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Souhrn

Vychodiska: Navzdory pokroku v protinddorové terapii jsou spinocelularni karcinomy v oblasti
hlavy a krku (head and neck squamous cell carcinoma - HNSCC) stale spojeny s nizkou mirou
dlouhodobého prezivani pacientl. Nedavné studie poukazuji na to, Ze nddorové stroma muze
hrat dalezitou roli v patogenezi tohoto maligniho onemocnéni. Fibroblasty jsou hlavni slozkou
nadorového mikroprostiedi a mohou vyznamné ovliviiovat progresi HNSCC, protoze prispivaji
k vyznamnym znakdm onkogeneze, jako je zanét, neomezeny rdst, angiogeneze, invaze, vznik
metastaz a rezistence k terapii. Je dobfe znamo, Ze nadorové buriky mohou modulovat feno-
typ fibroblast do podoby fibroblastd asociovanych s nadorem (cancer-associated fibroblast -
CAF), které nasledné mohou podporovat rlist a Siteni nddorovych bunék. CAF stimuluji progresi
nadoru prostiednictvim kontaktl mezi burikami, remodelace extracelularni matrix a produkce
velkého mnozstvi signdlnich molekul a matrixovych metaloproteindz. Genetické a epigene-
tické zmény v epitelidlnich burkach tedy pravdépodobné nejsou vylu¢nym faktorem fidicim
kancerogenezi HNSCC, jelikoz se na tomto procesu mohou vyznamné podilet i negenetické
zmény v bunkach stromatu. Signaly vyvolané bunécnym stresem narusuji funkéni program
mnoha bunék, ¢imz se ve tkani vytvaii oblasti predisponované k maligni transformaci. Koncept
~nadorového pole” (field cancerization) pfedstavuje proces aktivniho vyvoje mezibunécnych
interakci a zpétnovazebnych smy¢ek mezi nddorovymi a stromalnimi burikami. Tento model se
jevi jako velice slibny, otvird nové zplsoby studia nddorového onemocnénia mize poskytnout
nové terapeutické cile. Cil: V tomto piehledovém ¢lanku diskutujeme soucasné poznatky o CAF,
jako je jejich bunécny plvod, fenotypova plasticita a funkéni heterogenita, a podtrhujeme je-
jich vliv na progresi HNSCC.
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VYZNAM FIBROBLASTU ASOCIOVANYCH S NADOREM PRI PATOGENEZI KARCINOMU V OBLASTI HLAVY A KRKU

Summary

Background: Despite progress in anticancer therapies, head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) has still a low survival rate. Recent
studies have shown that tumour stroma may play an important role in the pathogenesis of this malignant disease. Fibroblasts are a major
component of the tumour microenvironment and may significantly influence HNSCC progression as indicated by the contribution they make
to important hallmarks of cancer, such as inflammation, non-restricted growth, angiogenesis, invasion, metastasis, and therapy resistance. It is
well known that tumour cells can confer a cancer-associated fibroblast (CAF) phenotype that supports the growth and dissemination of cancer
cells. CAFs can stimulate cancer progression through cell-cell contacts and communication, remodelling of extracellular matrix, and production
of many signal molecules and matrix metalloproteinases. Consequently, genetic changes in epithelial cells are probably not the only factor that
drives HNSCC carcinogenesis. Non-genetic changes in the tumour stroma can also be significantly involved. Stress-induced signals can induce
a multicellular program, creating a field of tissue that is predisposed to malignant transformation. The “field cancerization” concept represents
a process of active evolution of intercellular interactions and feedback loops between tumour and stromal cells. This model paves the way to
study cancer from a new perspective and identify new therapeutic targets. Purpose: In this review, we discuss current knowledge about CAFs,

such as their cellular origin, phenotypical plasticity and functional heterogeneity, and stress their contribution to HNSCC progression.
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Uvod

Nadory hlavy a krku jsou globalné pa-
tymi nejcastéji se vyskytujicim solidnimi
tumory. Prevladajici formou tohoto one-
mocnéni jsou nadory dlazdicobunécné
(neboli spinoceluldrni), které predsta-
vuji vice nez 90 % vsech nadorl této ob-
lasti. Spinoceluldrni karcinomy hlavy
a krku (head and neck squamous cell car-
cinoma - HNSCC) jsou presnéji klasifiko-
vany podle své polohy (nadory dutiny
ustni ¢i nosni, orofaryngu, nosohltanu,
hrtanu nebo hypofaryngu), TNM (tumor-
-node-metastasis) stadia a histologického
gradingu. Pfi 1é¢bé nadord raného stadia
(stadium I a ll) jsou Gcinnymi piistupy chi-
rurgie a radioterapie, nicméné u 70 %
pacient( je diagnostikovano stadium po-
krocilé, lll nebo IV, kde je efektivita uvede-
nych zplsobu terapie radikalné nizsi [1].
Zatimco u pacientd s I. a ll. stadiem je
Sleté preziti v rozmezi 70-90 % (neza-
visle na lokalizaci tumoru), 50 % pacient(
s pokrocilejsim stadiem karcinomu zemfe
do 2 let od stanoveni diagnézy. U 5 %
pacientl dochazi po Ié¢bé k rozvoji dal-
$iho primarniho nadoru [2]. Spatna te-
rapeuticka odpovéd pacientll s po-
krocilymi nadory zdlraznuje urgentni
potiebu hlubsiho porozuméni mecha-
nizmim patogeneze HNSCC. V ramci fe-
Seni tohoto zavazného klinického pro-
blému bylo provedeno mnoho studii
zamérenych na poznani vlastnosti nddo-
rovych bunék. S postupem casu se vsak
ukazuje, Ze terapeuticka rezistence neni
pouze inherentni charakteristikou samot-

nych nadorovych bunék a klicovou roli
mohou hrat rovnéz bunky nadorového
stromatu a jejich komunikace s burikami
nadorovymi [3]. Tento vliv je natolik z&-
sadni, ze v nékterych pfipadech dochézi
k reverzi rezistence nadorovych bunék,
pokud je narusena podplrna (pronddo-
rova) funkce bunék stromatu [4]. V nado-
rovém mikroprostiedi (tumour microen-
vironment - TME) se nachazi mnoho typ
bunék, molekul extraceluldrni matrix (ex-
tracellular matrix - ECM) a signal(, které
mohou inhibovat, ¢i naopak podporo-
vat rlst nador(. Zasadni podil na rozvoji
HNSCC ma napt. infekce virem HPV. Karci-
nomy pozitivni na HPV jsou lokalizovany
zejména v oblasti orofaryngu a vykazuji
pfiznivéjsi terapeutickou odpovéd na ra-
dioterapii. Problematika HPV a jeho vlivu
na kancerogenezi HNSCC byla podrobné
zpracovana napi. v ¢lanku Rautava et al
(2012) [5]. V tomto prehledovém c¢lanku
jsme se zaméfili na roli fibroblast( asocio-
vanych s nadorem (cancer-associated fib-
roblast — CAF) v TME HNSCC.

Fibroblasty klidové

a aktivované

Fibroblasty jsou bunky mezenchymo-
vého plvodu, které jsou nejhojnéjsimi
burikami pojivové tkané a vyrazné se po-
dileji na syntéze i degradaci slozek ECM.
V dasledku toho jsou fibroblasty zodpo-
védné za zajisténistrukturniintegrity vét-
siny tkani. Produkty fibroblast rovnéz
spoluvytvéreji bazalni membranu, kterd
poskytuje ochrannou bariéru kolem spe-

cializovaného epitelu a pfispiva k jeho
polarité, funkénosti a specifi¢cnosti [6].
Prostfednictvim tvorby a remodelace
ECM ovliviuji fibroblasty organogenezi
a diferenciaci epitelu. V dobfe diferenco-
vané a intaktni tkani z{stavaji fibroblasty
v klidovém, neproliferujicim stavu a ob-
vykle se nachdzeji v intersticidlnich ob-
lastech mezi vrstvami funkéniho paren-
chymu. Jsou to tenké, protdhlé burnky
vietenovitého tvaru, které nejsou napo-
jeny na bazalni membranu, zato vsak na-
vazuji intenzivni kontakt s vlakny ECM.
Klidové fibroblasty jsou obecné povazo-
vany za quiescentni, majici mirnou me-
tabolickou a transkrip¢ni aktivitu [7].
Spolehlivy marker klidovych fibroblastu
stale chybi, nicméné fibroblastovy spe-
cificky protein 1 (fibroblast-specific pro-
tein 1 — FSP1 alias S100A4) se této de-
finici zfejmé blizi nejvice [8]. Je oviem
tfeba si uvédomit, Zze FSP1 neni zcela
specificky pro fibroblasty. Jeho exprese
byla nalezena rovnéz u prozanétlivé sub-
populace makrofagl v jatrech [9] a u na-
dorovych bunéénych linii epitelidlniho
plvodu [10].

Schopnost aktivace klidovych fibro-
blastl byla poprvé pozorovéana pfi pro-
cesu hojeni ran [11] a pozdéji v podmin-
kach, jako je akutni a chronicky zanét
atkanova fibréza [12]. Pokud dojde k po-
skozeni tkané, rezidentni populace fib-
roblast je aktivovana, proliferuje a mi-
gruje do poranéné oblasti v reakci na
signalizaci krevnich desti¢ek, které uvol-
nuji svQj bioaktivni obsah, napt. transfor-
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Obr. 1. Aktivace fibroblasti pomoci Twist1-Prrx1-TNC pozitivni zpétné vazby.
Za normdlnich podminek plsobi zpétnd vazba mezi Twist1-Prrx1 a TNC jako reverzibilni pfepinac. Fibroblasty se vyskytuji v aktivovaném stavu
pouze po dobu jejich dostatecné vysoké stimulace (stav,zapnuto”). Po odeznéni stimula¢nich impulzd pfepinac prejde do stavu,vypnuto”. Za pa-
tologickych podminek viak miZe dojit k trvalému zapnuti tohoto pfepinace, coz vede k trvalé aktivaci fibroblastl. Volné prepracovano dle [19].

TNC - tenascin C, PRRX1T — paired-related homeobox 1

muijici rastovy faktor B1 (transforming
growth factor 1 - TGF(31), rGstovy fak-
tor odvozeny z desticek (platelet derived
growth factor - PDGF) a interleukin 13
(IL1B). Bazalni membrana je degrado-
vana a dochézi k rekrutovani dalsich fib-
roblastll a zanétlivych bunék [13]. Takto
se chovajici fibroblasty se obecné po-
vazuji za ,aktivované”. U aktivovanych
fibroblastl vzrlista produkce vimen-
tinu, aktinu a a-aktinu hladké svaloviny
(a-smooth muscle actin - a-SMA koédo-
vany genem ACTA2), coz jim umoziiuje
vyvijet kontraktilni sily potfebné k uza-
vieni rany [14]. Kontraktilita je zpro-
stfedkovana fokalni adhezi mezi aktivo-
vanymi fibroblasty a molekulami ECM.
V dlsledku aktivované exprese aktinu
hladké svaloviny jsou aktivované fibro-
blasty ¢asto pojmenovéavany jako myo-

fibroblasty, tedy bunky na pomezi fib-
roblastd a myoblastd. Fibroblasty
odebrané z mista hojici se rdny nebo
z fibrotické tkané kultivované v podmin-
kach in vitro aktivné syntetizuji slozky
ECM a déli se vice nez jejich protéjsky
izolované z neposkozenych tkani. Mezi
produkovanymi slozkami ECM nechybi
kolageny typu I, lll, IV a V, rGzné typy la-
minind a fibronektin [15].

Poté, co se rdana uzavrie, dochazi
k deaktivaci a masivni apoptéze myofib-
roblastd. Dlouhodobé pietrvavani myo-
fibroblastd muze vést k rozvoji zavaz-
nych patologickych stav(i v¢. idiopatické
plicnifibrézy [16] anadort [17]. Mechani-
zmy podilejici se na pretrvavajici aktivaci
fibroblastl nejsou doposud zcela pro-
zkoumany, nicméné je velmi pravdépo-
dobné, Ze se tohoto procesu Ucastni po-

zitivni zpétna vazba poskytovana napt.
biofyzikaInimi vlastnostmi opravované
tkané. V disledku zvysené produkce,
ukladani a vzéjemné provazanosti ECM
proteind se zvysuje tuhost ECM v okoli
aktivovanych myofibroblastd. Zvysena
tuhost ECM se muze podilet na dalsi ak-
tivaci a perzistenci myofibroblastd, coz
vede k navysené tvorbé proteini ECM
a opétovnému zvyseni tuhosti ECM za
vzniku pozitivni zpétnovazebné smycky.
Béhem fyziologického hojeni ran je tato
amplifika¢ni zpétnovazebnd smycka po
néjaké dobé ukoncena. Nékteré studie
naznacuji, ze preziti aktivovanych myo-
fibroblastd zéavisi na signédlech vycha-
zejicich z mechanoreceptor(l a pfena-
$enych signalnimi drahami reagujicimi
na mechanickou stimulaci (proces me-
chanotransdukce). Pferuseni mechano-
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Obr. 2. Model aktivace CAF fenotypu.

Klidové fibroblasty jsou vietenovité bunky obklopené fyziologickou ECM.V dUsledku poranéni tkané a s nim asociovanych aktivacnich stimuld
se u fibroblastl zvysuje exprese a-SMA, VCAM-1, ICAM-1 a vimentinu; aktivované fibroblasty ztraci vietenovity tvar a diky prestavbam cytoske-
letu ziskdvaji vysokou schopnost kontraktility a migrace. Dochézi k remodelaci ECM a aktivaci sekre¢niho fenotypu, ktery dale zesiluje aktivaci
a proliferaci fibroblast(. Tento stuperi aktivace je reverzibilni. Reverzibilita takové aktivace mdze byt vysvétlena preprogramovanim nebo apo-
ptézou aktivovanych fibroblastl. U CAF dochazi k jejich nevratné aktivaci, umocnéni sekre¢niho fenotypu, dalsi remodelaci ECM a produkci
imunomodulac¢nich faktor(. Tento proces je spojen s rozvojem nadorovych lézi. Zmény v epigenetické regulaci mohou omezit reverzibilitu ta-
kovychto aktivovanych stavd. CAF ziskavaji zvysené prolifera¢ni vlastnosti a vytvareji funkéné rdznorodou populaci, coz zvysuje dynamickou
komplexnost vyvijejiciho se nddorového mikroprostredi. Volné prepracovano dle [7].

CAF - fibroblasty asociované s nadorem, ECM — extracelularni matrix, a-SMA - a-aktin hladké svaloviny, VCAM1 - vaskularnf interceluldrni ad-
hezivni molekula 1, ICAM1 — intracelularni adhezivni molekula 1, VIM — vimentin, MMP — matrixova metaloproteindza, FAP — protein aktivova-

nych fibroblastd

transduk¢ni signalizace u aktivovanych
fibroblastl, nikoliv vSak u neaktivova-
nych fibroblastd ve zdravé tkani, vede
k indukci apoptoézy [18]. Dalsi smycka
pozitivni zpétné vazby muize vzni-
kat v signalni draze Twist1-Prrx1-TNC
(paired-related homeobox 1; tenascin
Q). Twist1 a Prrx1 jsou transkrip¢ni fak-
tory nezbytné pro vyvoj tkani odvoze-
nych z mezodermu, které jsou schopny
stimulovat preménu normalnich klido-
vych fibroblastl na fibroblasty aktivo-
vané. TNC pak predstavuje glykopro-
tein, ktery se tGcastni tvorby ECM. Injekce
exogenniho TNC do mista poranéni je
schopna indukovat pozitivni zpétnou
vazbu mezi Twist1-Prrx1 aTNC a pfispiva
ke vzniku fibrotické tkané podobné idio-
patické plicni fibréze [19]. Zpétnova-
zebna smycka Twist1-PrrxI-TNC mUze

byt trvale zapnuta, coz vede k patolo-
gické aktivaci fibroblastd (obr. 1). Mysi
postradajici expresi bud TLR4 (toll-like
receptor 4), nebo jeho ligandl (napf. te-
nascin C) trpi méné zdvaznou fibrézou
kize, plic a srdce v dlsledku pUsobeni
bleomycinu [20].

CAF fenotyp

Nadory jsou pfirovnavany k ranam,
které se nehoji [17], nebot dokézou vy-
uzit proces hojeni ran ke svému pro-
spéchu a ve svém okoli udrzovat vyso-
kou miru aktivace fibroblastd. Na rozdil
od procesu hojeni rany, ve kterém jsou
fibroblasty postupné deaktivovany, zd-
stavaji fibroblasty v TME trvale vysta-
veny podnétlm, které podporuji vznik
sekre¢niho fenotypu a fenotypud remo-
delujicich ECM (obr. 2). CAF mohou také

ziskat zvysenou schopnost autokrinni
signalizace a nasledné vysoce prolife-
ra¢ni ¢i migracni fenotyp. Kromé rezi-
dentnich tkanovych fibroblastd mohou
jako prekurzory CAF slouzit také adi-
pocyty [21], hematopoetické kmenové
bunky [22], mezenchymalni kmenové
bunky odvozené z kostni dfené [23],
bunky epitell (prostfednictvim epitelo-
-mezenchymové tranzice — EMT [24,25])
a buniky endotelové (prostfednictvim
endotelo-mezenchymové tranzice -
EndMT [26]) [27,28]. Aktivované fibro-
blasty se snadno transdiferencuji do
chondrocytd, myocytd, adipocytl a en-
dotelovych bunék [7].

Definice CAF
Presna a specifickd molekularni defi-
nice CAF prozatim neexistuje, coZ patrné
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odrazi skutecnost, Ze CAF jsou spise bu-
nécnym stavem nez bunécnym typem.
Vétsina studii uvadi, Zze CAF exprimuji
podobné sady markerd jako myofibro-
blasty. Nej¢astéji vyuzivanym marke-
rem CAF je ziejmé a-SMA, nicméné vy-
uzivany jsou také dal3i markery jako
napf. FAP (fibroblast-activation protein),
PDGFR-a (platelet-derived growth factor
receptor-a) a PDGFR-B. Zadny z téchto
marker ale specificky neoznacuje
vsechny typy CAF nebo jasné neodlisuje
CAF od normaélnich fibroblastd nebo ji-
nych blizce ptibuznych typt bunék [13].
a-SMA je napfiiklad exprimovan rovnéz
u pericytd a bunék hladké svaloviny,
PDGFR-a u astrocytd a PDGFR-3 u pe-
ricytd a neuront [13,29]. Vzhledem ke
zjevné heterogenité fibroblastd a je-
jich rdznému plvodu je obtizné rozlisit
Jpravé” fibroblasty od bunék podobnych
fibroblastiim. Aby tak bylo mozné CAF
klasifikovat, musi byt pouzita kombinace
nékolika rdznych markerd. Napfiklad
a-SMA-pozitivni CAF mohou byt od-
liseny od pericytl na zékladé negati-
vity na NG-2 antigen (neuron glial an-
tigen 2) a RGS5 (regulator of G-protein
signaling 5), jelikoZ pericyty jsou na tyto
markery pozitivni [13]. V nékolika stu-
diich byly identifikovany proteiny, jejichz
exprese by méla byt specifickd pro CAF.
Mezi tyto nadéjné markery patfi aspo-
rin [30], kolagen 11a1 (COL11AT1) [31]
a MFAP5 (microfibrillar-associated pro-
tein 5) [32].

Aktivace CAF fenotypu

Zasadni otazkou zlstava, kdy se fibro-
blast stava CAF. Nomenklatura nazna-
Cuje, Ze se CAF nachdzeji pouze v nado-
rové tkani, nicméné termin CAF by mohl
stejné dobre oznacovat jakykoli fibro-
blast s pronadorovou aktivitou. Dikazy
pro existenci CAF, jejichz vyskyt pred-
chézi vznik malignity, byly ziskany z prsni
tkané zdravych zen. Zatimco fibroblasty
ziskané z prsni tkané s vysokou mamo-
grafickou denzitou podporovaly rozvoj
nadorového onemocnéni, fibroblasty
odvozené z prsni tkané s nizkou mamo-
grafickou denzitou nikoliv. Nasledné po-
rovnani genové exprese téchto dvou
odlisnych typu fibroblast( vedlo k iden-
tifikaci CD36 jakozto klicového markeru
ve zméné fenotypu fibroblastd [33].

CD36 je glykoprotein, ktery zastava ne-
zastupitelnou roli v transportu mast-
nych kyselin, a to zejména v srdci, kos-
ternim svalstvu a tukové tkani. Soucasné
ovliviuje i obsah adipocytd a akumu-
laci ECM. Zminéna pozorovani nazna-
Cuji, ze aktivace stromdlniho programu,
jez podporuje nador, mize byt v onko-
genezi ¢asnou udalosti [33]. Zajimavou
skutecnosti je, ze populace rezident-
nich tkanovych fibroblastd z rdznych
¢asti téla a v ramci jednotlivych organt
mohou mit vyrazné odliSnou nachylnost
k ziskani fenotypu CAF [7]. Naptiklad fib-
roblasty vyskytujici se v prostatické tkani
potlacovaly maligni pfeménu imortali-
zovaného epitelu prostaty [34]. Naopak
fibroblasty ziskané z mista perzistent-
niho zanétu, tfeba od pacientl s revma-
toidni artritidou, vykazovaly ¢asto nador
podporujici fenotyp [35]. Rovnéz v ramci
pro-nadorovych CAF se mohou vyskyto-
vat rdzné subpopulace s odlisnymi vlast-
nostmi. Subpopulace ordlnich CAF s niz-
$im skére po barveni a-SMA (CAF typu
C1) podporovala proliferaci nadorovych
bunék, ale potlac¢ovala jejich pfeménu
v nadorové kmenové burnky. Na druhou
stranu, CAF s vy3Sim skére a-SMA bar-
veni (CAF typu C2) exprimovaly nizsi hla-
diny BMP4 (bone morphogenetic pro-
tein 4), pficemz jejich pfitomnost byla
spojena s nizsi proliferaci bunék karci-
nomu Ustni dutiny, zaroven vsak i s vy3si
frekvenci vyskytu nadorovych kmeno-
vych bunék [36].

Doposud neni ziejmé, které pro-
cesy jsou zasadni pro aktivaci fenotypu
CAF. Cetné studie ukazaly, Ze na roz-
dil od nadorovych epitelidlnich bunék
jsou zmény poctu kopii genli a onko-
genni a nadorové supresorové mutace
(napf. mutace TP53) u CAF pomérné
vzacné [29]. Hybatelem fenotypu CAF
jsou ziejmé epigenetické zmény (tj. me-
tylace DNA, modifikace histon(l, zmény
v expresi nekédujicich RNA aj.) a ab-
normdlni aktivace ¢i inaktivace nékte-
rych signalnich drah (obr. 1, 3). Napfi-
klad umlceni CBF-1 (C-repeat-binding
factor alias RBP-Jk) kombinované se sni-
zenou expresi funkéniho p53 v koznich
fibroblastech postacovalo pro aktivaci
fenotypu CAF podporujiciho indukci na-
dor0 odvozenych od keratinocyt(l. Na
snizeni exprese p53 se podilel fibroblas-

tovy rlstovy faktor 2 (fibroblast growth
factor 2 - FGF2) vylucovany sousednimi
epitelialnimi nddorovymi burikami [37].
Jak jiz bylo zminéno, jako vyznamny ak-
tivator fenotypu CAF muze slouzit také
zpétnovazebna smycka Twist1-PrrxI-TNC
(obr. 1) [19], CCN2 alias rlstovy faktor po-
jivové tkané (connective tissue growth
factor - CTGF) [38], umlceni exprese
TGFBR2 (transforming growth factor-f3
type 2 receptor) [39], a naopak aktivace
faktord TLR4 [40,41], CCR5 (C-C chemo-
kine receptor type 5) [42,43] a IRF3 (in-
terferon regulatory factor 3) [44]. Proza-
nétlivy cytokin LIF (leukemia inhibitory
factor) se podili na aktivaci Janusovy ki-
nazy 1 (JAK1) a transkrip¢niho faktoru
STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3), ¢imz aktivuje DNA-me-
tyltransferdzy 1 (DNMT1) a DNA-metyl-
transferazy 3b (DNMT3b) a také hyper-
metylaci a uml¢eni nékterych klicovych
regula¢nich gend. V dlsledku téchto
procest LIF zvySuje kontraktilitu akto-
myozinu a umoziuje tak CAF vytvaret
cesty skrze ECM, které jsou nasledné vy-
uzivany nadorovymi burikami pfi kolek-
tivni invazi [45,46]. Kromé vyse popsa-
nych mechanizmd mohou byt normalni
fibroblasty konvertovany na CAF plso-
benim microRNA obsazenych v exozo-
mech a mikrovezikulech produkovanych
nadorovymi bunkami. Tuto konverzi
mlze vyvolat napf. miR-214 u né-
dorl vaje¢niku a miR-155 u karcinomu
pankreatu [47].

CAF v nadorovém mikroprostiedi
Vicekrokovy proces progrese nadoro-
vého onemocnéni vyzaduje podporu
bunék obsazenych ve stromatu. Klidové
fibroblasty vsak na rozdil od CAF vyka-
zuji spise inhibi¢ni Gcinky na buné¢-
nou proliferaci a motilitu nadorovych
bunék [48]. Pokud ma tedy vzniknout
nador, TME musi byt pfeprogramovéno
na nadorové permisivni fenotyp. Sou-
¢asné studie naznacuji, ze vytvoreni na-
dorové permisivniho prostiedi mize do-
konce predchéazet vzniku samotného
loziska nadorovych bunék. Signaly in-
dukované bunéénym a tkanovym stre-
sem mohou spustit koordinovany pro-
gram koevoluce, ktery umozni zrod
a proliferaci nddorovych bunék a upevni
interakce mezi nddorovymi burikami
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Obr. 3. Model metabolické symbiézy a konkurence v nadorovém mikroprostiedi. Aktivace CAF a udrzenf jejich sekre¢niho fenotypu je ener-
geticky ndro¢né a vyzaduje metabolické zmény. U nékterych typd CAF proto dochdzi k aktivaci aerobni glykolyzy. Zvysend zavislost CAF na aerobni
glykolyze mUze byt vyvoldna mnoha faktory — snizenou dostupnosti kysliku v rostoucich nddorech, stabilizaci faktoru HIF 1, aktivitou signélnich drah
TGF{ a PDGF nebo ztratou exprese CAV1, zprostfedkovanou reaktivnimi kyslikovymi radikaly. Zvysena produkce laktatu, mastnych kyselin a ketolatek
podporuje mitochondrialni respiraci nadorovych bunék. Zatimco metabolicka symbidza mezi CAF a nadorovymi burkami stimuluje rdst a maligni fe-
notyp nadorovych bunék, jejim vedlejsim efektem je snizeni dostupnosti klicovych metabolitt pro jiné slozky TME. Tato metabolicka konkurence né-
sledné narusuje funkenost protinddorové imunity. Napiiklad zvysend exprese indolamin 2,3-dioxygenézy 1 a argindz (ARG1 a ARG2) v CAF radikdlné

snizuje dostupnost tryptofanu a argininu v TME, ¢imz inhibuje proliferaci a aktivaci efektorovych T lymfocytl. Volné prepracovano dle [7].

CAF - fibroblasty asociované s nadorem, HIF1a — hypoxia inducible factor 1 a, TGF - transformujici rlstovy faktor (3, PDGF — rlstovy faktor od-
vozeny z desticek, CAV1 — caveolin 1, TME — nadorové mikroprostfedi, ROS — reaktivnf kyslikové radikaly, IDO1 — indolamin 2,3-dioxygenaza 1,

MK = mastné kyseliny

a mikroprostiedim [29]. Komunikace
v rdmci TME midze byt vyznamné ovliv-
novana pomoci exozomu. Exozomy
uvolrované nadorovymi bunkami nebo
jinymi bunkami stromatu mohou do
stromdlnich fibroblastd dodavat ak-
tivni rdstové faktory a cytokiny, stejné
jako funkéni fragmenty DNA a kédu-
jici a nekédujici RNA, a indukovat jejich
aktivaci [49-54]. Po pfeprogramovani
klidovych fibroblastd na CAF dochazi
k dynamickym zménam jejich metabo-
lomu a sekretomu, coz potencuje trvalou
autokrinni aktivaci CAF. Bylo prokazéano,
ze fenotyp CAF (zejména jeho sekre¢ni
vzorce) do znacné miry pretrvava pfi
in vitro kultivaci i bez pokracujici stimu-
lace CAF nadorovymi burikami [55].

CAF a podpora primarniho nadoru

CAF vylucuji mnoho rastovych faktor(
a cytokind, které mohou podporovat rlst
nadorovych bunék a ovliviiovat ostatni
buriky nadorového mikroprostiedi. Jako
pfiklad mize byt uveden ristovy faktor
hepatocytl (hepatocyte growth factor —

HGF), dale pak fibroblastové rlstové fak-
tory FGF2 a 7, TGF(3, PDGF, osteopontin,
SFRP2 (secreted frizzled-related protein 2),
faktor 1 odvozeny od stromatu (stromal
derived factor1 — SDF-1), vaskularni en-
dotelovy rdstovy faktor A (vascular en-
dothelial growth factor A —VEGFA), inter-
leukin 6 (IL6), interleukin 8 (IL8) a mnoho
dalsich [7,56]. Bez aktivni tvorby no-
vych krevnich cév pro zasobovani kysli-
kem a Zivinami nejsou nadory schopny
rdst. DUlezité je proto i pozorovani, ze
faktory produkované CAF podporuji an-
giogenezi a pfispivaji tak k zajisténi rds-
tovych pozadavkd malignich nadora.
Vyse uvedeny SDF-1 (také znamy jako
CXCL12) produkovany fibroblasty stimu-
luje neovaskularizaci nadoru prostied-
nictvim naboru progenitorovych bunék
endotelu [55]. SDF-1 je rovnéz ligan-
dem CXCR4 (C-X-C chemokine recep-
tor type 4), ktery je vysoce exprimovan
na nadorovych burikach a po aktivaci
pfimo stimuluje proliferaci nadorovych
bunék [55]. Alternativhé mohou CAF
modulovat angiogenezi a pritok krve

nadorem také nepfimo, a to pomoci re-
modelace ECM [57]. Kromé schopnosti
vylucovat rlistové faktory a podporo-
vat proliferaci nadorovych bunék plsobi
CAF také jako promutagenni agens po-
Skozujici DNA okolnich bunék prostied-
nictvim produkce reaktivnich forem
kysliku [58].

CAF podporuji rist nadorovych bunék
rovnéz ovlivnénim jejich metabolickych
drah. Nadorové bunky vétsinou preferuji
glukézu jakozto zdroj energie. Samotna
glukéza viak nedokaze pokryt jejich po-
tfebu uhliku, a je proto zfejmé, ze nddo-
rové bunky musi vyuzivat i jiné zdroje.
Nékteré nadorové bunky jsou zavislé
na glutaminu a byla prokazana i konzu-
mace laktatu. V prabéhu kancerogeneze
se CAF pfizpusobuji metabolizmu na-
dorovych bunék a stavaji se k nim kom-
plementarnimi za vzniku metabolické
symbidzy. Metabolickd symbidza nabizi
ucinny systém, ve kterém mohou nado-
rové bunky vyuzivat metabolity produ-
kované fibroblasty. Jednim z typd meta-
bolické symbidzy je situace, kdy dobie
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okyslicené anabolické nadorové bunky
konzumuiji laktat poskytovany katabo-
lickymi fibroblasty, které jsou plsobe-
nim nadorovych bunék tlaceny do gly-
kolytického metabolizmu a autofagie
(obr. 3). Katabolicky a glykolyticky feno-
typ fibroblastli m{ze byt vyvolan napf.
ztratou exprese caveolinu-1 (CAV1) [59].
Metabolicky posun od oxidativni fosfo-
rylace ke glykolyze doprovazeny zvy-
Senou expresi laktatového exportéru
MCT4 (monocarboxylate transporter 4)
vykazoval rovnéz fibroblasty exprimujici
snizené mnozstvi CD36 [60,61]. Metabo-
licka symbidéza CAF s nddorovymi bun-
kami se dynamicky vyviji v zavislosti na
mnozstvi kysliku, extracelularni dostup-
nosti metabolitd a pfitomnosti signal-
nich molekul. Metabolicka symbiéza se
tak mUze vyskytnout i v opa¢ném uspo-
radani, kde oxida¢ni metabolizmus CAF
podporuje rast glykolytickych nadoro-
vych bunék [62]. Toto je zfejmé pfipad
HNSCC — CAF zde vylucuji HGF a stimu-
luji tak glykolyticky fenotyp v bunkach
HNSCC; bunky HNSCC pak produkuji
FGF2, jez potencuje vyuzivani laktatu
fibroblasty [63].

CAF podporuji kancerogenezi také
zménou dostupnosti metabolitd v na-
dorovém mikroprostredi. Napfiklad vy-
znamné ovliviuji biologickou dostup-
nost tryptofanu a argininu, pficemz
hladiny téchto metabolitl jsou klicové
pro aktivitu a funkci T lymfocyt(. Meta-
bolicka konkurence mezi CAF a burikami
imunitniho systému tak muize vést ke
snizené protinadorové reaktivité T lym-
focytl akumulovanych v nadorech [7].
Pfitomnost CAF zaroven zapficifiuje
zvysenou expresi adhezivnich molekul,
napf. vaskularni intercelularni adhezivni
molekuly 1 (vascular cell adhesion mo-
lecule 1 — VCAM-1) a intracelularni ad-
hezivni molekuly 1 (intercellular adhe-
sion molecule 1 - ICAM-1), v nddorovém
mikroprostiedi a dopomaha tak k rekru-
tovani makrofagl asociovanych s na-
dorem, které déle pfispivaji k vytvareni
nadorové permisivni niky [64]. Vazba
makrofagul asociovanych s nddorem na
molekuly VCAM-1 nadorovych bunék
umoznuje prenos signall, které zajis-
tuji preziti metastazujicich bunék kar-
cinomu prsu v plicni tkdni bohaté na
leukocyty [65].

CAF a vznik metastaz

CAF v TME nejenze podporuji riist nado-
rovych bunék, ale zvy3uji také jejich in-
vazivitu. CAF podporuji metastazovani
nadorovych bunék prostfednictvim pre-
chodnych heterotypickych mezibuné¢-
nych kontaktl a produkci parakrinné
pUsobicich faktor [66]. CAF zaroven
ovliviuji tuhost ECM. U mnoha nadord
je pGvodni tkan nahrazena hustou ECM
bohatou na kolagen, ktera se podoba
jizvé. K tvorbé remodelovanych a nefy-
ziologicky orientovanych kolagennich
siti vyznamné pfispivaji prdvé CAF skrze
produkci lysyl-6-oxidazy. Mechanicka
stimulace nadorovych bunék pomoci
téchto kolagennich siti hraje vyznamnou
roli v aktivaci invazivniho programu na-
dorovych bunék [67]. Molekularni signa-
lizace mezi nddorovymi burikami a CAF
dale stimuluje migraci obou typt bunék
a modifikuje sousedni ECM a bazalni
membranu [68]. Pfestavba ECM pomoci
matrixovych metaloproteindz (matrix
metalloproteinases — MMPs) produko-
vanych CAF je jednim z nejdulezitéjsich
krokl v progresi nddorového onemoc-
néni. Za fyziologickych podminek je udr-
Zovana rovnovaha mezi aktivitou MMP
a jejich inhibitorl. Tato rovnovéha je
v pribéhu kancerogeneze posunovana
smérem k aktivaci MMP. Vysledkem je
vyznamna remodelace ECM, kterd pfi-
spiva k angiogenezi a invazivnimu cho-
vani nadorovych bunék [58]. Pfi invazi
do sekundarnich lozisek mohou nado-
rové bunky migrovat samostatné, je-li
u nich aktivovan pseudomezenchymalni
fenotyp, nebo mohou k migraci vyuzi-
vat tazné sily CAF [69]. CAF jsou mani-
pulovany nddorovymi burikami tak, aby
se staly invazivnimi a schopnymi remo-
delace ECM, a pravé CAF ziejmé urcuji
smérovost celé migrujici metastatické
skupiny. Ve srovnani s normalnimi fib-
roblasty produkuji CAF ECM bohatou na
fibronektin s anizotropni orientaci vla-
ken, kterd nadorové bunky navadi k mi-
graci urcitym smérem [70]. CAF pro na-
dorové bunky buduji také cestu skrze
ECM a zaroven slouZi jako generator
tazné sily [69]. U spinoceluldrnich karci-
nomu je prenos tazné sily zprostiedko-
van heterofilni adhezi, na niz se podili
N-kadherin na membrané CAF a E-kad-
herin na membrané nadorovych bunék.

Tato adheze funguje jako mechanicky
receptor, ktery podporuje invazi nado-
rovych bunék spusténim signalni drahy
B-katenin-vinculin a remodelaci aktinu
v obou typech spole¢né migrujicich
bunék [71]. CAF exprimujici N-kadhe-
rin slouzi jako pozitivni stimulator pro-
liferace a migrace nadorovych bunék
rovnéz u melanomu. Buriky melanomu
nejsou schopny produkovat IGF-1 (insu-
lin-like growth factor 1) samy, a spolé-
haji proto na IGF-1 vylu¢ovany okolnimi
fibroblasty [72]. Bylo téZ pozorovano, ze
metastazovani nddorovych bunék pod-
poruje zvySend exprese fibroblastového
CAV1 [73], zatimco nizka exprese fibro-
blastového CAV1 napomahala vzniku
metabolické symbidzy u primarnich na-
dor0 (obr. 3). Vzhledem k tomu, ze zvy-
Sena kontraktilita (potfebnd k pohybu
bunék) je spise nez pro sekre¢ni CAF
charakteristickd pro jejich myofibro-
blastové subtypy [8], mohla by exprese
CAV1 potencialné slouzit jako nové me-
toda charakterizace fibroblastd. Dalsi
subpopulaci CAF jsou ty, které exprimuji
tenascin C a VEGFA. Tyto CAF byly identi-
fikovany jako kli¢cové mediatory metasta-
zovani karcinomu prsu do plic [74]. CAF
v metastazach mohou vylucovat inter-
leukin-11, ktery v nadorovych burikach
aktivuje signalizaci GP130-STAT3. Akti-
vace této drahy umoznuje pfeziti nddo-
rovych bunék v cilové tkani, a tim podpo-
ruje nadorovou kolonizaci organt [75].

Vyznam CAF u HNSCC

Navzdory intenzivnimu vyzkumu jsou
pfesné mechanizmy kancerogeneze
a rozvoje HNSCC doposud pomérné ne-
jasné. Shromazdéné dlkazy viak na-
znacuji, ze nestaci sledovat kumulaci
onkogennich mutaci v samotnych na-
dorovych burikdch. Interakce mezi na-
dorovymi bunikami a burikami stromatu
HNSCC mohou totiz dramaticky ovliv-
nit progresi tumoru. Cileni terapeutic-
kého efektu do nddorového stromatu
tak mlze predstavovat novy zp(sob,
jak efektivné omezit metastazovani [76].
Slibnym zastupcem terapeuticky cilitel-
nych bunék stromatu jsou CAF, jelikoz
nadory pozdniho stadia HNSCC ¢asto
obsahuji az 80 % téchto bunék [63].
Buriky HNSCC mohou pfispivat k vyvoji
fenotypu CAF prostiednictvim sekrece
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TGFB1 ¢i IL1B. Tato aktivita vede k zvy-
Seni produkce HGF a SDF-1 u CAF, coz
hraje zasadni roli v interakci mezi CAF
a bunkami karcinomu dutiny astni [77].
Nékteré studie uvadéji, Zze transdiferen-
ciace fibroblastl na CAF zavisi na en-
zymu NAD(P)H oxidaze 4 (NOX4). Zvy-
Send exprese NOX4 byla nalezena
u mnoha typG nadord, v¢. HNSCC [78].
Rozvoj interakci mezi bufikami HNSCC
a CAF nasledné indukuje zvySenou ex-
presi TGF(, VEGF, TNFa, HGF, IL1q, IL1(,
IL6, IL33, CXCL12 a MMPs u obou typl
bunék. ZvySené koncentrace téchto
rozpustnych faktord prispivaji k rlistu,
migraci a invazivnimu chovani bunék
HNSCC. U fibroblastl kultivovanych spo-
le¢né s bunkami HNSCC byly také pro-
kdzany zvysené hladiny fibronektinu,
tenascinu C, trombospondinu 1 a latent-
niho TGF( vazajiciho proteinu 2 (latent
TGF-beta binding protein 2 — LTBP2) [79].
Faktory vylu¢ované CAF, jako napt. kar-
boxypeptidaza E, rdstovy faktor des-
ticek D (platelet-derived growth fac-
tor D - PDGFD), EFEMP1 (EGF-containing
fibulin-like extracellular matrix pro-
tein 1), IBP5 a IBP7 (insulin-like growth
factor binding proteins), vyrazné zvyso-
valy signalizaci skrze receptory epider-
malniho rdstového faktoru, receptory
inzulinu podobného rlistového faktoru
a PDGFR nadorovych bunék, a tim pod-
porovaly rlist nezavisly na ukotveni a ex-
presi marker(i nddorovych kmenovych
bunék [80]. Dalsim faktorem, ktery je
produktem CAF a m0ze vyznamné ovliv-
fovat vznik HNSCC metastdz, je BDNF
(brain-derived neurotrophic factor). Né-
které studie naznacuji, ze signélni draha
BDNF-TrkB (neurothrophin receptor B)
muze byt kritickou slozkou progrese
HNSCC [81]. TrkB indukuje v nadorovych
bunkach EMT a ma klicovou ulohu v in-
vazivnim chovani HNSCC [82].

Srovnani sekrec¢nich profil(i CAF u kar-
cinomu dutiny ustni a neaktivovanych
fibroblastl prokazalo v pfipadé prvné
jmenovanych bunék také zvySenou ex-
presi proteind podilejicich se na orga-
nizaci ECM a metabolizmu kolagenu.
Exprese N-terminalniho propeptidu ko-
lagenu typu | signifikantné korelovala
s pfitomnosti vysoce migrujicich CAF
ve frontalni ¢asti tumoru a byla spo-
jena s vyznamné zkracenym preziva-

nim pacientl s karcinomem dutiny
ustni [83]. Ve srovnani s nenadorovymi
fibroblasty exprimuji CAF asociované
s HNSCC také vyssi hladiny proteinu
NAB2 (NGFI-A-binding protein 2) [84]
a kolagenu typu COL11A1, ktery byl
v nékterych studiich oznacen jako slibny
marker CAF [31]. Rovnéz se podafilo pro-
kazat, ze COL11A1 prispiva ke kancero-
genezi HNSCC a muze slouzit jako po-
tencialni terapeuticky cil [85]. S progresi
HNSCC vzrlstala v CAF rovnéz i exprese
periostinu [86]. Periostin je sekretovany
protein ECM kédovany genem POSTN,
ktery mj. umocriuje metastatické schop-
nosti nadord HNSCC a podporuje vznik
nadorovych kmenovych bunék. Déje se
tak diky vazbé periostinu na PTK7 (pro-
tein tyrosine kinase 7) a aktivaci sig-
nalni drdhy Wnt/p-Catenin. Kombino-
vana detekce POSTN a PTK7 muze byt
proto potencidlnim prognostickym
a diagnostickym ukazatelem a slibnym
terapeutickym cilem [87]. Dalsi funkéni
molekulou, ktera pfispiva k udrzo-
vani populace nddorovych kmenovych
bunék v TME, tentokrate exprimovanou
na povrchu CAF, je CD44 [88].

Z3sadni vyznam pro kancerogenezi
HNSCC maji rovnéz imunomodulaéni
ucinky CAF. Nékteré studie potvrzuji, ze
CAF jsou vyznamnymi producenty pro-
staglandinu E2 (PGE2) [89], ktery stimu-
luje bunécnou proliferaci a invazivni
chovani bunék HNSCC, inhibuje apo-
ptézu a narusuje imunitni dohled [90].
JelikoZz bunky HNSCC konstitutivné ex-
primuji PGE2 receptory EP1, EP2 a EP3,
mulze PGE2 také modulovat inva-
zivni vlastnosti samotnych nadorovych
bunék [91]. Zmény v expresi genl rdz-
nych proteini ECM asociované se sig-
nalizaci TGF(3 a aktivaci CAF fenotypu
spojuji CAF rovnéz s Unikem nadoro-
vych bunék HNSCC imunitnimu sys-
tému a selhdnim imunoterapie [92]. CAF
se zfejmé vyznamnou mérou podili také
na vzniku rezistence nadorovych bunék
vudi cisplatiné [93]. Farmakologicka inhi-
bice Vps34, klicového mediatoru autofa-
gie, u CAF dokazala tuto rezistenci opét
zvrétit, coz naznacuje, Ze autofagicky fe-
notyp je dulezitym rysem CAF. Pomoci
sekre¢ni autofagie mohou byt ovliv-
novany hladiny vyznamnych cytokint
v TME. Timto zplsobem je regulovéna

napf. hladina interleukini IL6 a IL8 [94].
Dalsim faktorem, kterym se CAF ziejmé
podili na imunomodulaci v TME, m(ze
byt gelactin 1 (Gal-1). Gal-1 je jednim
z 15 evolu¢né konzervovanych pro-
teinl vazajicich B-galactosid, ktery vy-
kazuje biologicky rozmanité aktivity
v patogenezi zanétu a nddorového one-
mocnéni. U Hodgkinova lymfomu zpro-
stfedkovava Gal-1 imunosupresi CD8*
T lymfocytl [95]. Pfedpoklada se také,
Ze Gal-1 hraje roli pfi vytvareni imunitni
tolerance v téhotenstvi [96]. Inhibice ex-
prese Gal-1 v CAF také potlacuje tvorbu
metastaz karcinomu dutiny Ustni [97].

Zavérem lze fict, Ze se CAF v ramci pa-
togeneze HNSCC podileji na mnoha kri-
tickych bodech nddorové transformace,
jako jsou vytvéareni nddorové permisivni
struktury ECM a metabolické a imunitni
pfeprogramovani TME, s dopadem na
metastazovani a adaptivni rezistenci
vUci chemoterapii a radioterapii. Pleio-
tropni pisobeni CAF na nadorové buriky
je pravdépodobné odrazem heteroge-
nity a plasticity jejich populace, s kon-
textové zavislym vlivem na kanceroge-
nezi. Specifické vlastnosti CAF poskytuji
mnoho cilitelnych molekul, které by
mohly v budoucnu hréat vyznamnou roli
v terapii HNSCC.
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