponechanim RT jako zalozni
moznost pii recidivé nddoru (Hartl and Brasnu 2015). U karcinom hlasivek postihujici predni
komisuru a supraglotickych karcinomu je casto jako prvni modalita volena RT, ackoliv u
supraglotickych karcinomi rozsahu T2 1écenych TLM byla v rozsahlé studii prokazana 100 %
lokoregiondlni kontrola (Sperry et al. 2013). Data ukazuji, ze pacienti podstupujici TLM pro
karcinom hlasivek maji podobné hlasové postizeni jako pacienti léceni RT (Wedman et al.
2002).

Do 90. let 20. stoleti byly vSechny pokrocilé nadory hrtanu lé¢eny totalni laryngektomii
(TL). VSe zménila takzvana Veteranska studie, ktera analyzovala rozdil pteziti mezi CHRT a
TL u pokrocilych LC. Bylo zjisténo, ze pii indukéni CH a nésledné RT je preziti stejné jako u
TL, ale s velkou Sanci na zachovani hrtanu (Department of Veterans Affairs Laryngeal Cancer
Study et al. 1991). Schéma lécby bylo na zdklad¢ studie zroku 2003 modifikovano na
konkomitantni CHRT, které je nadfazené diive pouzivané indukéni CH nasledované RT
(Forastiere et al. 2003).

Pro metastazujici LC je stejné jako u OPSCC zékladem chemoterapeutickd 1é¢ba zalozena
na platinovych derivatech spolu s 5-FU nebo taxany (Steuer et al. 2017).

Pouziti cetuximabu které je u OPSCC ekvivalentni cisplatiné nema u LC pravdépodobné
takovy efekt. Lze jej zvazit naptiklad u metastazujicich LC (Steuer et al. 2017).

V roce 2006 bylo ovSem zjisténo, ze za poslednich 20 let, tedy od doby pfijeti primarni
onkologické 1é¢by pokrocilého LC, preziti pacientl kleslo (Hoffman et al. 2006). Od té¢ doby
nekolik studii prokazalo lepsi pieziti u pacientii s LC rozsahu T4 léCenych primarné TL
(Grover et al. 2015). Vzhledem k pomérné velké mutilaci pacienta po TL, a to 1 pfes znacny
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pokrok v praktickém vyuziti ndhradnich hlasovych mechanismi, je modalita [éCby
individualizovéana na zakladé rozhodnuti konkrétniho pacienta.

U klinicky negativniho uzlinového nalezu je ND doporucena pro supraglotické karcinomy
T2 a vice a pro glotické karcinomy T3 a vice (Steuer et al. 2017).

Po TL nasleduje v ptipadé¢ pfitomnosti rizikovych faktort (perineurdlni invaze, angioinvaze,
blizké okraje, mnohocetné¢ uzlinové metastazy) adjuvantni RT. Pokud je LC operovan
neradikdlné nebo je pfitomna extrakapsularni propagace uzlinové metastazy je terapie
doplnéna adjuvantni CHRT (Steuer et al. 2017).

I ptes znacny pokrok v diagnostice a 1écbé jsou dvé tietiny HNSCC diagnostikovany v
pozdnich stadiich onemocnéni a uvadi se, Ze ptiblizné 50 % pacienti s HNSCC zemie do dvou
let od stanoveni diagnézy (Duray et al. 2010). O OPSCC lze fict, ze vzhledem ke stoupajici
incidenci HPV positivnich nadort a jejich lepSimu preziti celkova kiivka pieziti stoupa (Pulte
and Brenner 2010), naopak LC je jednou z mala onkologickych chorob u kterych 5Sleté preziti
v poslednich 40 letech pokleslo (z 66 % na 63 %) (Siegel, Miller, and Jemal 2016).

Navzdory neustalému zlepSovani chirurgickych i onkologickych metod, jsou soucasné
moznosti 1éCby stale zatizeny nezadoucimi ucinky, a to bud’ mutilaci po rozsdhlejSich

chirurgickych vykonech nebo ¢asnou a pozdni toxicitou CHRT (Steuer et al. 2017).

1.3 Néadorové mikroprostiedi

Je evidentni, Ze interakce maligné transformované bunécné populace a okolni tkan¢ (stroma),
je podstatnym faktorem v patogenezi nadorovych onemocnéni (Peltanova, Raudenska, and
Masarik 2019). Kooperace tumor-stroma sehrava vyznamnou roli pii formovani reaktivniho
prostiedi, kde dochazi k vzajemnému ovlivnéni jak nadorového parenchymu, tak 1 TME (Fidler
2003). Dtiv¢jsi predpoklad, ze TME ma pouze podpiirnou funkei je jiz ptekondn a v soucasné
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). Prognosticky vyznam vys$siho objemu stromatu (desmoplastické stroma) byl potvrzen
u fady typt nadort véetné PDAC, karcinomil prsu, tlustého stfeva, plic a jicnu (Mesker et al.
2007; de Kruijf et al. 2011; Wang et al. 2013; Wang et al. 2012). U PDAC je desmoplastické
stroma pfitomno jak u primarniho tumoru, tak u metastdz (Whatcott et al. 2015). Desmoplasie

podmifiuje mechanickou bariéru kolem nadorovych bunék, je limitujicim faktorem, ktery
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omezuje uspéch aplikované chemoterapie a znesnadituje imunitni protinddorou odpovéd’
(Provenzano et al. 2012).

TME tvofi populace CAF, jinych mezenchymovych buné€k, imunitnich bunék, kmenovych
bunék, vlaken extracelularni matrix (ECM), cév a signalnich molekul. (Metwaly et al. 2012;

Polyak, Haviv, and Campbell 2009; Hamburger and Salmon 1977) (Obr. 1).

cévy

Nadorové
buriky

CAF

Imunitni
buriky

ECM

Obr. 1

Nador a jeho mikroprostiedi. Nador piedstavuje slozity bunéény ekosystém, na jehoz funkci se vedle nadorovych bunék podileji i
buriky nenadorové. Vyznaceny jsou i hlavni faktory, které se na mezibunééné komunikaci podileji.

1.3.1 Kmenové bunky

Kmenové bunky (stem cells, SC) u dospélého organismu jsou malo diferencované, ptevazné
monopotentni nebo multipotentni bunky nachazejici se ve vétSin€ lidskych tkani. Jejich
zékladni funkci je obnova poSkozené nebo opotiebované tkané€, udrzuji tak homeostazu
organismu (Zakrzewski et al. 2019). Za jistych okolnosti je ovS§em mozna jejich pfeména
v maligni kmenové bunky (cancer stem cells, CSC). Existence CSC byla nejdfive popsana u
hematologickych malignit, jejich pfitomnost byla pozd¢ji prokazana i u solidnich tumort
(Hamburger and Salmon 1977). Naptiklad epidermové kmenové buiiky (epidermal stem cells
ESC) ptedstavuji jeden ze zdroji SCC (Perez-Losada and Balmain 2003). Pro zachovani malo
diferencovaného fenotypu SC vcetné CSC je velmi dilezité okolni mikroprostiedi nazvané

niche (Walker, Patel, and Stappenbeck 2009). Toto mikroprostfedi s jeho specifickymi
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cytokiny miize byt (napiiklad u chronického zanétu) spoustécem maligniho reprogramovani
CSC (Song and Balmain 2015). Vzhledem k pomalému proliferacnimu cyklu CSC a jejich
schopnosti vyloucit z cytoplazmy xenobiotika, je velmi obtizné tyto buiiky G¢inn¢ terapeuticky
ovlivnit [24]. Tato vlastnost mize byt vysvétlenim selhani nddorové chemoterapie nebo

minimalniho rezidualniho onemocnéni (Motlik et al. 2007).

1.3.2 Nadorovée asociované fibroblasty

Jednu z nejpocetnéjSich bunéénych populaci nadorového stromatu predstavuji CAF.
Morfologicky se jedna o vietenité burky, které jsou charakteristické expresi vimentinu, a.-SMA
a FAP (fibroblast activation protein). Dals§i z proteini asociovanymi s CAF jsou FSP-
I (fibroblast specific protein-1), PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), podoplanin-
a, SI00A4 (S100 calcium-binding protein A4) a IGFBP-7 (insulin-like growth factor-binding
protein 7) (Kim, Jung, and Koo 2015; Cirri and Chiarugi 2011; Rupp et al. 2015). Znamou
funkci CAF je produkce proteinil extracelularni matrix. Jsou také dulezitym zdrojem ristovych
faktori, cytokini a chemokinti. Podporuji tak tumorigenezi, angioinvazi, nadorovou
imunosupresi a zakladani metastdz (Chen and Song 2019). CAF miZeme na zakladé
biologickych vlastnosti zjednoduSené rozdélit do 3 subpopulaci: zanétlivé CAF s vyssi
produkeci interleukinti (napf. IL- 6), myofibroblastické CAF obsahujici kontraktilni elementy a
antigen prezentujici CAF exprimujici molekuly MHC 1I tfidy se schopnosti prezentace
antigeni CD4+ T bunkam (Hu et al. 2022). Interakce s T lymfocyty naznacuje vliv CAF na
protinadorovou imunitu (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Rozdil mezi HF a CAF lze prokazat na podkladé vyznamné zmény expresniho profilu (u
CAF z bazocelularniho karcinomu se jedna o 640 geni) (Micke et al. 2007). Fenotyp CAF se
napadné podoba aktivovanym fibroblastim v hojici se rané (tedy myofibroblastim), které
exprimuji a-SMA (Chatzistamou et al. 2011) a jsou zodpovédné za kontrakci hojici se rany.
Tato podoba byla popsana jiz pied 35 lety (Dvorak 1986). Zasadni rozdil spociva v ¢asové
neomezené aktivaci CAF v nadorovém mikroprostiedi (Szabo et al. 2013). Pivod CAF nebude
u vSech nadort identicky. Existuje nejspis hned n¢kolik zdroji, ze kterych mohou nadorové
asociované fibroblasty vzniknout: 1) aktivaci lokalnich fibroblasti; 2) epitelove-
mezenchymovym pfechodem (epithelial-mesenchymal transition, EMT) vlastnich nddorovych
bunék; 3) diferenciaci z migrujicich mezenchymovych SC pochézejicich z kostni diené

atrahovanych do mista naddoru (Mishra et al. 2009). Ptipustit 1ze pravdépodobné i kombinaci
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mechanizmil vzniku v zdvislosti na bunééném typu a signalech okoli (Li, Fan, and Houghton
2007). Data z experimentli na mySich modelech s transplantovanymi lidskymi naddorovymi
buitkami naznacuji, Ze CAF vznikaji pfedevSim aktivaci lokdlniho mezenchymu hostitele
(Dvorankova et al. 2015). Proces aktivace CAF z HF je zptisoben jak parakrinné pomoci IL-1
(interleukin 1), TGF-B, EGF (epidermal growth factor), PDGF, FGF-2 (fibroblast growth factor
2) nebo CXCL-12 (C-X-C motif chemokine ligand 12) (Rasanen and Vaheri 2010; Biffi et al.
2019) tak 1 pfimym kontaktem bun€k pomoci adhezivnich molekul jako ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) nebo VICAM-1 (vascular-cell adhesion molecule 1) (Clayton et al.
1998). Nejnovéjsi zpiisob aktivace CAF je popsan pomoci specifickych microRNA (miRNA)
(napft. u ovarialniho karcinomu (Mitra et al. 2012).

CAF maji klicovou roli v utvafeni a udrzovani reaktivniho nddorového mikroprostiedi,
nezbytného pro preZziti a progresi nadorovych bun€k véetné kmenovych nadorovych bunék
(Marsh, Pietras, and McAllister 2013). Je prokazana schopnost CAF transformovat fibroblasty
na buiikky podobné SC napt. u PDAC (Gore and Korc 2014), které pak ovliviiuji rst nadoru.
CAF z bazocelularniho karcinomu jsou schopné indukovat expresi markerit embryonalnich SC
jako Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4) a Nanog u mysich HF a tyto HF jsou dale
schopné transformace v rozsahu podobném CSC (Szabo et al. 2011).

CAF maji vyrazny efekt na proliferaci, EMT a migraci nddorovych bunék u riznych typt
nadortt (Orimo et al. 2005; Fujita et al. 2009; Martin et al. 2010). Také vytvareni a rust
sekundarnich nadorovych lozisek je podpoten aktivitou CAF (Kwa, Herum, and Brakebusch
2019). Tumor podporujici funkce jsou amplifikovany predev§im v pozdni fazi nadorové
proliferace, v pocatecni fazi jsou u nékterych typt nadort popsany subpopulace CAF s tumor
restriktivni funkei (Wang et al. 2021). U karcinomu prsu byla pfitomnost CAF asociovana
s produkci CXCL-12 a IGF-1 (insulin-like growth factor 1). Tyto faktory jsou u nadoru prsu
specifické pro kostni metastazy, lze zvazovat, zda lze analyzou CAF predikovat typ
metastatického postizeni (Zhang et al. 2013).

CAF jsou pii kokultivaci se zdravymi keratinocyty schopné vyvolat u epitelovych bunék
expresi mezenchymového znaku vimentinu, jehoZ spole¢na koexprese s keratinem je jednim
ze znakli EMT (Thiery et al. 2009). Interakce CAF s nadorovou builkkou se jevi jako
nespecificka. Bez ohledu na sviij ptivod, jsou CAF ziskané z riiznych typti nadorti schopné u
zdravych keratinocytli a bun¢k karcinomu prsu indukovat expresi cytokeratinli (K) 8, 14 a 19
jejichz spole¢na koexprese je znakem nizce diferencovanych keratinocytl a je Spatnym
prognostickym znakem naptiklad u pacientii s HNSCC (Lacina et al. 2007; Dvorankova et al.
2012).
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Aktivita CAF je moZznym faktorem selhdni protinddorové 1écby cilené pouze na vlastni
nadorové bunky (Sun 2015; Slany et al. 2015). Samotné CAF jsou v porovnani
s karcinomovymi bunikami geneticky stabilnéjSi, méné heterogenni skupina s mensi Sanci na
vznik nddorové chemorezistence (Correia and Bissell 2012; Kerbel 1997). CAF jsou vsak
schopné vyvolat mechanismy, kterymi nadorové buiiky uniknou terapii. Naptiklad rhstovy
faktor HGF (hepatocyte growth factor) produkovany CAF zpisobuje rezistenci vici
kindzovym inhibitorim (napf. vemurafenib u maligniho melanomu) (Wilson et al. 2012;
Straussman et al. 2012).

Predpoklada se, ze eliminace nebo modifikace CAF muze byt jednou z cest protinadoroveé
terapie. Zacileni na CAF bylo nejprve hodnoceno pomoci inhibitori FAP. Pii pouziti
monoklondlni protilatky proti FAP byla experimentalné prokazana kompletni regrese rista
nadoru plic, PDAC a HNSCC (Ostermann et al. 2008). Prvni klinické studie s inhibici FAP
pouzila humanizovanou monoklonalni protilatku sibrotuzumab k potlaceni CAF u pacientt s
kolorektalnim karcinomem. Tato studie nesplnila svilj konecny cil a sibrotuzumab se tak dale
nezkouma (Hotheinz et al. 2003). Klinické studie s inhibitory FAP u PDAC m¢ély také velmi
omezenou ucinnost (Ho, Jaffee, and Zheng 2020). Na druhé stran€ se jako nad¢jny jevi
adoptivni ptfevod T lymfocytii upravenych pomoci chimérickych antigennich receptorii (CARs,
chimeric antigen receptors) cilenych na FAP (Bughda et al. 2021). Jind prace ukazala, ze
zmenSeni poctu FAP positivnich CAF mélo za nasledek imunitni kontrolu riistu nadoru a
uc¢innou odpovéd’ na checkpoint inhibitory (Feig et al. 2013).V soucasné dobé probiha klinické

testovani zkoumajici u¢innost kombinace protilatky anti-PD-1 (pembrolizumab) a inhibitoru

shrnuty v tbl. 1.

1.3.3 Ristové faktory, cytokininy a interleukiny

Tyto molekuly piisobi parakrinné jako lokalni mediatory v misté svého vzniku. Ugastni se fady
bunéénych déju, jako je proliferace, diferenciace nebo piezivani bunék. Typicky se vazi na
receptory s tyrosinkindzovou aktivitou (Stone, Leavitt, and Varacallo 2022). Jejich deregulace
muze vést k imortalizaci a nekontrolované proliferaci bun¢k (Witsch, Sela, and Yarden 2010).
Jednim z dualezitych producentt rastovych faktort jsou CAF, které produkuji klasické
proonkogenni molekuly jako EGF a HGF, proangiogenni faktory jako VEGF (vascular
endothelial growth factor) a PDGF (Ferrara 2010) nebo proteiny BMP-4 (bone morphogenetic
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protein 4) a IGF-2 (insulin-like growth factor 2), které se mohou podilet na dediferenciaci
bunék (Strnad et al. 2010a). Mimo n¢ produkuji CAF specifické molekuly jako je YAP (yes-
associated protein), ktery podporuje tvorbu metastaz (Calvo et al. 2013) nebo protein WNT16B
(wnt family member 16), ktery umoznuje nddorovym buiikdm uniknout apoptoéze a jeho
blokace prokazateln¢ zvysuje ti¢innost chemoterapie (Sun et al. 2012).

V soucasné dobé patii protilatky proti ristovym faktorim mezi 1é€ebné modality u
pokrocilych stadii tumort. Jako prvni byla vroce 2004 schvalena protildtka anti-VEGF
(bevacizumab). Nyni patii ke schvalené 1é¢b¢ nasledujicich metastatickych nadorii: karcinom
prsu, nemalobunécny karcinom plic, glioblastom, renalni karcinom, karcinom vaje¢nikll a
karcinom délozniho ¢ipku (Garcia et al. 2020). V piipad¢ EGF jsou terapeutika cilena na jeho
receptor (EGFR). Cetuximab a Erlotinib jsou inhibitory EGFR, jejich pouziti je v USA
schvaleno Food and Drug Administration (FDA) v nésledujicich indikacich: kolorektalni
karcinom, karcinom hlavy a krku, nemalobunéény karcinom plic a PDAC (Carter and Tadi
2022; Chidharla, Parsi, and Kasi 2022).

Na mezibunééné interakci se také podili FAK (focal adhesion kinase). FAK je
nereceptorova tyrosinkinaza, ktera zajistuje signalizaci v mistech adheze integrinu. Reguluje
bunéc¢nou adhezi, migraci a preziti. Podili na procesech hojeni ran a patologicky na organové
fibroze (Parsons 2003). Overexprese FAK byla prokdzana v TME PDAC (Murphy et al. 2022).
Inhibice FAK potlacuje rast, Sifeni a pieziti nddorovych bun¢k a podporuje nadorovou
imunotoleranci (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Cytokiny maji pleiotropni u¢inky na organismus, to znamena ze jeden mize ptisobit na vice
funkci u rznych bunéénych typt. Naproti tomu vice druhti cytokini ma podobny efekt na
jednu buiiku. Navzdjem jsou schopné pusobit synergicky nebo antagonisticky, takze plni
funkci inhibitorti nebo stimulatorii pro bunécéné déje. Z vyse uvedenych fakti vyplyva, ze sit
vzajemnych interakci cytokinl je velice slozitym a propojenym komplexem (Rakesh and
Agrawal 2005). Jejich zvySend produkce mize vést ke vzniku autoimunitnich onemocnéni, ale
progrese a rezistence k protinadorové terapii patii chemokiny a interleukiny, které se podili na
intenzité¢ imunitni odpovédi (Briukhovetska et al. 2021).

Chemokiny atrahuji imunitni buiiky do oblasti nadort. Byl prokazan vyznam CXCL-2 pii
rezistenci ovaridlniho karcinomu na chemoterapii (paclitaxel a docetaxel) (Moisan et al. 2014).
Pti pouziti blokacnich protilatek proti tomuto chemokinu je efektivita protinadorové terapie
zvysSena (Moisan et al. 2014). PferuSeni signalni cesty CXCR-4 (C-X-C chemokine receptor-

4)/CXCL-12 zvysilo senzitivitu chemoterapie (docetaxel) u nadorti prostaty (Domanska et al.
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2012), tlustého stteva (Heckmann et al. 2013) a plic (Burger et al. 2011). Chemokiny CXCL-
12, CXCL-14 a CCL-5 (C-C motif ligand-5) jsou spojeny se zvySenym rizikem metastaz.
(Luker et al. 2012; Augsten et al. 2014). U PDAC probiha né€kolik klinickych studii zkoumajici
inhibitory CXCR4 podané konkomitantn¢ se standardni chemoterapii nebo imunoterapii
s povzbudivym vysledky (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Strategie cilend na CXCR2 byla zkoumana za ucelem inhibice infiltrace TME nadorové
asociovanymi neutrofily (tumor associated neutrophils, TANs). Inhibice CXCR2 zabranila
akumulaci TANs v PDAC. V jejich nepfitomnosti aktivované a funk¢ni T bunky infiltrovaly
PDAC (které¢ jinak postradaji efektorové T buiiky) a pomohly tak vytvofit imunosupresivni
mikroprostiedi (Chao, Furth, and Vonderheide 2016). Preklinicky bylo prokazéano, Ze inhibice
CXCR?2 spole¢né s anti-PD-1 terapii vedla ke zlepSeni preziti u PDAC (Steele et al. 2016).
Klinické studie zatim nevykazuji piesvédcivé vysledky (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Pivodné se predpokladalo, ze vyhradni producenti IL jsou lymfocyty, ale mohou je
produkovat i dalsi bunécné typy véetné CAF. Hladina IL-1P je zvySena u pacientl s nadory
zaludku a jater (Glas et al. 2004; Sakurai et al. 2008b). Pronadorovy tc¢inek IL-6 byl prokazan
u nadord prsu, ovaria, prostaty a plic (Bromberg and Wang 2009). IL-6 pisobi také
proangiogenn¢ (Nagasaki et al. 2014) a jeho overexprese je spojena s rezistenci k inhibitoru
EGFR (erlotinibu) (Gao et al. 2007; Yao et al. 2010) stejné jako inhibitoru estrogenovych
receptoril (tamoxifenu) u karcinomu prsu (Sun et al. 2014). Je popséana korelace mezi zvySenou
hladinou IL-6, IL-8 a progresi tumoru (Dhawan and Richmond 2002; Yurkovetsky et al. 2007).
Spole¢na exprese molekul IL-6, IL-8 a CXCL-1 je typicka pro TME HNSCC a synergické
pusobeni téchto molekul je zodpovédné za zménu fenotypu zdravych keratinocytii na stav
nizké diferenciace podobny nadorovym epitelovym bunkam (v in vitro podminkach) (Kolar et
al. 2012b). Protilatkami proti IL-6, IL-8 a CXCL-1 je mozné vySe popsanou transformaci
zastavit (Kolar et al. 2012b).

Efekt blokace riznych cytokinli byl potvrzen v mnoha preklinickych studiich. Mizeme
uvést blokaci receptorti IL-6 a IL-8 (tocilizumab a reparixin), kterd u zvifeciho modelu
signifikantné€ snizila schopnost tvorby vzdalenych metastaz u karcinomu prsu (Jayatilaka et al.
2017). Blokace MIF (macrophage migration inhibitory factor) snizila schopnost angiogeneze
a lymfangiogeneze na modelu mysiho osteosarkomu (Kubota et al. 2009). Podobné blokaci
transkripcniho faktoru NF-«xB (nuclear factor kappa-light-chain) aktivovaného cytokiny a jeho
STATS-3 (signal transducer and activator of transcription 3) signaliza¢ni drahy 1ze zabranit ristu

tumoru prostaty (Civenni et al. 2016).
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TGF-B je cytokin, ktery reguluje mnoho bunéénych funkci véetné bunécné proliferace,
diferenciace, adheze a migrace. U nadorii m& ambivalentni ucinky. Zpocatku potlacuje
proliferaci epitelidlnich bunck, pozdéji podporuje rast bunék TME (Miyazono, Ehata, and
Koinuma 2012). TGF-B indukuje pomocné T-lymfocyty (Treg) a piimo potlacuje n€kolik
efektorovych T bun¢k funkci (Principe et al. 2014). Vzhledem k pleiotropni povaze TGF-f, je
obtizné predvidat klinicky vysledek a cileni TGF-f3 mize z4viset na tom, s jakou modalitou je
inhibice TGF-B kombinovana. K plnému pochopeni nadorové funkce TGF-f je tfeba dalSich
studii (Ho, Jaffee, and Zheng 2020). Zvlasté molekuly IL-6, IL-8, CXCL-1 a TGF-B se zdaji
byt vhodnymi kandidéty k dal§im experimentim za ucelem mozné klinické aplikace (Bierie et
al. 2008; Kolar et al. 2012a; Strnad et al. 2010b). Potencionalni terapeutické cile protinddorové
1é¢by jsou shrnuty v tbl.2.

1.3.4 Extracelularni matrix a jeji remodelace u nadort

ECM ptedstavuje nebunécnou ¢ast mikroprostfedi. Sklada se velkého poctu stavebnich
jednotek jako slozity komplex vzajemné interagujicich proteini a sacharidovych molekul.
ECM lze rozdélit na 3 zakladni komponenty: proteiny, glykosaminoglykany a glykoproteiny
(Theocharis et al. 2016). ECM vytvofena CAF hraje dualezitou roli pfi utvareni reaktivniho
nadorového mikroprosttedi (Li, Fan, and Houghton 2007). Aktivitou CAF dochazi k neustalé
remodelaci ECM, a to jak novotvorbou, tak degradaci protedzami (Bonnans, Chou, and Werb
2014). Degradace ECM patii mezi esencidlni kroky pfi invazi tumoru a tvorb¢é metastaz. Na
degradaci ECM se vyznamné podili matrixové metaloproteindzy (matrix metalloproteinases,
MMP), jejichZz aktivita je zavisla na tkanovych inhibitorech MMP (tissue inhibitors of
metalloproteinases, TIMP) (Jablonska-Trypuc, Matejczyk, and Rosochacki 2016). Byla
prokézana rozdilna exprese MMP a TIMP mezi zdravou pankreatickou tkani a PDAC, s vyssi
expresi ur¢itych MMP asociovanych s metastazujicim PDAC (Brambhall et al. 1997). ZvySena
exprese MMP2 (collagenasa typ IV), detekovand ve stromalni komponent¢ PDAC, in vitro
zvySovala invazivitu a korelovala se stupném desmoplasie (Okada et al. 2004). MMP7 (zinek-
dependentni endopeptidasa) je zvySené¢ exprimovana v PaIN a PDAC, u mysiho modelu
pfispiva k riistu tumoru a metastdzovani (Yamamoto et al. 2001; Fukuda et al. 2011). Jednim
z induktori MMP (ptfedevS§im MMP2 a MMP9) je i protein EMMPRIN. Je zvySené
exprimovan v PDAC a je produkovan jak stromalnimi tak nadorovymi bunikami (Tang et al.

2004). Role multi-MMP inhibitort pfi 1écbé nadord byla prokazana preklinickymi studiemi,
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napiiklad u mysSich modelt B16 melanomu nebo karcinomu Zaludku a stiev (Ho, Jaffee, and
Zheng 2020). Navzdory zjevné diilezitosti MMP a TIMP a nadéjnym preklinickym studiim,
nevykazaly TIMP (jako marimastat a tanomastad) signifikatni klinickou aktivitu u pacientt
s pokro¢ilym PDAC (Ho, Jaffee, and Zheng 2020), coz naznacuje, ze nespecifické cileni na
MMP u PDAC neni klinicky efektivni.

Mezi zastupce glykosaminoglykanti v ECM podilejicim se na nadorové transformaci patii
kyselina hyaluronova. Ta je hlavni komponentou stromélni ECM a jeho vysoké mnozstvi je
asociovano s horsi prognézou u PDAC (Whatcott et al. 2015). Na mySim modelu PDAC byla
provedena studie zkoumajici efekt lidské pegylované rekombinantni PH20 hyaluronidasy
(pegylated recombinant human hyaluronidase PH20, PEGPH20) spolu se standardnimi
chemoterapeutiky pouzivanymi v 1é¢bé PDAC. Pouziti PEGPH20 vedlo ke zlepSeni vaskularni
permeability a zvySené koncentraci chemoterapeutika v nddoru (Jacobetz et al. 2013).
Nésledné klinické studie bohuzel efekt PEGPH20 nepotvrdily (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).
Glykoprotein tenascin-c/w je ptfitomen v ECM nadorti nebo v hojici se ran€. Stimulaéni i¢inek
tenascinu-c/w na rist nadorovych bunék byl prokazan u mnoha typi nadorti (Berndt et al.
2015). Fibronektin, dal$i z proteini ECM, se podili na proliferaci fibroblastd, stimuluje
chemotaxi imunokompetentnich buné€k a podporuje vaskularizaci nadoru (Mhawech et al.
2005; Ritzenthaler, Han, and Roman 2008; Van Obberghen-Schilling et al. 2011). V HNSCC
je pritomnost fibronektinu asociovana s pfitomnosti uzlinovych metastaz, a tudiz s celkové
horsi progndézou pro pacienta (Mhawech et al. 2005). K molekulam ECM podporujici rist
nadoru patfi dale napt. lamin (Franz et al. 2006), periostin (Tilman et al. 2007) nebo heparan
sulfat (Gomes, Stelling, and Pavao 2013).

Selhani potencionalnich protinadorovych 1é¢iv cilenych na ECM mitiZze naznacCovat, Ze tato
slozka desmoplastické bariéry nezodpovidd za netcinnost chemoterapeutik, nebo je nutné

jejich ucinky 1épe a cilené specifikovat.

1.3.4 Galektiny

Vétsina proteinti prochazi posttranslacni modifikaci naptiklad glykosilaci. Endogenni lektiny
jsou proteiny, které jsou schopny rozlisit specificky sacharidovy motiv. Specifickd sekvence
sacharidu tak mize byt médiem pro ulozeni biologické informace (Solis et al. 2015). Gal z
rodiny endogennich lektint se vyznamné podili na komunikaci mezi nddorem a TME. Nemaji

charakter enzymil ¢i protilatek, ale jsou schopny specificky rozpoznat [B-galaktosidy. Gal se
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uplatiiuji v Siroké Skale biologickych déjt, kde se podileji na regulaci proliferace, diferenciace,
apoptoze a mezibunécné interakce. Je prokdzan jejich vyznamny vliv na nadorovou proliferaci
(Sun et al. 2019). Mezi nejlépe prozkoumané patii predevsim gal-1, -3, -7 (Plzak et al. 2001,
Lohr et al. 2007). Pfitomnost gal-1 ve stromatu nddora hlavy a krku je doprovazena zvySenym
vyskytem CAF (sami jsou rovnéz producenty gal-1) a zarovenl je Spatnym prognostickym
faktorem pro vyvoj onemocnéni (Wu et al. 2011). Gal-1 je, nezavisle na funkci TGF-f, schopny
transformovat fibroblasty na myofibroblasty a pfi in vitro kultivaci stimulovat ECM bohatou
na fibronectin, tenascin a gal-1 (Dvorankova et al. 2011; Valach et al. 2012). Jeho ptitomnost
je spojena se zvySenou nadorovou invazivitou, metastazovanim bunék a zesilenou produkei
rustovych faktort (napt. VEGF) (Smetana et al. 2013; Wiest et al. 2012; Amano et al. 2012;
Timoshenko et al. 2010). Gal-1 umoznuje nadorovym buitkam uniknout protinadorové imunité
modifikaci cytotoxickych T lymfocyti a Treg (Cedeno-Laurent and Dimitroff 2012; Toscano
et al. 2007). Je také zodpovédny za apoptdzu aktivovanych T lymfocyti (Perillo et al. 1995;
He and Baum 2004). DiileZitou roli v nddorové progresi hraje i gal-3 (Dvorankova et al. 2011),
ktery podporuje produkci mnoha prozanétlivych chemokinti jako CCL-2, -5, -8 a -20 nebo
CXCL-8 (Papaspyridonos et al. 2008) a také modifikuje imunologickou odpoveéd’ T lymfocyti

a NK buné¢k na ptitomnost nddorové tkan¢ (Ruvolo 2016).

1.3.5 Imunitni systém: bojovnik proti nadoru, nebo jeho pomocnik

Buniky imunitniho systému pfedstavuji vyznamnou komponentu nadorového stromatu. U
zdravého organismu slouzi imunitni buiiky k eliminaci bun€k s aberantnim genomem a
zabranuji tak vzniku maligniho tumoru (Kareva 2011; Amend and Pienta 2015).

Béhem maligni transformace ziskévaji nadorové bunky fadu funkci, kterymi mohou
uniknout imunitnimu systému. Je prokazano, ze naddory HNSC a PDAC jsou schopny
modifikovat imunologickou odpovéd’ (Duray et al. 2010; Robatel and Schenk 2022).

Dispozice uniknout bunééné imunité je u nadorovych bunék podminéna snizenou expresi
hlavniho histokompatibilniho komplexu MHC-I (major histocompatibility complex) (Young
2006; Ogino et al. 2006). Buiiky PDAC down-reguluji expresi MHC-I a znemoziuji tak jejich
rozeznani efektorovymi T lymfocyty (Ryschich et al. 2005). Dalsi schopnosti nddorovych
bunék je indukce apoptdzy T-lymfocytl napt. pomoci exprese Fas ligandu (FasL) (Whiteside
2005).
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Hlavnim hracem protinddorové imunitni odpovédi jsou T- lymfocyty, které spousteji
adaptivni imunitni reakci a jsou zodpovédné za cytotoxickou destrukci nadorovych bunék
pokud nesou nadorové specifické antigeny (Whiteside 2005). V ptipad¢ vyznamné pfitomnosti
Treg v TME je popsana defektni protinddorova imunitni odpovéd’, nadorova progrese a horsi
progndza pacienta (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Cytokiny TGF-B a IL-10 umoznuji diferenciaci naivnich T lymfocyti v Treg, které
podporuji supresi cytotoxickych T-lymfocytt (Ferris, Whiteside, and Ferrone 2006).

Jednim z dobfe prostudovanych ptikladi terapeutického ovlivnéni Treg je pouziti
cyklofosfamidu. Bylo prokazéano, Ze nizké davky cyklofosfamidu selektivné eliminuji Treg
buiiky (Le and Jaffee 2012). Terapeutické strategie uspéSné vyuzily cyklofosfamid v
kombinace s GVAX (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor gene-transfected
tumor cell vaccine) k posileni imunitnich odpovédi pii 1écbé PDAC (Ho, Jaftee, and Zheng
2020).

Zasadni postaveni v protinadorové imunitni odezvé zastavaji inhibitory kontrolnich bodl
imunitni reakce (checkpoint inhibitory). Nejdilezitéjsi jsou CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4) a PD-1 (Buchbinder and Desai 2016).

Zvysena exprese ligandu PD-L-1 ktery se vaze na PD-1 receptor CD 8" T lymfocytd, je
prokazana u nadorovych bun¢k a CAF (Strome et al. 2003). Vlastnosti PD-L1 je anergie a
apoptdza CD 8" T-lymfocytt (Cho et al. 2011). PD-L1 exprimovan u pfiblizn& 13 % pacientt
s PDAC a pftispiva tak k imunitnimu uniku malignich bun¢k (Basso et al. 2013).

CTLA-4 je od PD-L1 odlisny v n¢kolika charakteristikach, jejich spolecnou vlastnosti je
schopnost redukovat proliferaci a pteziti T-lymfocytlh a CTLA-4 je tak v kone¢ném dusledku
zodpovédny za supresi protinadorové imunitni odpoveédi (Hoos et al. 2010; Buchbinder and
Desai 2016).

Inhibitor PD-1 (nivolumab) je spole¢né s inhibitorem CTLA-4 (ipilimumab) soucasti
terapie u metastazujicich tumord rizné etiologie refrakternich k bézné onkologické 1é€bé
(Buchbinder and Desai 2016). Navzdory tomu Ze je 1é¢ba inhibitory PD-L1 a CTLA-4 béZnou
soucasti klinické praxe, nejsou u PDAC jeji vysledky zcela uspokojivé (Ho, Jaffee, and Zheng
2020). Pricinou muze byt imunologicky relativné chladné TME v porovnani s nadory
melanomu nebo plic (Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Jiny zplsob uniku protinddorové imunitni odpovédi je popsdn u PDAC, ktery mize
indukovat produkci indoleamine 2,3dioxygenasy (IDO). IDO katalyzuje degradaci tryptofanu,

ktery je pottebny pro pieziti a aktivaci T lymfocyta. Jeho degradace zpiisobi jejich anergii a
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apoptozu (Uyttenhove et al. 2003). Navic bylo zjisténo, Ze IDO podporuje akumulaci Treg
v TME (Witkiewicz et al. 2008).

Nadorové bunky vyuzivaji glutamin jako palivo pro anaerobni metabolismus, ktery je jejich
dominantnim zdrojem energie. Preziti T lymfocytl zadvisi na podobnych metabolickych
drahéach nutnych pro jejich aktivaci a proliferaci. Vzajemnou kompetici o spole¢ny energeticky
zdroj tak nadorové buiiky brani T lymfocytiim vytvaret spravné protinddorové imunitni reakce.
Bylo prokazano, Ze pii blokaci glutaminové energetické drahy jsou T lymfocyty schopny
adaptace prechodem na aerobni metabolismus, ¢imz se zvysuje protinadorova imunita (Leone
et al. 2019).

Dendritické buiiky jsou nejucinngjsi antigen prezentujici buiiky. Podileji se na vyzravani a
aktivaci cytotoxickych T-lymfocytl a tvofi tak spojovaci ¢lanek mezi vrozenou a adaptivni
imunitni odpovédi. V ptipadé pisobeni TGF-B a IL-10 podporuji diferenciaci supresorovych
T-lymfocytd a tim zvySuji nddorovou imunotoleranci (Hawiger et al. 2001; Charalambous et
al. 2000).

Na zlepseni prezentace a nasledné expanzi nadorové specifickych kloni T bunék, jako
zpusob jak vyvolat nové nebo posilit jiz existujici imunitni reakce v disledku neadekvatni
odezvy imunitniho rozpoznani u PDAC, mtze byt pouzita vakcinacni terapie (Ho, Jaffee, and
Zheng 2020). Studie také prokazaly, Ze pouziti smrtelné¢ ozatenych alogennich vakcin
zalozenych na bunkéch navrzenych tak, aby exprimovaly GM-CSF (granulocyte—macrophage
colony — stimulating factor), uspé$né rekrutuje agregaty imunitnich buné¢k do TME (Hopkins
etal. 2018). V posledni dobé prokazaly svoji ucinnost ve fazi klinickych studii mRNA vakciny,
které vykazuji velmi povzbudivé vysledky (Bird 2023).

Makrofagy ptitomné v nddorovém stromatu vznikaji z monocytt. Po kontaktu s nadorovymi
bunkami se diferencuji v TAM. MiZeme je rozdélit na 2 typy: M1 (prozénétlivé a
protinadorové) a M2 (supresorové). M1 pfispivaji k protinddorové imunitni odpovédi produkei
zanétlivych cytokinti jako IL-12, IL-23 a interferonu-y (Mantovani et al. 1992; Sica et al. 2000).
Naopak M2 podporuji zvétSovani parenchymu tumort produkci ristovych faktorii a cytokinii
jako jsou VEGF, HGF, MMP2 nebo IL-8 (Li, Fan, and Houghton 2007). M2 se také podili na
nadorové imunotoleranci a to jak produkei cytokinii jako TGF-a, IL-10, IL-13 (Li et al. 2002;
El-Rouby 2010), tak expresi ne-klasickych MHC molekul I tfidy (napf. HLA-G) nebo expresi
PD-L1 nebo CTLA-4 (Liou et al. 2017). U SCC je zastoupeni M2 spojeno s vysSim stagingem
nadorti, metastatickym postizenim uzlin s CastéjSi extrakapsularni propagaci (Marcus et al.

2004; Liu et al. 2008). TAM dale produkuji MIF, ktery do TME atrahuje neutrofilni
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granulocyty, coz je sekundarné€ spojeno s angiogenezi a vyssi invazivitou nadoru (Dumitru et
al. 2011; Galdiero et al. 2013).

Ptitomnost TAM v TME je moZné antagonizovat blokaci CSF-1R (colony stimulating
factor 1 receptor). CSF-1R je ¢lenem tyrosin-kindzové rodiny receptorii rustovych faktord,
které jsou exprimovany u TAM a jinych imunitnich bun¢k (Cannarile et al. 2017). Bylo
prokazano, ze inhibice CSF-1R podstatné vyCerpava TAM a zvySuje pomér CD8+: CD4+ T
bunék. Klinicky se ucinnost blokace CSF-1R projevila u pacientii s obrovskobunécnym
tumorem (Ries et al. 2014). Blokace CSF-1R ptisobi na nadorové imunitni prostfedi komplexné
a vede napfiklad ke zlepSeni odpovédi anti- PD-1 a anti-CTLA-4 terapie (Zhu et al. 2014).

Dulezitou roli v iniciaci a propagaci bunééné a humoralni adaptivni imunity hraje receptor
CD40 (cluster of differentiation), patiici do TNFRSF (tumor necrosis factor receptor
superfamily) (Elgueta et al. 2009). Aktivace CD40 protilatkou indukovala u TAM expresi
vy$$iho mnozstvi CD86 a molekul MHC I1 tiidy, coz vedlo k tumoricidni aktivité proti buiikdm
PDAC a podstatné degradaci TME (Beatty et al. 2011). Klinické studie s pouzitim protilatky
CD40 spolu s gemcitabinem a/nebo nivolumabem vykazuji slibné vysledky (Vonderheide
2020).

Protinadorovy efekt byl popsan i u molekul STING (stimulator of interferon genes) a ICOS
(inducible T-cell costimulator). Jejich stimulace pomoci protilatek je ve fazi klinickych studii
(Ho, Jaffee, and Zheng 2020).

Ptitomnost TAN v TME obecné souvisi se Spatnou prognézou (Shen et al. 2014). Pomoci
vyfazeni CXCR2 klicového receptoru pro IL-8 je snizena nadorova chemotaxe leukocytl
véetné TAN, coz vedlo k potlaceni riistu nadorti (Ho, Jaffee, and Zheng 2020). Z vysledki je
zjevné, ze TAN spolu s Treg a TAM zasadn¢ moduluji TME a jsou tak moznym cilem snah o
kontrolu nddorového bujeni.

MSDC jsou heterogenni populace bunék, ktera svou aktivitou negativné ovlivituje imunitni
odpovéd organismu béhem zanétli, nddorovych nebo autoimunitnich onemocnéni (Mantovani
2010). MDSC jsou soucasti TME u PDAC (Thyagarajan et al. 2019). U MDSC se uplatiiuje
piedevsim jejich imunosupresivni efekt na T lymfocyty naptiklad prostfednictvim TGFf3 nebo
IL-10 (Gabrilovich 2017).

U PDAC byl popsan specificky typ CAF, ktery exprimuje molekuly MHC ttidy II se
schopnosti antigenni prezentace CD4+ T bunkdm a muze tak modulovat nddorovou imunitni

odpovéd’ (Elyada et al. 2019).
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I ECM slozka TME se mitiZe podilet na sniZzené nadorové imunitni odpovédi. Potvrdila to
studie o zvyseni ucinku protinddorové vakciny cilené na PDAC, ve které ptidani PEGPH20

vyznamné zvysilo infiltraci T bunék v TME a tim zvysilo G¢inek vakciny (Blair et al. 2019).

1.3.5 Nadorova genetika

Cancer Genome Atlas Research Program (TCGA) provedl genovou analyzu u 279 HNSCC.
Vysledky ukazaly na potenciondlni terapeutické cile zahrnujici tyrosinkindzové receptory:
EGFR, FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1), ERBB2 (erb-B2 receptor tyrosine kinase
2), onkogeny: CCNDI (cyclin-D1), HRAS (harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), tumor
supresorové geny: TP53, NFI (neurofibromin 1), phosphoinositide 3-kinase pathway (Steuer
etal. 2017).

SHH (sonic hedgehog) je dulezitou signalizacni drahou v pribéhu pankreatické
embryogeneze, jeji represe vede k pankreatické diferenciaci. Inhibitor SHH (cyclopamine)
podporuje heteretopickou pankreatickou expanzi do okolni tkan¢ (Hebrok et al. 2000). Neni
tak ptekvapive, Ze dysregulovana SHH draha miiZe vést k pankreatické karcinogenezi (Zhuang
et al. 2022). Overexprese SHH je spojena se zvySenou desmoplasii a myofibroblastovou invazi
nadorového mikroprosttedi (Kong et al. 2012). Preklinické studie na mySich modelech PDAC
zabranily inhibici SHH nadorové progresi a prodlouzily jejich pteziti (Ho, Jaffee, and Zheng
2020). Inhibice SHH byla také spojena s lepsi vaskularni denzitou tumoru a naslednym vysSim
antitumoroznim efektem gemcitabinu (Meng et al. 2013). Na druhou stranu experimenty na
mySich modelech s knockoutem SHH genu vedly k o¢ekdvanému snizeni desmoplastického
stromatu a hustoty myofibroblastl, prekvapivé vSak s horSim prezitim subjektd (Rhim et al.
2014). Antagonistické vysledky mohou byt ¢astecné v souladu s rozdily v trvani inhibice SHH.
Kratkodoba blokace aktivity SHH pomaha prolomit bariéru a usnadiiuje prianik
chemoterapeutik k nadoru, ale chronicka inhibice SHH nakonec nadoru prospiva. Zavedeni
inhibitord SHH do klinické praxe bylo ov§em prozatim do zna¢né miry zklamanim (Ho, Jaffee,
and Zheng 2020). Mutace genll Kras nebo TP53 souvisi na jedné strané se zvySenim mnozstvi
Treg a MDSC, na stran¢ druhé se snizenim hladiny neaktivovanych efektorovych T bunck
v TME (Domvri et al. 2021). Analogicky k nalezim na mySich modelech, pfinasi zvysena
prevalence Treg bunék pacientim s PDAC $patnou prognozu (Hiraoka et al. 2006).
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Thl. 1

Biologicky aktivni latky produkované CAF podilejici se na vytvafeni nadorového mikroprostiedi

Typ Nazev Typ nadoru Biologicky vyznam
molekuly
Membranovy | FAP -1 Nemalobunécény nador plic Rast a progrese tumoru (Du et al. 2017)
protein (Kilvaer et al. 2018)
Receptor PDGF-R | Karcinom prsu (Jansson et Rust a progrese tumoru (Gialeli et al. 2014)
al. 2018)
Ristovy TGF-p SCC hlavy a krku (Curry et | Aktivace CAF (Rasanen and Vaheri 2010),
faktor al. 2014) tvorba metastaz (Sica et al. 2006), imunosuprese
(Curry et al. 2014), diferenciaci naivnich T
lymfocytt v supresorové T lymfocyty (Ferris,
Whiteside, and Ferrone 2006)
EGF Kolorektalni karcinom Proliferace, rezistence k apoptoze, angiogeneze,
(Tommelein et al. 2015) invazivita (Tommelein et al. 2015),
aktivace CAF (Rasanen and Vaheri 2010)
HGF HNSCC (Curry et al. 2014) Proliferace, rezistence k apoptdze, angiogeneze,
kolorektalni karcinom invazivita (Tommelein et al. 2015), rezistence ke
(Tommelein et al. 2015) kindzovym inhibitorim (Martin et al. 2010)
VEGF Karcinom prsu (Du et al. Angiogeneze (Gudleviciene et al. 2014),
2017) proliferace a rezistence k apoptoéze (Tommelein
et al. 2015)
PDGF SCC hlavy a krku (Curry et | Angiogeneze (Gudleviciene et al. 2014) ,
al. 2014), kolorektalni aktivace CAF (Rasanen and Vaheri 2010),
karcinom (Sica et al. 20006) proliferace, rezistence k apoptoze, invazivita
(Sica et al. 2006)
BMP-4 Nemalobunéény nador plic Dediferenciace keratinocytii (Hamburger and
(Wu et al. 2017) Salmon 1977)
IGF-1/2 | Karcinomu prsu (Franz et al. | Dediferenciace keratinocytti (Hamburger and
2006) kolorektalni karcinom | Salmon 1977), proliferace a rezistence
(Sica et al. 2006) k apoptoéze (Tommelein et al. 2015), kostni
metastazy (Zhang et al. 2013)
YAP Karcinom dé€lozniho ¢ipku Metastazy (Hammarstedt et al. 2006)
(Buglioni et al. 2016)
WNT16B | Karcinom prostaty (Sun et al. | Rezistence k apoptoze (Hawiger et al. 2001) a
2012) chemoterapii (Hawiger et al. 2001)
FGF-2 Kolorektalni karcinom (Sica | Aktivace CAF (Rasanen and Vaheri 2010),
et al. 2006) proliferace, rezistence k apoptoze, invazivita
(Sica et al. 2006)
Chemokin CXCL-1 | SCC hlavy akrku (Lee et al. | Dediferenciace keratinocytl (Lee et al. 2017)
2017)
CXCL-2 | Kolorektalni karcinom (Sica | Rezistence k chemoterapii (Honjo et al. 2000),
et al. 2006) nadorova imunosuprese (Sica et al. 2006)
CXCL- SCC hlavy a krku (Curry et | Rezistence k chemoterapii (Hoos et al. 2010),
12 al. 2014) karcinomu prsu tvorba metastaz (Cho et al. 2011), aktivace
(Franz et al. 2006) CAF (Rasanen and Vaheri 2010), angiogeneze
(Nasman et al. 2009), proliferace tumoru (Sica
et al. 2006)
CXCL- Karcinom prostaty (Augsten | Tvorba metastaz (Cho et al. 2011), proliferace
14 et al. 2009) tumoru (Nasman et al. 2009)
IL-8 SCC hlavy a krku (127) Dediferenciace keratinocytt (Lee et al. 2017),
tvorba metastaz (Li et al. 2002)
CCLS5S Karcinom prostaty (Yeh et Tvorba metastaz (Cho et al. 2011)

al. 2016)
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MIF Osteosarkom (Li, Fan, and Angiogeneze a lymfangiogeneze (Li, Fan, and
Houghton 2007) Houghton 2007)
Interleukin IL-6 SCC hlavy a krku (Lee et al. | Angiogeneze (Kim, Hong, et al. 2017),
2017), karcinom prsu, rezistence k chemoterapii (Kim, Jung, and Koo
ovaria, prostaty a plic 2015), progrese tumoru (Kubota et al. 2009),
(Kilvaer et al. 2018) dediferenciace keratinocytt (Lee et al. 2017),
tvorba metastaz (Li et al. 2002)
IL- 22 Karcinom zaludku (Fukui et | Invazivita (Fukui et al. 2014)
al. 2014)
Galektin Gal-1 SCC hlavy a krku Aktivace CAF (Ostermann et al. 2008), Spatny
(Ostermann et al. 2008) prognosticky faktor (Ostermann et al. 2008) ,
nadorova invazivita, tvorba metastaz, zvysena
produkce rustovych faktort (Polyak, Haviv, and
Campbell 2009), nadorova imunosuprese
(Rasanen and Vaheri 2010)
Gal-3 Karcinom jazyka (Honjo et Nadorova imunosuprese (Sakurai et al. 2008a)
al. 2000)
Thl. 2

Potencionalni terapeutické cile protinadorové lécby

Kategorie | Cilova struktura Stadium vyuZziti

CAF Anti-FAP protilatka Klinické studie
(Ostermann et al. 2008;
Bughda et al. 2021)

Proteazovy | MMP inhibitor (Appleby et

inhibitor al. 2017; Winer, Adams, and
Mignatti 2018)

Receptor PDGF-R (Sun et al. 2022) Registrovany lek
TGF-B-R (Huang et al. 2021) | Klinické studie
Anti-EGFR protilatka (Cai et | Registrovany 1€k
al. 2020)
Anti-IL-6R protilatka (Chen Klinické studie
et al. 2022)
Anti-IL-8R  (Schott et al. Klinické studie
2017)

Riistovy Anti-VEGEF protilatka Registrovany 1ék

faktor (Tewari et al. 2017)

Anti-HGF protilatka (Kim et
al. 2020)

Klinické studie
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Chemokin

Anti-CXCL-2 protilatka
(Moisan et al. 2014; Pan et al.
2021)

Anti- CXCR-4/CXCL-12
protilatka (Zhou et al. 2019;
Domanska et al. 2012)

Preklinické studie

Anti-IL-6 protilatka (Kolar et
al. 2012b), (Jayatilaka et al.
2017)

Anti-IL-8 protilatka (Kolar et
al. 2012b), (Jayatilaka et al.
2017; Gonzalez-Aparicio and
Alfaro 2020)

Klinické studie

Anti-CXCL-1 protilatka
(Kolar et al. 2012b)

Anti-MIF protilatka (Kubota
et al. 2009; Noe and Mitchell
2020)

Kinazovy
inhibitor

BRAF kinazovy inhibitor
(Bollag et al. 2012; Proietti et
al. 2020)

Registrovany 1ék

NF-kB (STATS3 signalizacni
draha) (Civenni et al. 2016;
Rasmi, Sakthivel, and
Guruvayoorappan 2020)

Klinické studie

Imunitni
buiiky

Inhibitor PD-1 (Gettinger et
al. 2018; Ai et al. 2020)

Registrovany 1ék

Inhibitor CTLA-4 (Wolchok,
Rollin, and Larkin 2017)

Registrovany lék

CAR T-bunécna terapie (Liu
et al. 2017)

Registrovana 1écba

TCR (T-cell receptor) therapy
(Shafer, Kelly, and Hoyos
2022)

Registrovana 1é¢ba

TIL (Tumor-infiltrating
lymphocytes)

Klinické studie

IFNa (Asmana Ningrum
2014)

Registrovany 1ék
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2. CIL PRACE

Cil 1

Prvnim cilem diserta¢ni prace bylo popsat chovani a vzdjemnou interakci mezi HF, PANF a
komerénimi liniemi bunék PDAC. Stanoveni genetického profilu HF a PANF a vzdjemné
srovnani fenotypu nadorovych bunék bunéénych linii PDAC snadorovymi bunkami

z ascitické tekutiny u pacientl v terminalnim stadiu PDAC.

Tento cil muzeme rozdélit do 4 bodu.

Bod A: Porovnani rychlosti ristu bun¢k ¢tyt komerénich PDAC linii kultivovanych v béZzném

kultivacnim médiu a pfi pouziti kondiciovanych médii z HF a PANF.

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

Bod C: Srovnani exprese vybranych specifickych markerd IL-6, IL-8 a MFGES a jejich
receptori u komer¢nich bunéénych linii PDAC (stimulovanych a nestimulovanych
kondiciovanymi médii), u bun€k z punktatu ascitu PDAC a u naddorovych bunck ze vzorkl

PDAC.

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

Cil 2

Druhym cilem bylo srovnani fenotypu a genetického profilu mezi NM, MSR a SCC u pacientli
s HNSCC. Tento cil mizeme rozdélit do 3 bodu.

Bod A: Analyza imuhistochemického profilu markert ten, fn a gal u NM, MSR a SCC.
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Bod B: Nalezeni vztahu mezi metastatickym postizenim krénich uzlin a pfezitim pacienta na

podklad¢ exprese ten, fn a gal u MSR a SCC.

Bod C: Porovnéni genové exprese na podkladé DNA microaray analyzy ten positivnich a ten

negativnich vzorka SCC.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1Cill

3.1.1 Bunééné linie

V experimentech byly pouzity 4 bunécné linie PDAC: CAPAN-2, MIAPaCa-2, PaTu-8902 a
Panc-1. Tyto linie jsou standardné pouzivany ke studiu biologickych vlastnosti nddorového
parenchymu. CAPAN-2, MIAPaCa-2, PaTu-8902 byly ziskany jako dar od prof. Libora Vitka
z Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky VEN a 1. LF UK v Praze.

Panc-1 byly zakoupeny od ATCC (CRL-1469, Old Town Manassas, VA, USA). Linii
CAPAN-2 byla kultivovdna v médiu McCoy (BioConcept, Allschwil, Switzerland)
suplementovaného 10 % FBS (fetalni bovinni sérum) a antibiotikem (penicilinem (100 U/ml)
a streptomycinem (100 ug/ml). Ostatni linie byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) s 10 % FBS a antibiotikem (penicilinem (100 U/ml) a
streptomycinem (100 ug/ml)). Kultivace bun€k probihala za teploty 37 °C v atmosféte 5 %
COs. Déle byla jako negativni kontrola u metody Western blot pouzita linie nenddorovych

keratinocytii HaCaT.

3.1.2 Lidské primarni kultury bunék a odbér vzorka tkani

Veskery biologicky materidl pacientli byl ziskan se souhlasem Etické komise Fakultni
nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze v souladu s Helsinskou deklaraci (Shrestha and Dunn
2020). HF byly izolovany z klize zdravych darct, ktefi podstoupili zdkrok na Klinice estetické
chirurgie 3. 1ékatskeé fakulty Univerzity Karlovy v Praze. HF byly kultivovany v mediu DMEM
s 10 % FBS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml) pii teploté 37°C
v atmosféie 5 % CO». Vzorky tkané od pacientt s PDAC byly ziskany z Ustavu patologie 3.
1ékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze.

PANF byly izolovany od 11 pacientti (P1-P11, tbl. 3) na zakladé protokolu (Dvorankova,
Lacina, and Smetana 2019; Szabo et al. 2011). Morfologické a fenotypové znaky typické pro
fibroblasty byly ovéfené imunohistochemicky pomoci markerti (vimentin+, keratin-, CD34-,
CDA45-, MITF-, HMB45-, MelanA-) a Western blotem pomoci markert (high molekular weight
cytokeratin-, vimentint, PDGFRP) V nasledujicich experimentech byly pouzity PANF
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pacientd (P10 a P11). Ziskani tkdn¢ ze zdravého pankreatu je z mnoha divodl obtizné, proto
byli PANF srovnavané s HF a MELF (melanoma derived CAFs). MELF byli fenotypové
charakterizované v publikaci (Kodet et al. 2018). HF 1 PANF byly nasazeny na mikroskopicka
podlozni skli¢ka v hustoté 1500 bunék/cm? a kultivovany 120 hodin v DMEM mediu.
Kultiva¢ni media byla vyménéna po 48 a 120 hodinach. V ziskanych médiich byla analyzovana
koncentrace IL- 6, IL-8 a MFGES8 pomoci ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay)
metody. Podlozni sklicka s fibroblasty byla oplachnuta 3x PBS (phosphate-buffered saline),

ususSena a skladovana v teploté — 20 °C pro dalsi imunofluorescenéni a Western blot analyzu.

Tbl. 3
Charakteristika darci PANF a darcti nddorovych pankreatickych bun¢k z ascitu
Pacient Pohlavi Vék Lokalita Klasifikace
(roky) nadoru v
pankreatu
Darci P1 Zena 72 Hlava T3/NO/MO
PANF P2 Zena 50 Télo T3/N1/MI (jatra)
P3 Muz 60 T¢lo T3/N1/MO
P4 Zena 80 Hlava T3/NO/MO
PS Muz 56 Téelo T3/N1/MO
P7 Zena 78 Télo T3/N1/MI (jatra)
P8 Muz 74 Hlava T3/NO/MO
P9 Muz 77 Télo T3/NO/MO
P10 Zena 68 Hlava T4/NO/MO
P11 Muz 63 Hlava T3/N1/MO
Déreci Al Zena 65 Hlava T4/N1/M1 (jatra)
nadorovych A2 Zena 70 Télo T4/N1/M1 (peritoneum)
bunék z A3 Zena 65 Hlava T4/N1/MO
ascitu A4 Muz 60 Hlava T3/N1/M1 (jatra)

3.1.3 Nadorové¢ buiiky z punktatu ascitu

Bunky z punktatu ascitu byly ziskdny od pacientll v termindlnim stddiu PDAC (tbl.3),
hospitalizovanych na Onkologické klinice 1. LF UK a Fakultni Thomayerovy nemocnice
v Praze se souhlasem Etické komise Ceské republiky v souladu s Helsinskou deklaraci.
Suspenze ascitu byla centrifugovana (odstfediva sila 400 x g), resuspendovdna v PBS a
nasledn¢ znovu centrifugovana za stejnych podminek. Pelet bunék z ascitu bun€k byl znovu
resuspendovan v DMEM s 10 % FBS a ATB (penicilin/streptomycin) a kultivovan v
inkubdtoru pfi teploté 37 °C a atmosféie 5 % CO». Ascitické buiiky byly nasledné kultivovany
na podloznich skli¢kdch v hustot¢ 20 000 bungk/cm®* v DMEM s 10 % FBS a ATB

43



(penicilin/streptomycin) 24 hodin. PodloZzni skli¢ka s builkami byla 3x oplachnuta PBS,

ususena a skladovana v teploté — 20 °C pro dalsi analyzu.

3.1.4 Nadorové linie kultivované v kondiciovanych médiich z PANF a HF

PANF a HF byly kultivovany o hustoté 6000 bunék/cm?. Po dosazeni 80 % konfluence bylo
médium vymeéneno za Cerstvé kultivaéni médium DMEM nebo McCoy. Po 24 hodinach bylo
médium centrifugovano (odstiediva sila 400 x g), byl odebran supernatan a skladovan pii
teplot¢ 4 °C. Do 24 hodin bylo toto kondiciované médium pouzito ke kultivaci PDAC.
Nédorové linie PANC-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902 byly kultivované na podloznich sklickach
o hustoté 5000 bunék/cm? pod vlivem DMEM kondiciovaného média. Nadorova linie
CAPAN-2 byla kultivovana na podloznich sklickdch o hustoté 10 000 bunék/cm? pod vlivem
McCoy kondiciovaného média. Po 48 a 120 hodinach byl supernatan odebran k analyze
pomoci ELISA metody. Nakonec byla skla s buitkami 3x omyta v PBS, ususena a skladovana
v -20 °C pro dalsi IHC (immunohistochemistry) analyzu.

Pro Western blot analyzu byly buné¢né linie MIAPaCa-2, PaTu-8902 and Panc-1 nasazeny
v hustot& 5000 bunék/cm? a bunééna linii CAPAN-2 v hustot& 10 000 bunék/ cm? do Petriho
misek a kultivovany 2 dny ve standardnich a kondiciovanych médiich DMEM (MIAPaCa-2,
PaTu-8902 a Panc-1) a McCoy (CAPAN-2). Cast bunék byla trypsinizovana po 48 hodinach a
druha ¢ast bunek po 120 hodinach kultivace.

3.1.5 Efekt kondiciovanych médii na formovani bunéénych kolonii linii PDAC

Klonogenni test (Clonogenic assay) urcuje pocet proliferujicich kolonii bun¢k, kdy je kolonie
definovana jako skupina minimaln¢ 50 bunék (Franken et al. 2006). Buné¢né linie MIAPaCa-
2, PaTu-8902, Panc-1 a CAPAN-2 byly nasazeny v hustoté 100 bun&k/cm? a kultivovany ve
standardnich médiich DMEM (MIAPaCa-2, PaTu-8902 a Panc-1) a McCoy (CAPAN-2) a
kondiciovanych médiich z PANF a HF které byly ziskany diive popsanym zptsobem. Buiiky
byly kultivovéany 2 tydny pii teploté 37°C a atmosfétre 5 % CO», média byla ménéna kazdych
72 hodin. Kolonie bunék byly fixovany 70,0 % ethanolem a obarveny 0,5 % gencidnovou
violeti. Pocet kolonii byl hodnocen mikroskopicky pomoci LED transluminatoru Universal
Imagel Hood (Gel Company, Inc., San Francisco, CA, USA). Vysledky byly analyzovany

pomoci ImagelJ softwaru.
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3.1.6 Western blot analyza buné¢nych linii PDAC pod vlivem kondiciovanych médii

Buné&éné linie MIAPaCa-2, PaTu-8902 a Panc-1 byly nasazeny v hustoté 5000 bun&k/cm? a
bunééna linii CAPAN-2 v hustot& 10 000 bun&k/cm? do Petriho misek. Linie byly kultivovany
2 dny v kondiciovanych médiich z PANF/HF a standardnich médiich DMEM (MIAPaCa-2,
PaTu-8902 a Panc-1) a McCoy (CAPAN-2). Nasledné byly buniky omyty v PBS, seSkrabany
z povrchu Petriho misek a byl pfiddn Laemmliho buffer (100 mmol, Tris HCI (Tris
hydrochloride), 10% glycerol, 2 % SDS (sodium dodecyl sulfate) pH~6.8). Buiiky byly
nasledné desintegrovany pomoci ultrazvukového sonikatoru (QSonica, 40 % amplituda, 15 s)
a centrifugovany (odstfediva sila 10 000 x g, 10 min). Koncentrace a Cistota proteinli byla
zmétena pomoci nanofotometru (Implen).

Western blot byl provede nasledovné: Po denaturaci (vateni v 95°C, 5 min) byly proteiny
separovany elektroforézou v SDS-PAGE gelu (sodium dodecylsulphatepolyacrylamide gel
electrophoresis). Po separaci byly proteiny transferovany na PVDF (polyvinylidene difluorid)
membranu pomoci blotovaciho systému iBlot2 (Thermo Fisher Scientific). Nespecificka
reakce protilatek byla na membranach blokovana hodinovou inkubaci v 5 % NFDM (non-fat
dry milk) nebo BSA (bovine serum albumin). Proteiny byly stabilizovany v TBS
(tris—buffered saline) s 0,1 % Tween pfi pokojové teploté. Membrany s proteiny byly pies noc
inkubovany s primarni protilatkou pfi teploté 4 °C. Nekonjugovana primarni protilatka byla
smyta PBS. Nasledn¢ byly membrany inkubovéany v sekundarni protilatce s HRP (horse radish
peroxidase) aktivitou po dobu 1 hodiny. Po pifidani substratu ECL (enhanced
chemiluminescence) k imunoblotu byl k detekci signalu z HRP pouzit piistroj MF-ChemiBis
2.0 (DNR Bio-Imaging Systems). Jako kontrolu spravného provedeni byla detekovana

pfitomnost B—actinu. Seznam pouzitych protilatek je shrnut v tbl. 4.

Tbl. 4

Seznam pouzitych protilatek pro Western blot
Primarni protilatka Druh Izotyp Klonalita Vyrobce
E-cadherin Krysa IgG Monoklonalni eBioscience, USA
N-cadherin Kralik 1gG Polyklonalni Invitrogen, USA
Keratin 8 Mys 1gG Monoklonalni Invitrogen, USA
Keratin 14 Kralik IgG Polyklonalni Invitrogen, USA
Keratin 19 Mys IgG Monoklonélni Invitrogen, USA
PDGFRp Kralik IgG Monoklonalni CST, USA
Slug Kralik IegG Polyklonalni Invitrogen, USA
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Snail Mys IegG Monoklonélni eBioscience, USA

Vimentin Kralik IgG Monoklonalni CST, USA
WSC! Kralik IgG Polyklonalni Abcam, USA
B-actin Kralik IgG Monoklonélni CST, USA
Sekundarni protilitka  Druh Izotyp Vyrobce

‘_ 1w’ 2_
Anti-kralici, HRP Koza e CST, USA
aktivita
Anti-krysi, HRP?-aktivita Koza IgG CST, USA
Anti-mysi, HRP?-aktivita Kun IeG CST, USA

'WSC: Wide spectrum cytokeratin 2 HRP Horse Radish Peroxidase

3.1.7 Imunofluorescen¢ni analyza linii PDAC

Bunécné linie MIAPaCa-2, PaTu-8902 a Panc-1 a CAPAN-2 byly kultivované o hustoté 7500
bunék/cm? v kondiciovanych médiich z PANF/HF a standardnich médiich DMEM (MIAPaCa-
2, PaTu-8902 a Panc-1) a McCoy (CAPAN-2) a v médiich DMEM (MIAPaCa-2, PaTu-8902
a Panc-1) a McCoy (CAPAN-2) obohacenych o IL-6, IL-8 a MFGES na podloznich sklech.
Buniky na podloznich sklech byly fixovany v roztoku 2 % pufrovaného paraformaldehydu
(pH=7.2,), omyty v PBS a permeabilizovany pomoci 0,1 % Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich).
Jako prevence nespecifické vazby sekundarni protilatky byla sklicka 30 minut inkubovéana
v albuminu z prase¢iho séra (DAKO, Glostrup, Denmark). Primarni a sekundarni protilatky
byly ziedény dle doporuceni vyrobce. Skla byla inkubovéana s primarni protilatkou po dobu 90
minut. Nekonjugovana primarni protilatka byla smyta PBS. Nasledn¢ byla skla inkubovana
v sekundarni protilatce s imunofluorescencni aktivitou po dobu 45 minut. Seznam pouzitych
protilatek je uveden v tbl. 5.

Ke kontrole specificity byly pouzity irelevantni protilatky stejného isotypu jako primarni
protilatky. Bunécna jadra byla kontrastné obarvena DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride, Sigma-Aldrich). Skla byla zamontovdna do Vectashieldu (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) a prohlédnuta pod fluorescen¢nim mikroskopem Eclipse
901 (Nikon, Tokyo, Japan) vybavenym filtry pro fluorochromy FITC, TRITC, DAPI a kamerou
Cool- 1300Q CCD (Vosskiihler, Osnabriick, Germany). Obrazova data byla vyhodnocena
pomoci analytického systému LUCIA 5.1 (Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic).
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Tbl. 5

Seznam pouzitych protilatek pro imunohistochemické barveni

Antigen Typ protilatky Vyrobce Sekundarni
protilatka
Keratin 19 Mysi monoklonalni Dako Kozi anti-mysi
(TRITC conjugated)
Sigma-Aldrich
Keratin 17 Mysi monoklonalni Sigma-Aldrich
HMB45 Mysi monoklonalni Invitrogen
Ki67 Mysi monoklonalni Dako
Melan-A Mysi monoklonalni Dako
Smooth muscle actin Mys$i monoklonalni Dako
CD 34 Mysi monoklonalni Dako
CD 45 Mysi monoklonalni Dako
Vimentin Mysi monoklonalni Dako
Keratins (wide Krali¢i polyklonalni Abcam Praseci anti-krali¢i
spectrum) (FITC conjugated)
Dako
Nestin Krali¢i polyklonalni Sigma-Aldrich
Fibronectin Krali¢i polyklonalni Dako
Keratin 8 Krali¢i polyklonalni Sigma-Aldrich
Vimentin Krali¢i polyklonalni Abcam
VEGFA clone 26503 Mys$i monoklonalni R&D System Kozi anti-my$i/krysi
Histonfine
(Simple Stain AX
PO) Nichirei,
Simple Stain
AEC Nichirei
VEGFARI1 Krali¢i polyklonalni Abcam
VEGFAR2 Kralici monoklonalni  Cell Signaling
IL-6 Mysi monoklonalni Abcam
IL-6R Krali¢i polyklonalni Abcam
IL-8 Kozi polyklonalni R&D System
IL-8R1 Mysi monoklonalni R&D System
IL-8R2 Mysi monoklonalni R&D System
MFGE-8 Mys$i monoklonalni Exbio Antibodies
Keratin 7 Mysi monoklonalni Abcam

3.1.7 Bright-field imunohistochemické analyza linii PDAC, bunék z ascitu a nadorové

tkan¢ z pankreatu

Buiiky MIAPaCa-2, PaTu-8902, Panc-1, CAPAN-2 byly nasazeny o hustoté 7 500 bunék/cm?,
buriky z ascitu pankreatu byly nasazeny o hustot& 20 000 bunék/cm? na podlozni sklicka (Leica
X—tra slides 3800050, Leica, Tokyo, Japan) s positivné¢ nabitym povrchem. Paralelné¢ byla

nakrajena (fezy tlouStky 5 um) nadorova tkan PDAC od pacienti P10 a P11 nasledn¢ fixovana
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v parafinu, usuSena na positivné nabitych podloznich sklickdch (Leica X-tra slides),
deparafinovana, rehydratovana a oSetiena 1 % peroxidem vodiku pii pokojové teploté.
K zabranéni nespecifické vazby protilatek bylo aplikovano blokacni ¢idlo (Universal IHC
Blocking/Diluent, Leica) po dobu 1 hodiny. Seznam primarnich protilatek je uveden v tabulce
3. Protilatky byly ztedény dle doporuceni vyrobce pomoci Antibody Diluent (Dako REAL S-
2022, DAKO) a inkubovany pfes noc se vzorky pii teploté¢ 4°C. Nenavazané protilatky byly
omyty PBS. Sekundarni protilatky (Histofine® Simple Stain™ MAX PO (MULTI) Nichirei
Biosciences, Tokyo, Japan) byly zfedény dle pokynti vyrobce a inkubovany se vzorky po dobu
20 minut v pokojové teploté. Rezy byly kontrastné obarveny 3minutovou aplikaci
hematoxylinu (Gill No. 1 GHS116, Sigma-Aldrich) a namontovany v médiu Hydromount (HS-
106, National Diagnostics, Leicestershire, UK) a analyzovany pomoci bright-field mikroskopu.
Negativni kontrola byla provedena zdménou primarni protilatky za specidlni protilatku
(Mouse/Rabbit Antibody Isotype Controls 08-6599 and 08-6199, Invitrogen, Carslbad, CA,
USA) a vzorky byly déle ptipraveny za stejnych podminek.

3.1.8 ELISA detekce IL-6, IL-8 a MFGES linii PDAC a HF/PANF

Pomoci ELISA metody byla v kultivaénich médiich vSech PDAC liniich MIAPaCa-2, PaTu-
8902, Panc-1, CAPAN-2 a HF a PANF méfena produkce IL-6 (EI1006-1, BioVendor, Brno,
Czech Republic), IL-8 (EI1008-1, BioVendor) a MFGES (DFGE80, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA. Hodnota IL-6, IL-8 a MFGES8 byla métena v mikrotitra¢nich 96
jamkovych destickach pomoci Universal Microplate Readeru EL 800 (BIO-TEK Instruments,
Winooski, VT, USA) o vinové délce 570 nm. Dale byl méfen efekt kondiciovanych médii
(z HF a PANF) u bunéénych linii PDAC na produkci IL-6, IL-8 a MFGES. Byl definovan
relativni produkéni faktor (RP) podle vzorce RP = (PDAC v CM—CM) /PDAC. PDAC v CM
je hodnota faktort (IL-6, IL-8 a MFGES) v pg (pikogramech) produkovanych nadorovymi
bunikami kultivovanych v kondiciovaném médiu. CM je hodnota faktort (IL-6, IL-8 a MFGES)
v pg v kondiciovanych médiich. PDAC je hodnota faktord (IL-6, IL-8 a MFGES) v pg ve
standardnim médiu. Hodnota RP>1 znamend zvySeni produkce faktorG pii pouziti
kondicovanych médii. RP <1 znamena snizeni produkce faktorti pii pouziti kondiciovanych
médii. RP=1 koresponduje s zadnou zménou produkce faktort pii pouziti kondiciovanych

médii.
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3.1.9 Expresni celogenomové profilovani transcriptomu HF, PANF a MELF

HF, PANF a MELF byly kultivované na Petriho miskdch (Corning, NY, USA) o hustoté
1000/cm? 7 dnii do dosazeni 95-100 % konfluence. Kultivaéni médium bylo vyménéno kazdé
2 dny a 24 hodin pied zpracovanim bunék. Buiiky byly omyty 2x PBS (Biochrom) a nésledné
byl ptidan (350 ul) RLT pufr (Qiagen, Hilden, Germany) s 2-mercaptoethanolem (Sigma-
Aldrich). Lyzat bun¢k byl skladovan pii teplot€¢ —80°C. RNA buné¢k byla izolovana pomoci
RNeasy micro kitu (Qiagen). Kvantita a kvalita izolované RNA byla analyzovana pfistrojem
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). VSechny pouzité
RNA vzorky méli RIN (RNA integrity number) nad 9. Kompletni RNA (200 ng) byla
amplifikovana na [llumina TotalPrep RNA kitu (Ambion; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) a 750 ng amplifikované RNA bylo hybridizovano na Illumina HumanHT-12 v4
chipu (Illumina, San Diego, CA, USA) podle protokolu vyrobce. Analyza byla provedena na 3
biologickych replikatech pro HF, 8 biologickych replikatech pro PANF a 4 biologickych
replikatech pro MELF. Zakladni data byla zpracovdna pomoci GenomeStudio softwaru
(version 1.9.0.24624; Illumina) pro dalsi analyzu byly pouzity oligo (Carvalho and Irizarry
2010) a limma (Ritchie et al. 2015) balicky od Bioconductoru (Huber et al. 2015). Transkripéni
profil byl zpétn€ opraven pomoci exponencialniho modelu, normalizovaného kvantilu a
rozptylu stabilizovaného pomoci logaritmické transformace zakladu. Moderovany t-test byl
pouzit pro detekci rozdiln¢ vyjadrenych transkriptii. Storeyho g-hodnota <0.05 (Storey and
Tibshirani 2003) a minimalné dvojndsobné zmény v intenzité exprese byly pozadovany jako
dikaz rozdiln¢ transkribovanych genii. Data vyhovujici MIAME (Minimum Information
About a Microarray Experiment) byla ulozena do databaze ArrayExpress (E-MTAB-8764).
GSEA (Gene set enrichment analysis) byla provedena s pouzitim Fisherova exaktniho testu na
genovych souborech definovanych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
cestami (Kanehisa et al. 2017). Pouze drahy KEGG s GSEA p <0,0001, minimalnim ptekrytim

deseti genti a odds ratio >2 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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3.1.10 Statistické analyza

Statistickd analyza byla provedena v R statistickém prostiedi (https://www.r—project.org),
pokud neni uvedeno jinak, pomoci softwaru Past3 3.x. Pro multiple testing adjustment byl
pouzit Storeyho test (q-hodnota). Statisticka analyza velikosti a poc¢tu kolonie byla vypoctena

jednocestnou analyzou rozptylu (ANOVA) nasledovanou Tukeyho post-hoc testem.

3.2Cil2

3.2.1 Odbér tkani

Od pacientti s HNSCC operovanych na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1.
1ékatskeé fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole byl odebran soubor vzorkt
z SCC, MSR a NM. Vsechny vzorky tkan¢ byly odebrany s informovanym souhlasem pacientti
po schvaleni studie mistni etickou komisi podle Helsinské deklarace. Staging a grading vzorkt

HNSCC je shrnut v tbl. 6. Anatomicka lokalita vzorkit HNSCC je shrnuta v tbl. 7.

Tbl. 6
Staging a grading vzorkit HNSCC
Hodnota Grade T N Stage
(velikost (metastatické
tumoru) postiZeni
krénich uzlin)
0 0 0 24 0
1 14 16 15 4
2 39 36 38 8
3 27 17 3 21
4 0 11 0 47
Tbl. 7
Anatomicka lokalita vzorkit HNSCC
Anatomicka lokalita Pocet pacientii/microarray
Dutina Ustni 11/4
Orofarynx 51/13
Hypofarynx 5/
Larynx 13/8
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3.2.2 Zpracovani tkéani

Vzorky SCC, MSR a NM byly ponechany 1 hodinu v kryoprotektivniho gelu Tissue-Tek
(Sakkura, Zoeterwoude, The Netherlands) pfi 4°C a nasledn¢ zmrazeny v tekutém dusiku.
Zmrazené vzorky byly nakrajeny na 7 um silné fezy pomoci microtomu Cryocut-E (Reichert-

Jung, Vienna, Austria).

3.2.3 Imunofluorescencni detekce Ten, Fn a Gal-1 u SCC, NM a MSR

Rezy byly omyty v PBS a fixovany v 2 % pufrovaného paraformaldehydu. Fixované fezy byly
omyty 3x v PBS. Nasledné byly vzorky permeabilizovany 0,2 % Tritonem X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a omyty v PBS. Nespecificka vazba protilatek byla vyloucena
inkubaci vzorki v prase¢im séru (DAKO, Glostrup, Denmark), které bylo zfedéno dle pokyni
dodavatele. Po omyti v PBS byla aplikovana mysi monoklonalni protilatka proti ten-C, krali¢i
polyklonalni protilatka proti fn a cilen¢ vyrobena krali¢i polyklonalni protilatka proti gal-1.
Protilatka proti gal-1 byla pfed pouzitim dikladné otestovana na zkiiZenou reaktivitu s jinymi
¢leny rodiny gal a pouzita v fedéni 1:50. Protilatky byly inkubovéany se vzorky po dobu 90
minut. Po omyti nekonjugované primarni protilatky PBS, byly pouZzity sekundarni protilatky
se znaenym fluorochromem s anti-mysi a anti-krali¢i aktivitou. VSechny protilatky byly
ziedény dle instrukci dodavatele. Specificita imunodetekce byla ovéfena nahrazenim protilatky
prvniho kroku irelevantni protilatkou stejného izotypu v piipadé¢ monoklondlni protilatky,
v ptipadé polyklonalni protilatky pak vynechanim samotné primérni protilatky. Jaderna DNA
byla zobrazena pomoci DAPI (Vector-Laboratories, Burlingame,CA, USA). Skla byla
namontovana ve Vectashieldu a zkoumana pod fluorescencnim mikroskopem Eclipse 90i
vybavenym filtry pro fluorochromy FITC, TRITC, DAPI a kamerou Cool- 1300Q CCD.
Obrazova data byla vyhodnocena pomoci analytického systému LUCIA 5.1.

3.2.4 Microarray analyza

Vzorky byly nejprve nakrdjeny na kryostatu. RNA byla izolovana pomoci reagentu RNeasy
Micro Kit (QIAGEN, Germantown, MD, USA), néasledné bylo postupovéano dle procedury
optimalizované pro zvifeci bunky. Kvalita a kvantita RNA byla uréena pomoci

spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies LLC, Wilmington, DE, USA)
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a bioanalyzatoru (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Pro samotnou microarray
analyzu byl pouzit chip Illumina HumanWG-6 V3 (Illumina, San Diego, CA, USA). Bylo
postupovano dle standartniho protokolu. Celkova RNA (150 ng) byla amplifikovdna pomoci
amplifika¢niho kitu Illumina TotalPrep RNA (Ambion™; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Amplifikovand RNA (1500 ng) byla hybridizovana s oligonukleotidy na chipech
dle pokynt vyrobce. Celkem bylo zpracovano 26 SCC (4x Ten—a 22x Ten+), 22 vzorki MSR
(4x Ten—a 18x Ten+) a 25 vzorki NM (4x Ten—a 21x Ten+). Zakladni data byla zpracovana
pomoci GenomeStudio softwaru. Pro dalsi analyzu byly pouzity oligo a limma balicky od
Bioconductoru v prostiedi R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria;

http://www.R-project.org/). Transkripéni profily byly korigovany pomoci exponencidlniho

modelu, normalizovaného kvantilu a rozptylu stabilizovaného pomoci logaritmické
transformace zakladu. Moderovany t-test byl pouzit pro detekci rozdilné vyjadienych
transkriptl v nddorovém stromatu. Geny byly povazovany za rozdilné transkribované pii
Storeyho q hodnoté pod 0,25 a miniméalné 1,5ndsobné¢ zméné intenzity exprese. Data
vyhovujici MIAME byla uloZena do databaze ArrayExpress. GSEA byla provedena s pouzitim
Fisherova exaktniho testu na genovych souborech definovanych KEGG a genovou ontologii
(15). Statistickd vyznamnost byla stanovena na p <0.005, odds nejmén¢ 2 a shod¢ alespon 3

genl v genovém setu a setu rozdilné transkribovanych gend.
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4. VYSLEDKY

4.1Cil 1

4.1.1 Efekt kondiciovanych médii na formovani bunéénych kolonii bunéénych linii

PDAC

Vysledky ukazaly, Ze efekt kondiciovanych médii na velikost a pocet bunécnych linii zavisi na
typu linie PDAC. V 6 ptipadech z 8 ptevazil positivni efekt. Kondicionovana 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 (CTRL).
Kondicionovana média z HF zvétSuji velikost kolonii u Panc-1, MIAPaCa-2 a PaTu-8902, u
CAPAN-2 byl pozorovan mirn€ negativni vliv na velikost kolonii v porovnani s kultivaci v
bézném médiu. Velikost kolonii pfi jejich kultivaci v kondiciovanych médiich je zobrazena na
obr. 2. Pocet kolonii u Panc-1 a CAPAN-2 stimulovanych kondiciovanymi médii z PANF/HF
byl vétsi nez pfi 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 médiu. Pocet

kolonii pfi jejich kultivaci v kondiciovanych médiich je zobrazen na obr. 3.

A Panc-1 B MIAPaCa-2
100 500
80 400
60 300
40 200
20 100 (_1
0 0
ctrl P10-PANF  P11-PANF Ctrl P10-PANF  P11-PANF
C PaTu-8902 D CAPAN- 2
500 * 80
400 . 60
300 * +
40
200
100 e
0 - - 0
ctrl HF P10-PANF  P11-PANF P10-PANF  P11-PANF

Obr. 2 Velikost kolonii (Px?)
Hladina statistické vyznamnosti p <0,05 je ozna¢ena hvézdickou (*). Znakem (+) je ozna¢ena hladina statistické vyznamnosti p <0,05 pfi
porovnani s CTRL a HF/PANF kondiciovanymi médii.
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Obr. 3 Pocet kolonii (Px?)

Hladina statistické vyznamnosti p <0,05 je oznacena hvézdickou (*). Znakem (+) je oznacena hladina statistické vyznamnosti p
<0,05 pii porovnani s CTRL a HF kondiciovanymi médii.

4.1.2 Western blot analyza PDAC buné¢nych linii pod vlivem kondiciovanych médii

Metodou Western blot byla na proteinové urovni hodnocena diferenciace a EMT PDAC linii
pod vlivem kondiciovanych médii HF/PANF za 48 a 120 hodin. Diferenciace nadorovych
bunék byla hodnocena na podkladé exprese K8, K14, K19. EMT byl hodnocen na zakladé
exprese markerti Slug, Snail, vimentin a E-cadherin/N-cadherin. Nejvétsi zménu exprese pod
vlivem kondiciovanych médii vykazoval K8, zatimco exprese K14 a K19 zlstala relativné
stabilni. Kondicionovand média indukovala expresi K8 u linii Panc-1 a CAPAN-2 (pouze pfi
kultivaci za 48 hodin), naopak snizila jeho expresi u linie MIAPaCa-2. Exprese K8 u linie
PaTu-8902 byla beze zmény. Kondicionovand média indukovala (vyjadieno nejvice pii
kultivaci za 120 hodin) 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 minimalni
zména v expresi Snail a Slug. 120hodinova kultivace v kondiciovanych médiich u linie
CAPAN-2 stimulovala polarizaci epitelu charakterizovanou zvySenou expresi E-cadherinu a
absenci N-cadherinu. Kondicionovand média neméla zasadni vliv na zménu biologickych

vlastnosti PaTu-8902 linie. Vysledky Western blot jsou ukazany na obr. 4.
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Obr. 4

Vysledky Western blot proteinové exprese vybranych markert (levy sloupec) u linii Panc-1, MIAPaCa-2 a CAPAN-2, u PaTu-8902 pfi
kultivaci bunék v bézném médiu (C), kondiciovaném médiu z HF (HF), kondiciovaném médiu z PANF (P10, P11) za 48 a 120 hod.

4.1.3 Imunofluorescen¢ni analyza bunéénych linii PDAC

Imunofluorescenénim barvenim byla na fenotypové urovni hodnocena diferenciace
epitelidlnich bunék, EMT a rychlost proliferace. Diferenciace epitelidlnich bunék byla
hodnocena expresi K8, K17, K19. Nepiima znamka EMT byla hodnocena expresi vimentinu a
rychlost proliferace expresi Ki67. Exprese K8 byla prokdzana u vsech linii PDAC, ptfidani
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 nevykazala zasadni
zménu pii kultivaci v kondiciovanych médiich u zadné linie. Signal pro K17 nebyl zjistén u

vétSiny linii. Linie Panc-1 a MiaPaCa-2 exprimovaly vimentin, linie CAPAN-2 vykazovala
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slabsi signél pro vimentin, u linie PaTu-8902 byla na pfitomnost vimentinu velmi chuda. 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. Vysledky imunofluorescence jsou shrnuty

v tbl.8.

Tbl. 8

Imunofluorescen¢ni prukaz exprese K8, K17, K19, Vim u linii Panc-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902 a
CAPAN-2, pti kultivaci v béZzném médiu, kondiciovaném médiu z HF (HF), kondiciovaném médiu

z PANF (P10-PANF, P11-PANF) a médiu obohaceném o IL6, IL8, MFGES8. ND (nedeterminovano),
(-) exprese nebyla prokazana, (+) stiedni exprese, (++) silna exprese, (+++) velmi silna exprese, (-/+)

hrani¢ni positivita

K8 K17 K19 Vim
Panc-1 - - —/+ - +++ 4+
HF —/+ - 4+
P10-PANF I+ - 4t 4t
P11-PANF —/+ - —+ -1—1—
- IL6 - ND R —
IL8 - ND A+ —
MFGE8  + ND +++ -
MIAPaCa-2 - - - - i+ 4+
HF —/+ — —+ +
P10-PANF I+ - 44+
P11-PANF I+ - I+ +
- IL6 - ND ++ ++
IL8 - ND + ++
MFGES - ND e —
PaTu-8902 - - +++ - I+ +++
HF - - 4+ -
P10-PANF - - T _
P11-PANF - - T _
- IL6 —I+ ND - -
IL8 —/+ ND - -
MFGES - ND — —
CAPAN-2 - - ot - - 4+
HF —/+ - + ~/+
P10-PANF —/+ - - I+
P11-PANF -+ - I+ I+
- IL6 -/+ ND = I+
IL8 -+ ND ++ —/+
MFGES —/+ ND ++ —+
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4.1.4 Imunohistochemické 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. Déle byla porovnavana exprese IL6, IL8, VEGFA, receptorti
pro IL6 (IL6R), IL8 (IL8R) a VEGFA (VEGFARI1, VEGFAR?2) mezi nddorovymi liniemi
PDAC a buiikkami z ascitu. Analyza prokazala ze PANC-1 linie byla positivni na vSechny
testované markery. U ostatnich linii a bun¢k z ascitu byla pozorovéana individudlni variabilita
mezi sledovanymi markery. Obzvlast’ se liSila exprese IL8, IL8R1 a IL8R2. VSechny
pankreatické linie exprimuji VEGFA a oba proteinové receptory VEGFAR1, VEGFAR?2
stejné jako IL6 a IL8R2. Pouze Panc-1 byly lehce positivni na IL8R1. Slaby signal pro
MFGES byl detekovan pouze pro bunky ascitu. Buiiky ascitu také exprimovaly K7, K8, K19
a vimentin. Vysledky jsou piehledné shrnuty v tbl. 9. Imunohistochemické analyza
IL6,IL8,VEGFA a jejich receptorii IL6R, ILSR1, IL8R2, VEGFARI1, VEGFAR?2 u linii

PDAC a bunék z ascitu je ukazana na obr. 5

Tbl. 9

Imunohistochemicky prikaz exprese IL6, IL8, IL6R, IL8R1, IL8R2, VEGFA, VEGFAR, MFGES8 u
linii Panc-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902 a CAPAN-2 a bun¢k z ascitu od 4 pacientli (Ascites-1, Ascites-
2, Ascites-3, Ascites-4). ND (nedeterminovano), (-) exprese nebyla prokazana, (+) slaba exprese, (++)
stiedni exprese, (+++) silna exprese, (-/+) hrani¢ni positivita

Cell line IL6 IL6R IL8 IL8R1 IL8R2 VEGFA VEGFAR1 VEGFAR2 MFGES VIM K19 K8
Panc-1 +++ +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +
MIAPaCa +++ —/++ ++ + ++ +++ +++ +++ +
Patu-8902 +4++ ++ +++ + ++ +4++ +++ +4++ +
CAPAN-2 +H+ +++ + + ++ ++ + +++ +
Ascites-1 ++ ++ +++ + + + +++ +++ + ND ND ND
Ascites-2 +++ ++ +++ + + + ++ +4++ + +++ +++ ++
Ascites-3 ++ ++ ++ + + + ++ ++ ND +++ +++ ++
Ascites-4 +++ ++4 ++ + - + ++ +++ ND +++ ++4+ ++4
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Obr. 5
Srovnani bunéénych linii PDAC a nadorovych bunék izolovanych z ascitické tekutiny pomoci imunohistochemického znac¢eni molekul
(IL6, IL8, VEGFA) a pfislusnych receptorti (IL6R, IL8R1, IL§R2, VEGFAR1, VEGFAR?2)

4.1.5 Imunohistopatologie PDAC vzorkl

Analyzované vzorky od pacientli P10 a P11 vykazovaly typické morfologické charakteristiky
PDAC charakterizované extensivnim desmoplastickym stromatem s infiltraci skupinami
nadorovych bunék. U vzorkl byla imunohistochemicky hodnocena exprese IL6, IL8, IL6R,
IL8R1, IL8R2 a VEGFA. Exprese IL6 a IL6R byla prokazana v nddorovych bunkach i
nadorovém stromatu. Signal exprese IL8, obou receptorti IL§R1, ILS§R2 chybél v 8z 11
sledovanych vzorkt. Ackoliv protein VEGFA chybél u vétsiny vzorkl byly detekovany oba
receptory VEGFAR1 a VEGFAR2 v nadorovych buiikach i nddorovém stromatu.
Histologické a imunohistochemické zobrazeni molekul IL6, IL8, VEGFA a IL6R, LI8R,
VEGFR1, VEGFR2 u nadorti P10 a P11 je na obr. 6.
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Obr. 6
Zakladni histologicka (H+E) a imunohistochemicka analyza molekul IL6, IL8, VEGFA a jejich receptorti IL6R,IL8R, VEGFR1, VEGFR2
u parafinovych fezii nadort P10 a P11. Negativni kontrola pro validaci protilatek (H,P)

4.1.6 Imunohistochemickd a Western blot analyza PANF

Imunohistochemicky byla zjistovana ptfitomnost markeri vimentin, WSK (wide-spectrum
keratin), a-SMA, fibronectin, nestin a Ki67 u PANF a HF. U PANF byla zietelna 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-f3 u PANF v porovnani s HF.

Imunofluorescenéni analyza vimentinu, K, Ki67, a-SMA a nestinu u P10 a P11 je na obr. 7.

59



P10-PANF P11-PANF

Fibr+SMA K+Vim

Nestin+Ki67

Obr. 7

Imunofluorescencni analyza vimentinu (Vim), K, Ki67, fibronektinu, a-SMA (SMA) a nestinu izolovanych z primarnich kultur P10 a P11.

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

Produkce sledovanych faktorti prokédzala individualni variabilitu u PDAC s nizkou produkeci
IL-6. Sekrece vSech sledovanych faktort u HF 1 PANF byla ¢asové dependentni se zvySenim
sekrece pii 120hodinové kultivaci. Sekrece IL-6, IL-8 a MFGES u linii PDAC za 48 a 120 hod
je znazornéna na obr. 8. Pii kultivaci PDAC v kondicionovanych médiich z HF/PANF (za 48
hodin) se siln¢ zvysila produkce IL6. Pouziti kondicionovanych médii z HF/PANF nem¢lo vliv
na produkci IL8 a MFGES. Sekrece IL-6, IL-8 a MFGES u linii PDAC pfi jejich kokultivaci

s HF a PANF je zndzornéna na obr. 9.
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Obr. 8
ELISA analyza produkce IL-6, IL-8 a MFGE8 u linii Panc-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902, CAPAN-2 pfi 48 a 120hodinové kultivaci.
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Obr.9

ELISA analyza srovnani produkce IL-6, IL-8 a MFGES8 u linii Panc-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902, CAPAN-2 pfi jejich kultivaci v bézném
médiu (Panc-1, MIAPaCa-2, PaTu-8902, CAPAN-2), kondiciovaném médiu z HF za 48 (HF/48) a 120 (HF/120) hodin a kondiciovaném
médiu z PANF P10/P11 za 48 (P10/P11/48) a 120 (P10/P11/120) hodin.

4.1.8 Expresni celogenomové profilovani transcriptomu HF, PANF a MELF

PANF se odliSuje od MELF a HF v transkripéni aktivit€¢ 1521 genii. Na podkladé Gene set
enrichment analyzy KEGG cest byl prokdzan rozdil v nésledujicich 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 niz8i nez u HF. Exprese FAP typicka pro CAF byla pfitomna ve vSech typech
fibroblastii. Dalsi rozdil mezi HF, PANF a MELF byl pozorovan v transkripci K§ a K18, ktera
byla pozorovana pouze u PANF. VSechny studované fibroblasty piekvapivé exprimovaly K79.
PANF vykazovaly vyznamné siln€jsi expresi SMA v porovnani s HF/MELF. Hladina
transkripth IL6, VEGFA a MFGES byla zvySena u PANF/MELF v porovnani s HF. Na druhou
stranu koncentrace /L8 (CXCLS) byla nizsi u PANF nez u HF/MELF. Exprese integrinu a
periostinu byla vys$§i u PANF a MELF v porovnani s HF. Vysledky jsou shrnuty na obr. 10.
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Obr. 10

Rozdil genové exprese na prikladech vybranych gend vimentinu, FAP, K8, K18, K19, SMA, IL-6, IL-8 (CXCL8), VEGFA, MFGES,
integrin subunit alfa 1 a periostinu u HF, MELF a PANF. Statistickd vyznamnost je znacena *pro Storeyho hodnotu (g-hodnotu)
<0,1, ** pro Storeyho hodnotu <0,05, *** pro Storeyho hodnotu 0,005
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4.2 Cil2

4.2.1 Imunofluorescencni detekce Ten, Fn a Gal-1 u SCC, NM a MSR

Ten a Gal-1 Casto chybély v NM a MSR, ale byly silné¢ exprimovany v SCC (NM nebo MSR
vs. SCC; p <0.01. Exprese Fn byla v NM rovnomérnd, kdy polovina vzorkil byla positivni
(Fn+) a druha polovina negativni (Fn—). U MSR a SCC byla exprese pifevazné¢ Fn+ (NM vs.
MSR nebo SCC; p <0.01). Procentuélniho zastoupeni Ten, Fn a Gal-1 u NM, MSR a SCC je
znazornéno na obr. 11.

Spolecna koexprese Ten+, Fn+, Gal-1 positivnich (Gal-1+) vzorkl se vyskytovala Castéji
u SCC (n=42, 55 %) nezu NM (n=3, 9 % p <0.01). Nejcastéjsi kombinace markerti 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 markert mezi SCC a MSR jsou statisticky vyznamné (p <0.05).
Procentualni zastoupeni koexprese Ten, Fn a Gal-1 u NM, MSR a SCC je znazornéno na obr.

12.
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Obr. 11

Imunohistochemickd analyza procentudlniho zastoupeni Ten,Fn a Gal-1 u NM, MSR a SCC. Nad sloupci je uveden absolutni pocet
positivnich/negativni vzorkd. Na ose y procentudlni zastoupeni positivity/negativity sledovaného markeru
positive: prokazana pfitomnost sledovaného markeru. negative: neprokazana pfitomnost sledovaného markeru
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Obr. 12
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4.2.2 Vztah mezi expresi Ten, Fn, Gal-1 a pfitomnosti uzlinovych metastaz

Nebyla zjisténa zadna statisticky signifikantni korelace mezi positivitou jednotlivych markert

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

4.2.3 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— pacientti s SCC (obr. 13). U pacienti s Tent+ a
Ten— resekdtem (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 pacientii NM pozitivita pro tenascin (Ten+) statisticky vyznamné
zhorsila 5Sleté OS a DFS (p <0.05) (obr. 14).

Nebyla zjisténa zadna signifikantni korelace mezi Fn + a Fn— pacienty s SCC, MSR a NM a
2/5letym a prezitim (OS a DFS).

2let¢ OS u Gal-1- SCC ukazovalo na lepsi progndézu, data vSak nedosahla statistické
vyznamnosti. Zadna dalsi statisticky vyznamna korelace mezi Gal-1+ a Gal-1- SCC, MSR a

NM nebyla zjisténa.
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Obr.13

Kaplan-Meierova kfivka 2letého (obrazek vlevo — OS, obrazek vpravo — DFS) u Ten+ a Ten — SCC.
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Obr. 14

Kaplan-Meierova kfivka 5letého DFS u Ten+ a Ten— NM.

4.2.4 Microarray analyza Ten— a Ten+ vzorka SCC

Pti porovnani RNA profilu Ten—a Ten+ SCC byl zjiStén rozdil v expresi 115 gend.
Analyza GSEA ontologie biologického procesu GO ukazuje 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). Vysledky shrnuty v tbl. 10.

Geny se zvysSenou expresi u Ten+ SCC jsou argonaute 2 (AGO2), pseudouridylate synthase
7 (PUS7) a preferentially expressed antigen in melanoma (PRAME). Naopak geny se snizenou
expresi u Tent+ SCC jsou 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), Clq and TNF
related 1 (CIQTNFI1), glucose-6-phosphatase catalytic subunit 3 (G6PC3), claudin 18
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(CLDN18), lysyl oxidase like 1 (LOXLI), aldo-keto reductase family 7 member A3 (AKR7A3),
cathepsin E (CTSE), LIF, interleukin 6 family cytokine (LIF), retrotransposon gag like 8B
(RTL8B). Vysledky jsou shrnuty v tbl. 11.

Tbl. 10
Analyza GSEA ontologie biologického procesu GO pro geny které jsou rozdiln¢ transkribovany
(DEG) u Ten+ a Ten- SCC (p<0,005, odds ration > 4, nejméné 3 DEG v genovém setu).

Go Id GO term No. of genes with term  No. of DEG with term Odds ratio p-Value

GO:0007214 Gamma-aminobutyric acid signaling pathway 23 3 255 0.000345

GO:0034470 ncRNA processing 392 9 417 0.000597

GO:0046427 Positive regulation of JAK-STAT cascade 73 4 992 0.000984

GO:1904894 Positive regulation of STAT cascade 73 4 992 0.000984
Thl. 11

Srovnani genové exprese Ten+ a Ten — SCC. Up-regulated: zvySena transkripce u Ten+ SCC (logFC
>1, q <0,1). Down-regulated: sniZzena transkripce genu u Ten+ SCC (logFC < -1, q <0,1).

Entrez gene Id Gene symbol Definition logFC q-Value

Up-regulated in Ten* tumors

23532 PRAME Preferentially expressed antigen in melanoma 1.74 0.08
27161 AGO2 Argonaute 2, RISC catalytic component 1.65 00386
54517 PUS7 Pseudouridylate synthase 7 (putative) 1.15 0062
Down-regulated in Ten* tumors

128434 VSTM2L V-set and transmembrane domain containing 2 like -1.72 003
3425 IDUA Iduronidase, alpha-L- -1.36 0.062
51733 UPBI1 Beta-ureidopropionase 1 -1.34 00375
147381 CBLN2 Cerebellin 2 precursor -1.31 003
10398 MYL9 Myosin light chain 9 -1.22 0062
4059 BCAM Basal cell adhesion molecule (Lutheran blood group) ~-1.19 000674
114897 CI1QTNF1 Clq and TNF related 1 ~1.16 00364
92579 G6PC3 Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 3 ~1.14 00798
51208 CLDNIS8 Claudin 18 ~1.12 00832
4016 LOXLI Lysyl oxidase like 1 -1.07 0.00485
22977 AKRT7A3 Aldo-keto reductase family 7 member A3 ~-1.06 00832
1510 CTSE Cathepsin E ~1.05 0061
3976 LIF LIF, interleukin 6 family cytokine -1.04 00832
441518 RTL8B Retrotransposon Gag like 8B -1.01 0.0422

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) 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),
acylglycerol biosynthetic process (GO:0046463), sequestering of triglyceride (GO:0030730),
brown fat cell differentiation (GO:0050873), regulation of lipid storage (GO:0010883),
negative regulation of lipid storage (GO:0010888), positive regulation of microtubule
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polymerization (GO:0031116), positive regulation of microtubule polymer./depolymer
(GO:0031112), response to aktivity (GO:0014823). Vysledky jsou shrnuty v tbl. 12.

Tbl. 12
Analyza GSEA ontologie biologického procesu GO pro geny, které jsou rozdiln¢ transkribovany
(DEG) mezi MSR Ten+ a Ten — SCC (p <0,005, odds ration> 10, nejméné 3 DEG v genovém setu).

Go Id GO term No. of genes with term  No. of DEG with term  Odds ratio  p-Value
G0:0036155 Acylglycerol acyl-chain remodeling 7 3 104 <0.0001
G0:0010889 Regulation of sequestering of triglyceride 11 3 52 <0.0001
GO:0019915 Lipid storage 60 5 12.8 <0.0001
GO:0019432 Triglyceride biosynthetic process 32 4 20 <0.0001
GO:0055089 Fatty acid homeostasis 13 3 41.6 0.0001
GO:0046460 Neutral lipid biosynthetic process 34 4 18.6 0.0001
GO:0046463 Acylglycerol biosynthetic process 34 4 18.6 0.0001
GO:0030730 Sequestering of triglyceride 14 3 378 0.0001
GO:0050873 Brown fat cell differentiation 37 4 169 00002
GO:0010883 Regulation of lipid storage 40 4 155 0.0002
GO:0010888 Negative regulation of lipid storage 17 3 297 0.0002
G0:0031116 Positive regulation of microtubule polymerization 21 3 231 0.0005
G0:0031112 Positive regulation of microtubule polymer /depolymer. 24 3 198 0.0007
G0:0014823 Response to activity 59 4 10.2 0.0009

U MSR Ten+ SCC byla zjisténa zvySena aktivita genu signal recognition particle 9 (SRP9).
Naopak geny se snizenou aktivitou byly: 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), melanocortin 2 receptor accessory protein (MRAP), adiponectin, C1Q and
collagen domain containing (ADIPOQ), glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (GPDI),
plasmalemma vesicle associated protein (PLVAP), R-spondin 3 (RSPO3), leptin (LEP),
galectin 12 (LGALS12), glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial (GPAM), patatin
like phospholipase domain containing 2 (PNPLA2), aquaporin 7 pseudogene 1 (AQP7PI),
aquaporin 7 (AQP7). Vysledky jsou shrnuty v tbl. 13.
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Thl. 13

Srovnani genové exprese mezi MSR Ten+ a Ten — SCC Up-regulated: zvysena transkripce (logFC >1, q <0,1).
Down-regulated: snizend transkripce genu (logFC < -1, q <0,1).

Entrez gene Id Gene symbol Definition logFC q-Value
Up-regulated in MSR of

patients with Ten* tumors

6726 SRP9 Signal recognition particle 9 123 0.003
Down-regulated in MSR of

patients with Ten* tumors

7069 THRSP Thyroid hormone responsive =333 <0.001
729359 PLIN4 Perilipin 4 =303 0.09
50486 G0OS2 GO/G1 switch 2 -2.64 0.02
5346 PLINI Perilipin 1 -247 0.08
4023 LPL Lipoprotein lipase =207 0.09
6649 S0D3 Superoxide dismutase 3 -204 0.008
5997 RGS2 Regulator of G protein signaling 2 -1.92 0.09
3991 LIPE Lipase E, hormone sensitive type -18 <0.001
56246 MRAP Melanocortin 2 receptor accessory protein -18 0.008
9370 ADIPOQ Adiponectin, C1Q and collagen domain containing -1.78 0.009
2819 GPDI Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 -1.7 0.01
83483 PLVAP Plasmalemma vesicle associated protein -156 0.02
84870 RSPO3 R-spondin 3 =151 0.1
3952 LEP Leptin -1.39 0.008
85329 LGALSI2 Galectin 12 -138 0.005
57678 GPAM Glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial -131 0.08
57104 PNPLA2 Patatin like phospholipase domain containing 2 -13 0.02
375719 AQP7PI Aquaporin 7 pseudogene 1 -128 0.01
364 AQP7 Aquaporin 7 -127 <0.001

Expresni profil NM u Ten—a Ten+ SCC je podobny. Byla zji§téna rozdilna exprese u gent pro

RABI1B (¢len rodiny RAS onkogentll) a genu pancreatic progenitor cell differentiation and

proliferation factor (PPDPF), nebyla ovSem dosazena statistickd vyznamnost (p=0.21).
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5. DISKUZE

5.1Cill

TME ma kli¢ovou roli umoznujici pfimé biologické ovlivnéni nadorového parenchymu.
Vzhledem k tomu, Ze u PDAC tvoii desmoplastické stroma az 90 % objemu nadoru, Ize
ptedpokladat jeho krucidlni vyznam (Opitz et al. 2021). U vétSiny nadori je popisovan tumor
podporujici vliv TME s positivnim efektem na velikost, rychlost déleni a metastaticky potencial
nadorovych bunék a také schopnost nadoru odolavat imunitni reakci a protinadorové terapii
(L1, Fan, and Houghton 2007; Lorusso and Ruegg 2008; Plzak et al. 2010; Anderson and Simon
2020). U nadorh pankreatu je ovSem role TME velmi variabilni a je popsédna i jeho supresivni
role pfi progresi nddorového bujeni, a to jak experimentalnimi, tak 1 klinickymi studiemi (Ho,
Jaffee, and Zheng 2020; Ding et al. 2018). Jako ptiklad supresniho vlivu CAF na PDAC
muzeme uvést studii, ve které bylo prokdzano, ze deplece SMA positivnich CAF zptisobila
fadu neptiznivych biologickych efektl s hor§im pfezitim zvifecich subjektii (Ozdemir et al.
2014). Zda se, ze biologicky uc¢inek CAF u PDAC, na rozdil od jinych typli tumord, ma
piekvapive spiSe inhibicni nez pronddorovy efekt (Omary et al. 2007). Podobné 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 riiznorod¢ z
hlediska rastu, velikosti kolonii a variability fenotypu. Nejagresivnéjsi chovani bylo
pozorovano u linie Panc-1 (zvySeni poctu bunék a velikosti kolonii, soucasna exprese
vimentinu a K8), linie PaTu-8902 byla PANF naopak inhibovana. N¢kolik studii prokéazalo, Ze
agresivita a invazivita PDAC je zavisla na EMT (Rhim et al. 2012; Alderton 2013). Epitelovy
fenotyp je hodnocen jako stabilni a proliferujici, naopak mezenchymovy jako schopny
metastazovat. Metastazujici PDAC mély cCastéji mezenchymalni nez epitelidlni charakter a
nadory epitelidlniho fenotypu byly spojeny s delSim ptezitim bez metastaz (Ho, Jaffee, and
Zheng 2020). Zajimavé je, Ze mezenchymalni a epitelialni podtypy vykazovaly rizné odpovédi
na chemoterapii (Mahadevan et al. 2019). VétSina cirkulujicich nddorovych bunék ma fenotyp
jak epitelovych tak mezenchymovych buné€k, coz zvyraznuje dilezitost EMT v nadorové
diseminaci (Thiery and Lim 2013). EMT je regulovan siti interakci zahrnujici epigenetické
modifikace, transkrip¢ni faktory, alternativni splicing nebo proteinovou stabilitu atd.

(Lamouille, Xu, and Derynck 2014). S EMT je spojena zvySend exprese transkripénich faktorii
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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 pifitomnost, resp.
nepiitomnost.

Role PANF byla variabilni. PANF stimulace linii PANC-1 a MiaPaCa-2 prokézala up-regulaci
sledovanych znaki. Linie PaTu-8902 a CAPAN-2 na stran¢ druhé projevily jistou rezistenci
vici ucinku PANF. Zmény v pfitomnosti riznych keratinii u nddorovych bunék PDAC byly
popsané v n€kolika studiich. Jejich pfesna role v nadorové progresi neni zatim jasné
definovana. Jako piiklad mizeme uvést expresi K17 nebo K19. Exprese K19 je u koznich
bunék a bunék vlasového folikulu spojovéna s kmenovym potencidlem, u PDAC je pfitomna
pii maligni transformaci (Brembeck and Rustgi 2000). Abundantni exprese K17 u PDAC byla
v nékterych studiich spojena s nejagresivnéjSim subtypem malignity pankreatu (Roa-Pena et
al. 2019), na druhou stranu v jinych pracich byla up-regulace K17 definovana protektivnim
ucinkem, potlatenim EMT a supresi nadorové proliferace (Zeng et al. 2020). CAF a jejich
kondicionovand média maji schopnost ovlivnit zménu exprese keratini u nadorovych bunék
(Dvorankova et al. 2012). V ramci na$i studie byl prokdzan minimalni vliv PANF na linie
PDAC, pouze u linie PaTu-8902 byla kondiciovanymi médii potencovana exprese K19.
Prozanétlivé cytokiny jsou dysregulovany u mnoha biologickych procest. Pii vzajemné
interakci nadorova bunika-mikroprostiedi je zasadni balance mezi pro a anti-inflamatornimi
cytokininy. Rozhodujici dopad maji IL-6 a IL-8 (Padoan, Plebani, and Basso 2019). Hladina
cirkulujiciho IL6 je signifikantné€ zvySena u pacientid s PDAC a positivné koreluje s nddorovou
progresi a metastatickym potencialem (Holmer et al. 2014; Kim, Lee, et al. 2017). Jako dalsi
priklad mizeme uvést studii na zvifecim modelu, ve které byla po blokaci IL-6 receptorti
zvySena efektivita chemoterapie (Long et al. 2017) nebo model s in vitro down-regulaci
produkce IL-6 s ii€¢inkem inhibice migrace bun¢k a EMT u PDAC linii Panc-1 a Aspc-1 (Guan
et al. 2014). IL-8 je spojen s invazivitou, neovaskularizaci a celkovou progresi PDAC (Matsuo
et al. 2009). Jeho overexprese miize byt jednim z prediktivnich faktord PDAC (Chen et al.
2012). Bylo prokazéano, Ze simultanni blokace IL-6 a IL-8 miZe byt cesta, jak inhibovat migraci
nadorovych bun¢k u melanomu a sarkomu (Jobe et al. 2016; Jayatilaka et al. 2017). Pro
porovnani vlivu IL-6 a IL-8 v nasi praci, byla srovnana jejich exprese a exprese jejich receptort
u linii PDAC, bunék z ascitu a zmrazenych fezti P10/P11. U vSech zkoumanych vzorkl byla
prokdzana vysoka pozitivita pro IL-6 a IL-6R, exprese IL-8 me¢la vé&tSi variabilitu a u
zmrazenych fezi P10/P11 nebyl signal pro IL-8 a IL-8R piitomen vibec. Proménlivost v
expresi 11-8 a IL-8R byla nicméné publikovana i jinymi skupinami (Hussain et al. 2010). S

umyslem prokazat nezbytnou minimalni koncentraci interleukinti pro adekvatni biologickou
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odpovéd’ byla stanovena kvantita syntézy IL-6 a IL-8 PDAC liniemi a PANF a nasledné byl
hodnocen vliv na jejich produkei pii vzajemné interakci PDAC a PANF. Jak linie PDAC, tak
HF a PANF produkovaly IL-6. Hladina IL-6 byla vy$si u PANF 1 HF neZ u vSech linii. Linie
PDAC secernovaly IL-8 ve vétsim mnozstvi nez IL-6, u PANF i HF byla ale jeho produkce
variabiln¢j$i. Na mRNA urovni byla exprese IL-8 niz8§i u HF neZ u MELF. Pfi vzijemné
interakci mezi PANF a liniemi PDAC se exprese IL 6 vyrazn¢ zvysila. To ukazuje na regulaci
produkce IL-6 jak nddorovymi buinikami, tak 1 CAF. Naopak produkce IL-8 nebyla ovlivnéna
kondiciovanymi médii z HF ani PANF, coz mize poukazovat na relativni autonomii v jeho
produkci bunikami PDAC.

MFGES8 je protein vazici integriny a jeho primarné identifikovand role byla ochrana
novorozencu pied rotavirorovou infekci (Newburg et al. 1998). Ma schopnost vazby na povrch
apoptickych bunék s néaslednou neefektivni imunitni odpovédi, je tak dulezitym faktorem
nadorové progrese (Sugano et al. 2011). Funkce MFGE8 u PDAC zatim neni popsana.
Stanoveni expresniho profilu a produkce proteinti potvrdilo vyrazné vyssi exprest MFGES u
PANF nez u kontrolnich HF. U linii PDAC byla vyssi sekrece MFGES8 prokdzana pouze u
Panc-1, nicméné u vSech linii byla produkce MFGES8 zvySena pii dlouhodobé kultivaci.
Exprese MFGES8 u HF i PANF byla vyznamna a ¢asové dependentni. Kondicionovana média
z HF 1 PANF ovSem dopad na zvySeni sekrece MFGES8 nadorovymi bunikami neméla. To
ukazuje na dualezitou, relativné autonomni roli PANF v produkci MFGES.

Zkoumanim transkriptomu HF a CAF se potvrdily rozdilné biologické vlastnosti a chovani
obou buné¢nych skupin. CAF maji geny se zvySenou aktivitou pro cytokiny, které maji
schopnost parakrinné stimulovat naddorové buniky a podpofit tak jejich proliferaci, invazivitu,
angioinvazi, EMT a metastaticky potencial (Gonzalez et al. 2016; Papaccio et al. 2021). Pii
porovnani HF, MELF a PANF, které byly pouzity v pifedchozich experimentech, byl zjistén
rozdil v nékolika KEGG drahéch. Deregulovéna byla napfiklad signaliza¢ni dradha TGF-5,
jedna z nejdilezitéjSich drah spojend s EMT (Xu, Lamouille, and Derynck 2009). PANF
exprimovaly vys8i hodnoty periostinu spojeného s angiogenezi a EMT (Kanno et al. 2008; Liu
et al. 2016) a VEGF-A ktery ovliviiuje nejen angioinvazi a vaskuldrni permeabilitu, ale také
formovani kmenovych nddorovych bunék nebo iniciaci nddorového bujeni (Goel and Mercurio
2013). Nebyla prokazana vyznamna nadprodukce /L-6 a IL-8, naopak byl zvysené aktivovan
aSMA. PANF piedstavuje heterogenni populaci bun€k s moZznosti diversifikace funkei pti
tvorbé reaktivniho nadorového mikroprostredi. Obecné nejpocetnéjsi zastoupeni ve stromatu
maji 2 linie PANF. Prvni skupina je spojena s expresi aSMA a nizkou produkci zanétlivych

cytokintl, zatimco druhou skupinu PANF charakterizuje vysoka produkce zanétlivych cytokint
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a absence aSMA (Watt and Morton 2021). Expresni profil nami izolovanych PANF odpovidal
prvni skuping s pritomnosti aSMA a nizkou expresi zanétlivych cytokint. Existuje nékolik
hypotéz popisujici mozny pivod 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, ov§em transkript mRNA pro K8 a
K19 byl u PANF detekovan. Je diskutabilni, zda mizeme timto zplisobem predikovat EMT u
CAF, protoze exprese cytokeratinli byla zjisténa u HF nebo mezenchymovych SC i za jinych
podminek (Yang et al. 2015; Tong et al. 2018; Chen et al. 2018).

U PDAC lze uvazovat, zda mize byt efekt latek cilenych na TME zavisly na jeho hustoté nebo
charakteru (Torphy et al. 2018). Pomoci expresni aktivace genli 1ze TME klasifikovat jako
normalni nebo aktivované, z nichz kazdé pfindsi jinou prognézu onemocnéni (Moffitt et al.
2015). TME neni jednotna entita, ale pomérn¢ heterogenni ekosystém. Zda se, ze terapie cilena

na TME by mohla pfinéset rozdilné u¢inky v disledku jeho molekularni heterogenity.

5.1Cil2

Imunohistochemické barveni potvrdilo Castéjsi koexpresi Ten, Fn a Gal-1 u vzorki SCC, v
porovnani se vzorky NM a MSR. Jejich positivni vliv na nddorovou proliferaci, EMT,
angiogenezi a nddorovou migraci je vSeobecné pfijiman (Yoshida, Akatsuka, and Imanaka-
Yoshida 2015; Lin et al. 2019; Cousin and Cloninger 2016), ovSem vliv na progn6zu pacienta
je predmétem diskusi. Exprese Ten u CAF je spojovana s vysSim stadiem onemocnéni,
ptitomnosti uzlinovych metastaz, klinickym stadiem a nadorovou rekurenci (Yang et al. 2016).
Existuji ale 1 prace, které nepopisuji asociaci mezi prezitim 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 prognézou (Wu et al. 2018).
Asociace mezi vyskytem Fn a pfezitim je spornéd (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 celogenomova analyza transkriptomu a urcen 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 strukturné non-receptorova
kindza asociovand s cytokininovymi receptory se podili na bunécné proliferaci, diferenciaci

nebo histonové modifikaci a jeji overexprese je spojena se Spatnou prognoézou u
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nasofaryngeélnich karcinomu (He et al. 2016). Druhy prominentni gen se snizenou aktivitou je
Notchl, ktery kontroluje diferenciaci bunék véetné EMT (Yu and Li 2022). Notchl je tak
zapojen v mnoha vyvojovych procesech a mutacich asociovanych s riznymi typy leukémii a
HNSCC (Leong et al. 2007; Cancer Genome Atlas 2015).

Mezi geny se zvySenou aktivitou u Ten— SCC patii LIF a BCAM. LIF podporuje aktivaci HF
u riznych typt nadorti (Albrengues et al. 2014). BCAM je asociovan s nizce diferencovanymi
keratinocyty a je exprimovan u epitelidlnich koZnich tumori nebo u zanétlivého procesu
v epidermis (Schon et al. 2000). V dal§i casti mapovani genové exprese byl hodnocen
transkripcni profil MSR na zékladg stratifikace Ten SCC. Ten— SCC méli v okolnim MSR
silnou aktivitu genl spojenych s lipidovym metabolismem. Prominentnim genem byl LEP,
ktery hraje klicovou roli v energetické bilanci a adaptaci organizmu na hladovéni (Mechanick,
Zhao, and Garvey 2018), patii ale také mezi tumor podporujici geny naptiklad 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 BIRC5 a v neposledni
fade koriguje pritomnost MMP a TIMP (Jiang et al. 2008; Jiang, Li, and Rui 2008; Park et al.
2001). Nartst exprese LEP koreloval s nadprodukci Gal-12. Gal-12 se podili se na ptfechodu
z G1 do S faze bunécného cyklu a mé vliv na regulaci rastu bunék, mize byt fazen do skupiny
tumor supresorovych gent (Yang et al. 2001). Alterovand exprese Gal-12 byla pozorovana
naptiklad u kolorektalniho karcinomu (Katzenmaier et al. 2017). Dokumentovana up-regulace
Gal-12 dopliiuje mozaiku védomosti o rodin€ galektinli, jejichZ interakce s nadorovymi
bunikami byla poprvé popsana pied vice nez 30 lety (Gabius, Engelhardt, and Cramer 1986).
Nase vysledky odhaluji vyrazné rozdily v genové expresi u vzorkl stratifikovanych podle
matrixového glykoproteinu Ten, nicméné bez prognostického vyznamu. U MSR byl

nejvyraznéjsi rozdil vyjadien v genové expresi spojené s lipidovym metabolismem.
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6. ZAVER

TME ma kli¢ovou roli umoziujici pfimé biologické ovlivnéni nddorového parenchymu PDAC.
Pti interakci PANF s liniemi PDAC byl zjistén jejich heterogenni efekt. Nejagresivnéjsi
chovani z hlediska rtstu bunék, velikosti kolonii a fenotypu bylo pozorovéano 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 potencovéna 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 ¢asové
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 zndmka 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 ¢astéjsi koexpresi Ten, Fn a Gal-1 u vzork SCC, v
porovnani se vzorky NM a MSR. Srovnani genového profilu mezi Tent+ 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 genl 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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