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POPIS KRATICA

U ovom su radu koristene sljedece skracenice:

CAF — karcinomski fibroblasti (eng. cancer-associated fibroblasts)

CCL - kemokinski C-C ligand

CGP — kemijske i genetske perturbacije (eng. Chemical and Genetic Perturbations)
CXCL — kemokinski C-X-C ligand

DIO1 — dejodinaza tip 1 (eng. type I deiodinase)

DIO2 — dejodinaza tip 2 (eng. type 2 deiodinase)

DIO3 — dejodinaza tip 3 (eng. type 3 deiodinase)

FC — omjer izrazaja (eng. fold change)

FDR - stopa lazno pozitivnih (eng. false discovery rate)

GO — eng. Gene Ontology

HGNC — eng. The Human Gene Organisation Gene Nomenclature Committee
1CAF — imunoregulacijski CAF

KEGG - Kyoto enciklopedija gena i genoma (eng. Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes)
LOESS - izgladivanje lokalnom regresijom (eng. Local Regression Smoothing)
LUAD - adenokarcinom pluca (eng. lung adenocarcinoma)

LUSC - karcinom plocastih stanica pluca ili planocelularni karcinom pluéa (eng. lung

squamous cell carcinoma)
MDSC — mijeloidne supresijske stanice (eng. myeloid-derived suppressor cells)

MSigDB —eng. The Molecular Signatures Database

III



myCAF — miofibroblastima sli¢ni CAF

NSCLC — nemikrocelularni karcinom pluca (eng. non-small-cell lung cancer)
PDAC — duktalni adenokarcinom gusterace (eng. pancreatic ductal adenocarcinoma)
PD-L1 — ligand programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed death-ligand 1)
RNK - ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid — RNA)

scRNA-seq — sekvenciranje jednostani¢ne RNK (eng. single-cell RNA sequencing)
TCGA — Atlas genoma raka (eng. The Cancer Genome Atlas)

TPM — eng. transcript-per-million

TR — receptor za hormone $titnjace (eng. thyroid hormone receptor)

T3 — trijodtironin

T4 — tiroksin

UMAP — eng. Uniform Manifold Approximation and Projection

vCAF — vaskularni CAF
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1.1. Neoplazme

Neoplazme (gr¢. neos — nov + plasia — rast, tj. novi rast), poznate i kao tumori ili novotvorine,
predstavljaju izuzetno tesko te kompleksno podrucje u medicini koje obuhvaca vise od stotinu
razlicitih bolesti. Gledaju¢i molekularnu razinu, neoplazme nastaju kao rezultat poremecaja u
genima za regulaciju rasta, protoonkogena i tumor supresijskih gena, koji kolektivno vode u
nekontroliranu diobu preobrazenih stanica. Razvijaju se u viSe koraka tako da razliCite
neoplazme, Cak 1 one istog histoloskog tipa, mogu imati razli¢ite genetske promjene (1). Osim
genske, neoplazme takoder imaju i epigensku pozadinu ¢iji je nastanak rezultat djelovanja
niza unutarnjih i vanjskih ¢imbenika koji poti¢u gubitak normalne fizioloske regulacije i
kontrolnih mehanizama rasta stanica (2). Rezultat je neregulirana, klonalna proliferacija
stanica 1 prekomjerni rast tumorskog tkiva. Prema obiljezjima rasta, razlikujemo benigne
(dobro¢udne) i maligne (zlo¢udne) neoplazme S$to utjeCe na daljnje klinicke 1 terapijske
potrebe. Temeljna razlika izmedu njih je u tome Sto se benigne neoplazme zadrZavaju na
svom mjestu podrijetla, dok kod malignih neoplazmi dolazi do infiltracije zlo¢udnih stanica u
susjedno (zdravo) tkivo domacina 1 na cijelo tijelo (metastaze) razarajuéi strukturu
zahvacenog tkiva (1). Upravo su metastaze smrtonosno obiljeZje i najzabrinjavajuci aspekt
neoplazmi pri ¢emu vecina oboljelih umire kao posljedica Sirenja stanica od pocetne lezije do
udaljenih organa. Sukladno tome, danas su maligne neoplazme vode¢i javnozdravstveni
problem 1 prioritet u cijelom svijetu. Drugi su naj¢es¢i uzrok smrti u razvijenim zemljama,
odmah nakon kardiovaskularnih bolesti. Broj osoba oboljelih od zlocudnih bolesti (raka) u
stalnom je porastu te se ofekuje i nastavak toga trenda Sto je u najvecoj mjeri rezultat

povecanja ocekivanog trajanja Zivota, zdravstveno rizicnog ponasanja i okolisnih faktora (3).

1.2. Tumorska stroma

Tok 1 ishod malignih bolesti odreden je mnogim ¢imbenicima ¢ije bolje poznavanje moze
unaprijediti prevenciju, lijeCenje 1 ishode bolesti. Medu njima je i tumorska stroma,
jedinstveni mozai¢ni mikrookoli§ koji malignim stanicama pruza metabolicko, imunolosko i
strukturno utociste (4 — 6). U patobiologiji tumora, rijeC je o tkivu koje okruzuje tumorske
stanice 1 osigurava im funkcionalnu potporu, a samo je bogato prozeto izvanstanicnim

1



1. UVOD

matriksom koji pruza strukturnu potporu stanicama unutar tumora. Tumorska stroma gradena
je od fibroblasta (normalnih i aktiviranih), miofibroblasta, makrofaga, zivaca te limfnih,
endotelnih i upalnih stanica koje lu¢e humoralne molekule poput ¢imbenika rasta, citokina 1
enzima koji pregraduju izvanstani¢ni matriks. Popis dopunjuju razlicite molekule koje imaju
ulogu u prometovanju upalnih stanica, migraciji, angiogenezi te remodeliranju tkiva i
metabolizmu tumora. Ravnoteza izmedu ovih sastavnica i molekula izvanstanicnog matriksa
nuzna je za homeostazu strome normalnog tkiva (5 — 7). Stroma tumora, kao sastavni dio
svake neoplazme, joS uvijek nije dovoljno istraZzena i1 shvaéena, premda je mjesto zbivanja
kriticno vaznih procesa u biologiji tumora. Raste broj dokaza koji ukazuju na to da tumorska
progresija proizlazi iz uzajamnog medudjelovanja tumorskih stanica i stanica strome koja ih
okruzuje. Sudbina tumorskih stanica, njihovo prezivljenje, migracija i diseminacija u bitnoj su
mjeri odredene njihovim okruZjem, u ¢ijem preoblikovanju aktivno sudjeluju. Sva dosadaSnja
relevantna istrazivanja potvrdila su utjecaj aktivirane okolne tumorske strome i imunoloskih
stanica na ponasanje tumora (8). Stroma kanalizira tumorogenezu razli¢itim procesima koji
ukljucuju remodeliranje izvanstani¢nog matriksa, imunolosko iskljuc¢enje, metaboli¢ku zastitu
maticnih stanica raka te poremecaj regulatornih puteva koji upravljaju pokretljivoséu i
agresivno$¢u tumorskih stanica (9). Medu svim komponentama strome tumora, svojim
mnogobrojnim ulogama u ovim procesima osobitu paznju privlace fibroblasti povezani s

tumorom, tzv. karcinomski fibroblasti (CAF, eng. cancer-associated fibroblasts) (10).

1.3. Fibroblasti i neoplazme

Fibroblaste je prvi otkrio i opisao njemacki patolog Rudolf Virchow jo§ 1858. godine kao
poseban tip stanica smjesten u vezivnom tkivu te ih sukladno tome nazvao ,,vretenaste stanice
vezivnog tkiva”. Kasnije je pojam ,,fibroblast” prvi upotrijebio i predlozio Svicarski patolog
Ernst Ziegler, a 1896. godine ponovio ga Spanjolski patolog i histolog Santiago Ramoén y
Cajal kako bi opisali stanice koje su odgovorne za stvaranje novog vezivnog tkiva nakon
ozljede, tj. tijekom zacjeljivanja (11). Potjecu iz embrionalnog mezenhima i prisutni su u svim
tkivima kako bi obavljali bitne funkcije u razvoju, homeostazi, zacjeljivanju rana i odrzavanju
arhitekture tkiva (12, 13). U patoloSkim procesima, sastavni su dio fibroze 1 upale tkiva te
odgovora na prisutnost malignih bolesti za $to posjeduju specijalizirane fenotipove i stanja

aktivacije (11, 14). Brojnim istrazivanjima potvrdena je njihova sposobnost diverzifikacije 1

2



1. UVOD

visoka heterogenost, zbog ¢ega populacija fibroblasta povezana s bolesti varira. U malignim
tumorima, Sarolika skupina aktiviranih stromalnih fibroblasta (CAF) glavna su i najobilnija
sastavnica tumorskog mikrookruzenja, iako njihovo podrijetlo i funkcije u zacetku bolesti,
napredovanju i odgovoru na lijeCenje ostaju nerazumljivi zbog naglasene heterogenosti (15).
Pojavljuju se u odgovoru na parakrine signale iz tumorskih stanica, barem dijelom kao
potomci rezidentnih homeostatskih fibroblasta u sijelu neoplazme. CAF mogu biti izvedeni iz
razliCitih stanica, normalnih fibroblasta u peritumoralnoj stromi, mezenhimalnih i
hematopoetskih mati¢nih stanica iz koStane srzi te zvjezdastih, epitelnih 1 endotelnih stanica.
Drugi moguc¢i prethodnici CAF jesu vaskularne glatke miSi¢ne stanice, perivaskularne stanice,
adipociti 1 masne mati¢ne stanice (12) (Slika 1). U skladu s tim, raznolikost i sastav CAF
vjerno odrazava tumorsku heterogenost, varirajué¢i unutar istog tumora, medu razli¢itim
osobama s istim tumorom i medu razli¢itim sijelima (16, 17). U najop€enitijem smislu, cijeli
spektar CAF moguce je sazeti u nekoliko meta-grupa, medu kojima su najpoznatiji
matrisomski CAF, miofibroblastima slicni CAF (myCAF), vaskularni CAF (vCAF) i
imunoregulacijski CAF (iCAF). Pojedine meta-grupe medusobno se razlikuju izrazajem
karakteristi¢nih biljega, funkcionalnom specijalizacijom u podjeli posla i tkivnim smjeStajem.
U stvarnosti, granice medu pojedinim grupama cesto su zamagljene, zahvaljuju¢i pojavi

hibridnih fenotipova CAF (18).

Matrisomski CAF odlikuju se izrazajem Sirokog repertoara molekula izvanstanicnog matriksa,
kolagenskih vlakana, lizil-oksidaza i1 proteaza, koje zajednicki sudjeluju u umnaZanju i
umrezavanju strome (4, 14). Rezultat je avaskularna, gusta i neprohodna mreza kolagenskih
vlakana u kojoj su oto€i¢i tumorskih stanica razasuti izvan domasaja imunoloskog sustava.
Aktivirane kontraktilne stanice, poput myCAF, bitno pridonose ovom procesu povecavajuci
lokalni tonus tkiva. Takva dezmoplasticna stroma obiljezje je nekih tumora, poput
adenokarcinoma gusterace (19).

Vaskularni CAF imaju biljege muralnih stanica i proizvode molekule koje sudjeluju u
angiogenezi, pupanju kapilara, aktivaciji endotela i pregradnji vaskulature (20).
Imunoregulacijski CAF dolaze u razli¢itim oblicima, kao antigen-predo¢ni CAF, proupalni
CAF 1 imunosupresijski CAF (20, 21). Proupalni CAF izluc¢uju velike koli¢ine upalnih
medijatora, citokina 1 kemokinskih liganda razlicitih klasa (CCL, CXCL) koji imaju dvojaku
ulogu: aktivaciju sjedilackih (rezidentnih) upalnih stanica i novacenje svjezih upalnih stanica
iz cirkulacije u tumor, gdje posreduju imunolosko odbacivanje tumora. Imunosupresijski

CAF, naprotiv, novace pretezito regulacijske T-stanice, M2 makrofage i1 mijeloidne
3



1. UVOD

supresijske stanice (MDSC), koje proizvodnjom inhibicijskih molekula (PD-L1, eng.
Programmed Death-ligand 1, aktivator programirane smrti) i imunosupresijskih metabolita
(kinurenin, laktat, prostaglandin E2, adenozin) posreduju funkcijsko iscrpljenje citotoksi¢nih
limfocita (21). Krajnji ishod je imunoloski povlasteno utoCiste za maligne stanice, u kojem
matiCne stanice raka nalaze zastitu pred terapijom. Upravo ta dvojaka funkcija iCAF
predstavlja velike izazove u njihovoj klinickoj translaciji: veci broj istrazivanja dokazuje kako
iCAF igraju presudnu ulogu u razvoju tumora kroz metabolicke interakcije kojima poti¢u
angiogenezu 1 imunosupresiju, ali postoje 1 novi dokazi koji govore u prilog njihovom
antitumorskom djelovanju u ranoj fazi te pozitivnoj povezanosti s boljom prognozom (22).

Sveukupno, sastav i fenotip CAF varira unutar i izmedu neoplazmi, kao i njihova uloga u
strukturnim, upalnim i metabolickim zbivanjima (20, 21). Medu metabolickim ulogama,
nalazi se 1 jedan od najmanje istraZzenih aspekata biologije CAF, a to je metabolizam hormona,

posebice hormona §titnjace.

Endotelne stanice

DD == 7>

Epitelne stanice

l Fibroblasti

Roal

Aktivirani karcinomski
fibroblasti

Adipociti
Rezidentni fibroblasti

EndoMT-prijelaz endotela u mezenhi
MT-prijelaz epitela u mezenhim

Slika 1. Podrijetlo karcinomskih fibroblasta [prilagodeno prema referenci (23), sukladno
medunarodnoj Creative Commons Attribution 4.0 licenci (CC-BY 4.0), Servier Medical Art,

smart.servier.com].
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1.4. Hormoni Stitnjace

Hormoni su znacajni pokretaCi razvoja tumora, a promjena intratumorske koncentracije
hormona S§titnjace, trijodtironina (T3) i tiroksina (T4), zajednic¢ka je karakteristika mnogih
ljudskih neoplazmi (24). Neizostavni su u regulaciji viSe metabolickih procesa i potroSnje
energije u organizmu te su kriti¢ni regulatori odredenih fizioloskih procesa kao S$to su
embrionalni razvoj organa, diferencijacija, rast i apoptoza stanica te metabolizam u gotovo
svim tkivima. Bioloski uc¢inak ostvaruju medudjelovanjem s nuklearnim receptorima (TRa i
TRP) koji kontroliraju transkripciju gena u odgovoru na hormone Stitnjace. Posljednjih
nekoliko desetljeca, proveden je odredeni broj istrazivanja koji ukazuju da promjene u
razinama T4 1 T3 utjecu na stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju, prezivljavanje i invaziju u
razli¢itim neoplazmama, i to na nacin specifican za vrstu stanice. Hormoni $titnjace utjecu na
rast stanica tako da djeluju kao faktori rasta ili inhibitori rasta stanica kroz nekoliko koraka
proliferacije te potic¢u diferencijaciju u procesu povezanom sa zaustavljanjem rasta i izlaskom
iz stani¢nog ciklusa (25, 26).

Hormoni S§titnjace cirkuliraju pretezito u inaktivnoj formi (T4), za ¢iju tkivnu aktivnost je
potrebna lokalna konverzija iz prohormona, T4, u signalno aktivnu formu (T3). Nacelno, ovaj
korak posreduju dva enzima, dejodinaza tip 1 (DIO1) 1 tip 2 (D102), medu kojima je aktivnost
DIO1 uglavnom koncentrirana u epitelnim stanicama $titnjace, tubula bubrega 1 hepatocitima
jetre. U vedini ostalih tkiva, DIO2 je dominantni posrednik u konverziji T4 u T3. Gdje se u
tkivu ovaj proces odvija, to¢nije u kojoj vrsti stanica, uglavnom nije jasno. Tre¢a izoforma,
dejodinaza tip 3 (DIO3), koja katalizira inaktivacijski korak, razgraduju¢i T3 u reverzni
dijodtironin, ima sli¢nu distribuciju kao i DIO1 (27, 28). Na taj nacin, utjecaj dejodinaza
osigurava ¢vrstu kontrolu dostupnosti T3 na unutarstani¢noj razini na vremenski i tkivno
specifican nacin, pri ¢emu sve veci broj dokaza ukazuje na promijenjenu ekspresiju
dejodinaza (poglavito DIO2) u nekoliko tipova tumora (29). Na tom tragu, genski izrazaj
DIO2 lociran je nedavno u dijelu CAF, primjerice u nemikrocelularnom karcinomu pluca
[myCAF, non-small cell lung carcinoma, NSCLC (30, 31)], kolorektalnom karcinomu
[CXCL14"CAF (32)] i adenokarcinomu gusteraée [myCAF (33 — 35)], bez bitnijeg udescéa
epitelne komponente u ukupnom izrazaju DIO2 u tumoru. Povecani stromalni izrazaj DIO2 u
kolorektalnom karcinomu potvrden je i imunohistokemijski, a kemijska inhibicija enzimske
aktivnosti DIO2 u polipoidnoj stromi suprimira nastanak tumora u misSjem modelu

adenomatozne polipoze kolona (Apc”’'®) (36). Rasprostranjenost ovog fenomena medu
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razli¢itim klasama CAF nije poznata, kao niti povezanost izrazaja DIO2 s funkcionalnim
obiljezjima CAF.

Popunjavajuéi tu prazninu, cilj ovog rada je podrobno ispitati genski izrazaj DIO2 u razli¢itim
subpopulacijama CAF na jednostani¢noj rezoluciji. U tu svrhu, koristit ¢emo reanalizu sirovih
podataka sekvenciranja jednostani¢ne RNK fibroblasta iz adenokarcinoma gusterace i
nemikrocelularnog karcinoma pluéa (37). Navedene dvije neoplazme izabrane su zbog svoje
loSe prognoze i visoke ucestalosti, Sto ih €ini najizdaSnije proucavanim neoplazmama u

sustavnoj biologiji.

1.5. Sekvenciranje jednostani¢cne RNK

Samo jednostani¢no sekvenciranje RNK (scRNA-seq, eng. single-cell sequencing) osobito je
podesno za ovaj cilj. scRNA-seq pripada tehnikama sekvenciranja sljede¢e generacije i
predstavlja tehnoloski inovativni alat za proucavanje stanicne raznovrsnosti u normalnim i
patoloski promijenjenim tkivima (38). Takoder, snazno je sredstvo u istrazivanju obrazaca
ekspresije gena Sto ga ¢ini vode¢om tehnikom za proucavanje transkriptoma pojedinac¢nih
stanica u sekvenciranim uzorcima (39). Upravo je napredak ovih tehnologija omogucio
detaljnu karakterizaciju sloZenosti 1 heterogenosti CAF subpopulacija u viSe tipova tumora
(31, 40). Pojava scRNA-seq tehnologija korjenito je izmijenila polje CAF i pronasla dodatne
slojeve sloZenosti, poglavito analizom cjelogenomskog profila ekspresije stanicnog
transkriptoma, otkrivaju¢i nove tipove stanica, sloZenost molekularnog sastava te do sada
neistrazene procese (38, 40). U kombinaciji s odgovaraju¢im bioinformatickim alatima,
metoda omogucava istodobno profiliranje genskog izrazaja u tisu¢ama pojedinacnih stanica,
Sto ju Cini vrlo podesnim orudem u analizi stani¢ne raznolikosti sloZzenih ekosustava (37, 39).
Iz tih razloga, metoda je Siroko koriStena u brojnim granama medicine poput onkologije,

imunologije 1 razvojne biologije (41).
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Genski izrazaj dejodinaze tipa 2 jedno je od razlikovnih obiljezja izmedu pojedinih skupina

karcinomskih fibroblasta.
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1. Ispitati genski izrazaj dejodinaze tipa 2 u karcinomskim fibroblastima na jednostani¢noj
rezoluciji na primjeru dvije razliCite neoplazme (duktalni adenokarcinom gusterace i

nemikrocelularni karcinom pluca).

2. Ispitati bioloski kontekst genskog izrazaja dejodinaze tipa 2, i to funkcijskom analizom

koreliranih gena koji prate izrazaj DIO2 u karcinomskim fibroblastima.
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4.1. Ustroj studije

Cenzus stanica, bioinformaticka analiza.

4.2. Materijali

Sirovi cjelogenomski scRNA-seq podaci preuzeti su iz javnog repozitorija
(https://www.fibroxplorer.com/, Human Perturbed-State). Svi podaci su anonimizirani i
slobodno dostupni bez ogranicenja (zadnji pristup 21. 12. 2022.). Tehnicki 1 klinic¢ki detalji
ranije su objavljeni (4) 1 dostupni su na https://www.nature.com/articles/s41586-021-03549-
S5#Sec36 (Supplementary Table 3 i 6, posljednji pristup 11. 07. 2023.). Za potrebe ove analize,
fokusirali smo se na fibroblaste izolirane iz tkiva duktalnog adenokarcinoma gusterace (10X

Genomics, PDAC) i nemikrocelularnog karcinoma pluc¢a (Smart-Seq2, NSCLC).

IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/23-
08/03, URBROJ: 2158-61-46-23-30, datum: 23. veljace 2023.).

4.3. Metode

4.3.1. Grupiranje i klasifikacija CAF

Nakon rekonstrukcije izvorne matrice oc€itanja (10 355 stanica), podaci su iznova reanalizirani
u Seurat alatu (v4.0.3, satijalab.org/seurat/) uz sljedece postavke (42): 200 < nFeature RNA <
3 000, postotak mitohondrijske RNK < 10, 3 000 varjjabilnih gena, prvih 30 glavnih
komponenti. Potom su izdvojeni CAF podrijetla PDAC i NSCLC koristenjem Subset funkcije
(3 835 stanica) i meta-podataka u Seurat objektu. U sljede¢em koraku, sirova matrica ocitanja
za izdvojene CAF podvrgnuta je ponovnom grupiranju i integraciji, uz sljede¢e modifikacije:
200 < nFeature RNA < 3 000, postotak mitohondrijske RNK < 10, 1 000 varijabilnih gena,
prvih 20 glavnih komponenti. Normalizacija podataka provedena je logaritamskom
transformacijom, uz stabilizaciju varijance “vst” metodom (42) i korekciju za postotak
ribosomske RNK 1 broj detektiranih gena u stanici (regress.out funkcija, Seurat). Za
integraciju podataka iz dva razli¢ita tumora (PDAC 1 NSCLC) koristen je Harmony (43)

algoritam (A = 2, 6 = 0,25, https://portals.broadinstitute.org/harmony/). Nakon harmonizacije,
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grupiranje CAF provedeno je metodom K-najblizih susjeda (44). Za vizualizaciju rezultata
upotrijebljena je nelinearna redukcija dimenzionalnosti [Uniform Manifold Approximation
and Projection, UMAP, (45)], na rezoluciji 0,2 - 0,4. Nakon grupiranja, analiza razlikovno
izrazenih biljega u svakoj subpopulaciji CAF izvedena je Wilcoxonovim testom
(FindAllMarkers funkcija) uz sljedeci filter: omjer izrazaja [logoFC/fold change| > 0,25,
dvostrani Bonferroni P < 0,05 i izrazaj u najmanje 25 % stanica. Za fenotipsku klasifikaciju
CAF koristena je lista biljega iz Buechler i sur. (4), Luo i sur. (46), Foster i sur. (47) te Cords i

sur. (48). Kompletna lista razlikovno izrazenih gena (n = 3 231) dostupna je na zahtjev.

Na temelju ovih podataka izracunata je:

1) zastupljenost (apsolutni broj 1 relativna frekvencija) pojedinih vrsta CAF u obje

neoplazme (NSCLC i PDAC) i

2) relativna frekvencija DIO2" stanica u svakoj klasi CAF

Za vizualizaciju genskog izraZzaja DIO2 u pojedinim klasama CAF koriStene su FeaturePlot 1
DotPlot funkcije u Seurat alatu. Dopunska vizualizacija rezultata ucinjena je upotrebom
Nebulosa knjiznice v1.11.0 (https://github.com/powellgenomicslab/Nebulosa) (49). U analizi
biljega upalnih, matrisomskih, antigen-predoc¢nih, pericitnih i protumorskih CAF (Seurat,
AddModuleScore funkcija) koriSteni su genski potpisi iz (48). Biljezi ranih CAF preuzeti su 1z
(50).

4.3.2. Korelacijska analiza

Geni koji tijesno prate izrazaj DIO2 u CAF (ko-eksprimirani geni) identificirani su
korelacijskom analizom (Pearson r), zasebno u svakoj neoplazmi. U tu svrhu, koristeni su
normalizirani i harmonizirani podaci (Seurat, slot = ’data”) u scran (51) i scater knjiznici (52).
Za potrebe funkcijske analize, padajuc¢i popis korelacijskih koeficijenata ogranicen je na prvih

100 koreliranih gena.
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4.3.3. Ortogonalna validacija

U replikacijskom koraku ponovljena je korelacijska analiza za reprezentativne asocijacije, ali
ovoga puta koriste¢i podatke sekvenciranja ukupne tkivne RNK (RNA-seq) iz TCGA projekta
(The Cancer Genome Atlas, https://portal.gdc.cancer.gov/) u TIMER2.0 sucelju
(http:/timer.comp-genomics.org/) (53, 54). Analizom su obuhvadeni uzorci adenokarcinoma
pluc¢a (n = 515) i1 planocelularnog karcinoma plu¢a (n = 501, ne-mikrocelularne neoplazme).
Snaga povezanosti procijenjena je parcijalnim korelacijskim koeficijentom nakon prilagodbe
za tumorsku ¢istoéu (Tumor Immune Estimation Resource, https://cistrome.shinyapps.io/timer,
posljednji pristup 11. 07. 2023.), i to koriste¢i TPM normalizaciju podataka (transcript-per-
million) (55). Linije trenda u dijagramima rasprSenja produkt su LOESS metode (Local

Regression Smoothing).

4.3.4. Funkcijska analiza

Analizu bioloskih putova koji su zastupljeni u listi prvih 100 koreliranih gena (scRNA-seq)
napravili smo uporabom H (Hallmark), C2 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
KEGQG), C5 (Gene Ontology, GO) 1 CGP seta (Chemical and Genetic Perturbations) MSigDB
zbirke v7.5.1 [The Molecular Signatures Database (56), University of California, San Diego,
SAD]. Prag znacajnosti definiran je kao FDR (false discovery rate, q) < 0,05, 1 to za genske
skupove s minimalno 10 gena (Gene Set Enrichment algoritam). Genska imena predstavljaju

HGNC (The HUGO Gene Nomenclature Committee) simbole. DIO2 odgovara HGNC: 2884.

4.3.5. Statisticke metode

Deskriptivna analiza slijedi uobicajena pravila prikaza podataka za scRNA-seq (37, 57).
Kategoricke varijable sazete su upotrebom apsolutnih i relativnih frekvencija (postotak). Za
prosjecni izrazaj gena, koriStena je aritmeticka sredina. U ostalim detaljima, analiza scRNA-
seq podataka slijedi preporucene smjernice (58). Ukoliko nije drugacije naznaceno, redukcija,
procesiranje i vizualizacija podataka provedeni su u R4.0.3 programu (7he R Project for
Statistical Computing, Vienna, Austria, www.r-project.org). Svi kodovi nuzni za ponovljivost

rezultata 1 slika dostupni su na razuman zahtjev.
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5.1. Deskriptivna analiza

Filtriranjem fibroXplorer kataloga (10 353 stanice) izdvojeno je 2 055 fibroblasta podrijetlom
iz NSCLC 1 1 852 fibroblasta podrijetlom iz PDAC (ukupno 3 907 stanica, Slika 2). Na
temelju izrazaja razlikovnih biljega (Tablica 1), izdvojeni CAF razdijeljeni su u 7 populacija
(Slika 2 — 4). Opcenito, zapaZena je veca raznolikost CAF u NSCLC nego u PDAC (Tablica
2, Slika 2). Dvije dominantne populacije matrisomskih CAF, MMP11"WNT5A" (NSCLC >
PDAC) i CTHRCI'LRRCI15" (PDAC > NSCLC), prisutne su u obje neoplazme, uz jo$ 5
manjih populacija CAF ogranic¢enih na NSCLC (Slika 4, Tablica 2). U usporedbi s PDAC
(Slika 2), NSCLC sadrzi veéu populaciju PI1I6'LEPR" i upalnih CAF (inflammatory, iCAF;
NPNT', PLIN2"CXCL14" stanice).

@ NsCLC
@ PDAC

5.0

CTHRC1+LRRC15+CXCL2+
MMP11+DIO2+WNT5A+
NPNT+

PI16+LEPR+
PLIN2+CXCL14+

WNT4+

CCL21+

UMAP_2
00 @@0o0

- - 0
UMAP_1 UMAP_1

Slika 2. Stani¢ne populacije karcinomskih fibroblasta (CAF).

UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) reprezentacija. Razdioba CAF
prema primarnom sijelu. NSCLC = nemikrocelularni karcinom plu¢a, PDAC = duktalni
adenokarcinom guSterace. Svaki kruzi¢ predstavlja jednu stanicu. Za sve slike, rjecnik
genskih simbola dostupan je na www.genecards.org (GeneCards: The Human Gene Database,

v5.14, 03. 01. 2023, Weizmann Institute of Sciences, Rehovot, Izrael).
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Slika 3. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim populacijama
karcinomskih fibroblasta (normalizirane, Z-vrijednosti).
Intenzitet boje i veli¢ina kruga proporcionalni su razini ekspresije (Prosjecni izrazaj) i

postotnom udjelu stanica koje prepisuju gen (% stanica).

MMP11*"WNT5A" CAF odlikuju se izrazajem biljega miofibroblasta (ACTA2, TAGLN,
TPM1) i adventicijskih fibroblasta (pericita), a PII6'LEPR" CAF obiljezjima angiogenih i
ranih CAF (Tablica 1, Slika 5). CCL21" CAF imaju obiljeZja retikularnih fibroblasta, odnosno
stromalnih organizatora limfnih ¢vorova 1 sudjeluju u aktivnoj prezentaciji antigena (apCAF,
FC=11,44,q=1,33x 107, KEGG). CTHRC1'LRRC15" CAF odlikuju se snaznim izrazajem
biljega protumorskih FAP™ CAF (Slika 5, Tablica 1), a PLIN2" CAF obiljezjima
lipofibroblasta (FC = 5,55, q = 1,1 x 10!!, Hallmark) i metabolizmom arahidonata (FC = 4,65,
q = 00067, KEGG). WNT4" CAF odgovaraju najvjerojatnije —mezotelnim
(WT1'KRT19"'EFEMP1'EZR") i subpleuralnim (HAS1") stanicama.
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Slika 4. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)

reprezentacija genskog izrazaja pojedinih biljega karcinomskih fibroblasta.

Okomita vrpca kodira intenzitet izraZzaja. Svaka tocka odgovara jednoj stanici.

Tablica 1. Biljezi razli¢itih subpopulacija karcinomskih fibroblasta (CAF).

CAF, skupina

Karakteristi¢ni biljezi*

COL3A1, SFRP2, PRSS23, FAP, TGFBI, PTGER2, IGF2,

+ + +
CTHRC1'LRRC15'CXCL2 COKNLA
B B THY, POSTN, NOTCH3, DIO2, SULF1, PDGRFB, ACTA2,
MMPTITWNTSA TAGLN, TPM1, ASPN, TGFBI, COL1A2, COLI5A1
NPNT* WNT2, FGFR4. BMP5, APOE, FRZB
PII6'LEPR" DCN, RSPO3, C3, C7, sglilsz?s, SFRP2, SFRP4, CPE,
PLIN2'CXCL14" RARRESI, TGFBR2, CXCL12
WNT4 WTI1, TGFBIL KRTS, KRT18, HASI
CCL21* CCL19, HLA-DRBS, HLA-DQA1, CXCL9, CXCL13

* Genska imena predstavljaju HGNC (The HUGO Gene Nomenclature Committee) simbole.

Rje¢nik simbola dostupan je na www.genecards.org (GeneCards: The Human Gene Database,

v5.14, 03. 01. 2023, Weizmann Institute of Sciences, Rehovot, Izrael).
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Slika 5. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija genskih potpisa karcinomskih fibroblasta (CAF).

Okomita vrpca kodira intenzitet izrazaja. Biljezi upalnih (iCAF), matrisomskih (mCAF),
antigen-predo¢nih (apCAF), pericitnih (pCAF) i protumorskih (tp, tumor-promoting CAF)
preuzeti su iz (48). Biljezi ranih CAF dostupni su u (50). Svaka tocka odgovara jednoj stanici.

Tablica 2. Zastupljenost pojedinth klasa karcinomskih fibroblasta (CAF) u
nemikrocelularnom karcinomu plu¢a (NSCLC) 1 duktalnom adenokarcinomu gusterace

(PDAC, N = broj stanica).

. NSCLC PDAC
CAF, skupina N % N % Ukupno
CTHRC1'LRRCI15°CXCL2" 191 10,6 1614 89.4 1805
MMPI11"WNT35A" 800 77,4 234 22,6 1034
NPNT* 478 99.4 3 0,6 481
PI16'LEPR" 311 99,7 1 0,3 312
PLIN2"CXCL14"* 155 100 0 0 155
WNT4" 86 100 0 0 86
CCL21" 34 100 0 0 34
Ukupno, sve skupine 2055 52,6 1852 474 3907
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5.2. Genski izrazaj DIO2 u CAF

Genski izrazaj DIO2 zabiljeZen je u 358 stanica (~ 9 % svih CAF). U cjelini, 87 % svih
DIO2"™" CAF pripada NSCLC (313 od ukupno 358 stanica, Tablica 3). Izrazaj DIO2 obiljezZje
je prvenstveno dijela MMP11"WNTS5A™ miofibroblasta (logFC = 1,28, q = 1,10 x 10°°, Slika
3 —4) iz NSCLC, uz nekolicinu DIO2" stanica prisutnih u PI16'LEPR" i CTHRC1'LRRC15"
populaciji, takoder u NSCLC. U PDAC, vidljiv je vrlo sporadian genski izrazaj DIO2 u
MMPI11"WNT5A" i CTHRCI'LRRCI15" populaciji CAF (Tablica 3). Izrazaj drugih

dejodinaza nije zabiljezen.

Tablica 3. Apsolutne i relativne frekvencije DIO2™" stanica (genski izrazaj) u pojedinim

klasama karcinomskih fibroblasta (CAF).

CAF, skupina Tkivo Nbio2+/Nuk %
CTHRCI'LRRCI15"CXCL2* I\}I)]S) &CC 3235/ /1 169114 1 ?i 1
MMPI11"WNT5A" 1\? ;) (IjALCC 21321//2 83040 258’,19
NPNT” IE?&CC 16%378 3(,)3
PI16'LEPR" IE;DCAL% 35?//3111 13,2
PLIN2*CXCL14* ﬁ?&% 1?1/25 0.6
W S TR T —
CCL21* ﬁ?&% 2(;/304 59

DIO2 dejodinaza tip 2, nemikrocelularni karcinom plu¢a = NSCLC, duktalni adenokarcinom

gusterace = PDAC, N = broj stanica. Konzervativni prag, > 2 o€itanja/stanici.

U sljede¢em koraku, genski kontekst koji okruzuje izrazaj DIO2 u CAF istrazen je
korelacijskom analizom. Na taj nacin, definiran je skup funkcionalno koordiniranih gena ¢iji
izrazaj slijedi sli¢an obrazac kao i DIO2 (DIO2 modul, prvih 100 gena). Obzirom na maleni
broj DIO2™" stanica u ostalim klasama CAF, korelacijska analiza fokusirana je na izrazaj

DIO2 u MMP11"WNT5A" populaciji (Slika 6).
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Slika 6. Dejodinaza tip 2 (DIO2), korelirani prijepisi (normalizirani izrazaj glasnicke RNK, 1
034 stanica, MMP11"WNT5A" populacija karcinomskih fibroblasta).

Redoslijed gena (padajuci popis) odgovara korelacijskom rangu (Pearson r € {0,226, 0,428},
nominalni P € {2,2 x 10" %, 1,7 x 103}, Bonferroni P € {3,7 x 10%, 29 x 10°}).
Funkcionalni moduli oznaceni su razli¢itim bojama. Rje¢nik genskih simbola dostupan je na
www.genecards.org (GeneCards: The Human Gene Database, v5.14, 03. 01. 2023, Weizmann

Institute of Sciences, Rehovot, Izrael).

U ilustrativne svrhe, izabrani primjeri parnih korelacija replicirani su u Slici 7 koriste¢i
podatke cjelogenomskog sekvenciranja tkivhe RNK iz TCGA projekta, i to za dvije
dominantne histoloske kategorije NSCLC: planocelularni karcinom i adenokarcinom pluca.
Time je potvrdena robusnost, reproducibilnost i bioloSko podrijetlo vode¢ih korelacija iz Slike

6.
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Slika 7. Parne usporedbe izraZaja gena u planocelularnom karcinomu pluéa (LUSC) i
adenokarcinomu plu¢a (LUAD, N = broj neovisnih uzoraka, The Cancer Genome Atlas
Program).

Izbor LUSC i LUAD motiviran je dominantnim prisustvom DIO2"" CAF i MMP11"WNTS5A"
CAF u nemikrocelularnom karcinomu pluca. Parcijalni korelacijski koeficijenti (partial.cor)
nakon prilagodbe za tumorsku Cisto¢u (Tumor Immune Estimation Resource,
https://cistrome.shinyapps.io/timer). Dijagrami rasprSenja s linijama trenda (plavo) koje su
izgladene pomo¢u LOESS metode (Local Regression Smoothing) 1 95 % intervalima
pouzdanosti (osjencane vrpce). Rjecnik genskih simbola dostupan je na www.genecards.org
(GeneCards: The Human Gene Database, v5.14, 03. 01. 2023, Weizmann Institute of

Sciences, Rehovot, Izrael). Genski izrazaj normaliziran je na TPM (transcript-per-million).
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5.3. Analiza bioloskih puteva u DIO2 modulu

U bioloskoj analizi dominira funkcionalna plasticnost DIO2™ MMPI11"WNT5A" CAF.
DIO2™" frakcija MMPI11"WNTS5A" CAF nosi obiljeZja muralnih (ANPEP, CHN1, FARPI,
AXL) miofibroblasta (NKD2, FOXP1, PRDMI, STAT2, WNT5A, STEAP2). U
funkcionalnom smislu, genski izrazaj DIO2 u ovim stanicama najdosljednije koincidira s
katabolickim fenotipom (FC = 30,4, q = 7,2 x 10, GO), &ije je obiljeZje prisustvo Sirokog
spektra autokatalitickih endopeptidaza iz klase kolagenaza (MMP1, MMP3) i stromelizina
(MMP3, MMP11), koje zajednicki posreduju razgradnju izvanstanicnog matriksa, citokina
(TGFB:HTRA3, pro-IL13:MMP3) i ¢imbenika iz puta koagulacije (MMP3, MMP11, PLAU,
FC = 10, q = 0,00028, Hallmark). U kontekstu pregradnje matrisoma, osobito se izdvaja
izrazaj ANTXRI1, transmembranskog antraks-toksin receptora koji posreduje endocitozu
kolagena tipa I u stromalnim stanicama, i izrazaj PEPD, prolidaze koja katalizira zavr$ni
korak u degradaciji kolagena u prolin. U ovoj skupini nalaze se i druge molekule ukljuc¢ene u
gradu i funkciju litickih vakuola, odnosno lizosoma (ukupno 13 gena, FC = 3,46, q = 0,0026,
GO; GRN, VCAN, CTSA, DNAJC3, MMD, ITM2C, LUM, CTSK, ATP6VODI1, DTX3L,
ANPEP, IF130). Drugo istaknuto obiljezje ovih stanica jesu prijepisi gena upalnog odgovora
(q = 4,61 x 10""7, Hallmark), tipi¢ni za izlaganje interferonu-y (11 gena, q = 6,8 x 107!,
Hallmark), a slijede ih parakrini modulatori (WNT5A, prototipski profibrogeni ¢imbenik
TGFB1). Medu prvima, izdvaja se izrazaj dva transkripcijska ¢cimbenika, IRF9 1 STAT2, koji
zajedno sa STAT1 formiraju trimerni ISGF3 kompleks koji kontrolira izraZaj interferonskih
meta (izrazaj STAT1 prisutan je u WNT5A"MMP11" CAF, ali ne korelira s DIO2, Slika 8). U
istu skupinu pripadaju i SERPINGI, C1R, IF130, PARP14, BPGM, TNFAIP6, TAPBP, HLA-
B i SECTMI.
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Slika 8. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija, transkripcijski regulatori (STAT1, STAT2, IRF9) i efektori interferonskog
odgovora (IF130).

Medu parakrinim modulatorima, izdvaja se genski izrazaj SLC16A3, laktat-proton simportera
koji zakiseljava izvanstani¢ni mikrookoli§ u glikolitickim tkivima, i izrazaj ENTPDI,
ektonukleotidaze koja katalizira ograni¢avajuc¢i korak u konverziji izvanstani¢nog adenozin-
trifosfata u njegov imunosupresivni katabolit, adenozin. Tu su i WNT5A, regulator epitelno-
mezenhimske tranzicije 1 mati¢nosti stanica raka, TGFBI1, 1 DIO2, koja posreduje lokalnu
konverziju T4 u T3. Regulatori osmotskog (SLC5A3, Na'/inozitol transporter) i hipoksijskog
stresa (SLC16A3, EPAS1/HIF-2a) takoder su visoko rangirani u listi koreliranih prijepisa
(Slika 6). Na sustavnoj razini, razvidna je snazna zastupljenost brojnih komponenti DIO2
modula u transkripcijskoj arhitekturi invazivnih, uznapredovalih tumora (Tablica 4). U skladu
s tim, perturbacije niza spomenutih prijepisa povezane su s dezmoplazijom (WNTS5A),
fibroupalnim odgovorom (ANTXR1) i diseminacijskim potencijalom epitelnih neoplazmi

(MMP11, PMEPA1, NTM, SLC16A3) (10, 22, 23).
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Tablica 4. Kemijske 1 genetske perturbacije (Chemical and Genetic Perturbations, CGP,
Human MSigDB Collections) za skup DIO2" koreliranih gena iz Slike 6.

Genski skup (izvorni naziv, [CGP

broj]) Opis N q
Pojacano izrazeni geni u
SCHUETZ BREAST CANCER invazivnom duktalnom
_DUCTAL INVASIVE VE UP karcinomu dojke u usporedbis 24 8,68 x 10%
[352] neinvazivnim (in situ)

duktalnim karcinomom

VECCHI _GASTRIC CANCER Razlikovno (pojacano) izrazeni
ADVANCED VS EARLARLY UP  geni izmedu dva podtipa raka 13 2,16x 107

[177] zeluca (uznapredovali vs. rani)
ANASTASSIOU MULTICANCER Biljezi invazivnosti, kao
INVASIVENESS SIGNATURE rezultat interakcije stanicaraka 10 2,16 x 10713
[64] s mikrookoliSem

DIO2 dejodinaza tip 2, N broj gena, q stopa lazno pozitivnih
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Maligne stanice rutinski kooptiraju reaktivne stromalne elemente iz svog neposrednog
susjedstva, s kojima potom uspostavljaju metabolicku, imunolosku i strukturnu suradnju.
Medu njima, vazno mjesto zauzimaju CAF, heterogena skupina stanica ¢ija funkcionalna
akvizicija omogucuje malignim stanicama aktivno upravljanje mikro- i makro- okolisem.
Jedna od funkcija fibroblasta je i upravljanje lokalnim metabolizmom hormona S$titnjace u
specijaliziranim niSama, poglavito kroz stromalni izrazaj DIO2 koja kontrolira konverziju T4
u T3. Sudbina ovog procesa tijekom konverzije fibroblasta u CAF slabo je poznata i
uglavnom neistrazena.

Koristeci jednostani¢nu RNK > 3 900 fibroblasta iz dvije ¢este neoplazme (NSCLC i PDAC),
identificirali smo robusnu, asimetricnu ekspresiju DIO2 u jednoj od ukupno sedam
subpopulacija CAF, s jasnom prevagom izrazaja u NSCLC. Izrazaj DIO2 uglavnom je
pronaden u jednoj (MMPI11"WNT5A") od dvije matrisomske populacije CAF, uz sporadi¢an
ili zanemariv izrazaj u aktiviranim CTHRCI1" CAF, PI16'DCN" pan-fibroblastima,
mezotelnim stanicama, lipofibroblastima i proupalnim CAF. Kolektivno, rezultat podupire
koegzistenciju razliCitih, funkcionalno specijaliziranih CAF u NSCLC 1 PDAC, potvrdujuci
izrazitu stromalnu heterogenost unutar i izmedu razli¢itih tumora. Jedan od aspekata ove
heterogenosti je 1 izrazaj DIO2, s potencijalno Sirokim implikacijama na tumorsku biologiju.
U uzem smislu, MMP11"WNT5A" CAF pripadaju skupini miofibroblasta s biljezima
adventicijskog sijela. Dio ovih stanica, poglavito u NSCLC, odlikuje se snaZznim izraZajem
DIO2 (ali ne i drugih dejodinaza), Sto potvrduje i rezultat ortogonalne validacije RNA-seq
analizom 1 016 uzoraka NSCLC iz TCGA atlasa. Kataboli¢ki fenotip, osobito razgradnja
kolagena s endocitozom 1 lizosomskom proteolizom kolagenskih fragmenata, vodece je
funkcijsko obiljezje ovih stanica, a slijedi ga izrazaj morfogena (WNTS5A) 1 prijepisa
povezanih s tumorskom invazijom, epitelno-mezenhimskom tranzicijom (TFGp) i
prilagodbom na hipoksijski i osmotski stres. Nadalje, DIO2" CAF izrazito su bogati
prijepisima gena interferonskog odgovora, u koje potencijalno treba svrstati i DIO2. Naime,
robusna indukcija DIO2 opisana je u sinovijalnim fibroblastima nakon izlaganja interferonu-y
1 interleukinu-1p (59), a isto vrijedi za jo§ 31 transkript snaZzno povezan s DIO2 ekspresijom u
MMPI11"WNT5A" CAF (npr. HIF-20, SLC16A3, MMP3, PRDM1, SLC5A3). Takav rezultat
upucuje na mogucu ulogu upalnog remodeliranja u izrazaju DIO2, a podupire ga i slicna

pojava DIO2 u reaktivnim MMP11"TGFB1" fibroblastima u jo§ jednom kroni¢nom upalnom
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stanju, idiopatskoj plu¢noj fibrozi (60). Potpuni slijed zbivanja nije jasan, ali zajednicki,
rezultat konzistentno ukazuje na izrazito konzerviran i reguliran proces koji izrazaj DIO2
smjesta u aberantni plu¢ni mezenhim izloZen dugotrajnoj ozljedi i kroni¢noj upali (61).

Osim fokusa na dvije neoplazme i skromnog broja stanica, ovo istrazivanje ima nekih
ograni¢enja koje svakako treba spomenuti. Prvenstveno, podrijetlo DIO2" CAF ostaje
nepoznato, stoga nije posve jasno je li izrazaj DIO2 u CAF naslijede iz ishodi$nih fibroblasta
ili doista svojstvo steeno tijekom tranzicije u aberantni mezenhim. Primjerice, u zdravim
plu¢ima odraslog covjeka, koja sadrze najmanje 58 razliCitih vrsta stanica, DIO2 nalazimo
uglavnom u peribronhalnim (DCN"COL1A2"COL15A1") fibroblastima (62), no veza izmedu
ove dvije populacije nejasna je, ako uopce postoji.

Nadalje, je li prisustvo glasnicke DIO2 RNK uistinu znak aktivne translacije u DIO2 protein i
je i izrazaj DIO2 proteina povezan s aktivnom konverzijom T4 u T3? Kamo odlazi
novonastali T3: u susjedne stanice ili jezgru CAF? Koje stanice ¢ine neposredno susjedstvo
MMP11*WNT5A" CAF? U prvom slu¢aju, prisustvo i funkcijska relevantnost DIO2 proteina
u stromi tumora ve¢ je ranije demonstrirana (36). Takoder, potvrden je i sluznicki, odnosno
stromalni izrazaj T3 receptora (TRa) u tumorskom mikrookoliSu (63), zatvarajuéi signalni
krug. U drugom sluc¢aju, DIO2 doista je poznat kao kratkozivuéi protein, no ubikvitinacija
DIO2 (koja upravlja degradacijom 1 poluzivotom DIO2 proteina) paradoksno ovisi o
prethodnoj enzimskoj konverziji T4 u T3 1 ne pogada kataliticki neiskusni DIO2 dimer (24,
64). Na ovom stupnju, takoder nije iskljucena ni nepoznata, nekanonicka funkcija DIO2 izvan
T3 homeostaze. Prostorna transkriptomika, imunohistokemija i funkcijske studije bit ¢e nuzne
za jasan odgovor na postavljena pitanja. U ostalim detaljima, treba skrenuti paznju da
relativno oskudan broj DIO2" CAF u PDAC ne iskljucuje njihovo prisustvo. Za definitivni
sud potreban je veci broj stanica iz viSe ljudskih neoplazmi, §to ¢e omoguditi 1 finiji uvid u
razliCita stani¢na stanja i njihovu kromatinsku arhitekturu. U konacnici, ostaje nejasno u kojoj
je mjeri izrazaj DIO2 proSiren medu CAF u drugim neoplazmama, Sto ¢e svakako biti
predmet buducih istrazivanja.

U meduvremenu, prikazani rezultati nude preliminarni uvid u identitet DIO2" CAF,
oslikavaju¢i gene, putove i programe koji karakteriziraju DIO2" stromu u pluénoj nisi.
Pripadni jednostani¢ni atlas genskog izraZzaja doprinos je raspravi o jednom specificnom
aspektu biologije CAF, koji ilustrira perspektive i otvorena pitanja na sjeciStu endokrinologije

1 tumorske biologije.
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

X/
°e

Tumorska stroma u nemikrocelularnom karcinomu pluéa i duktalnom adenokarcinomu
gusterace sadrzi razlicite vrste karcinomskih fibroblasta, ¢iji broj i sastav variraju
izmedu dvije neoplazme.

Genski izrazaj DIO2 wuglavhom je zapazen u NSCLC, i to poglavito u
MMPI11"WNT5A" populaciji CAF.

MMPI11"DIO2"WNT5A" CAF odlikuju se katabolickim fenotipom, biljezima
muralnih stanica i prijepisima gena interferonskog odgovora.

Genski izrazaj dejodinaze tipa 2 povezan je s transkripcijskim znacajkama invazivnih i

uznapredovalih tumora.
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Cilj istrazivanja: Dejodinaza tipa 2 (DIO2) posreduje lokalnu konverziju tiroksina u
trijodtironin u stromalnom odjeljku, ali aktivnost DIO2 u tumorskoj stromi nije poznata. U tu
svrhu, ispitali smo genski izrazaj DIO2 u karcinomskim fibroblastima (CAF) na

jednostanicnoj rezoluciji.

Nacrt studije: Jednostani¢ni transkriptomski atlas.

Materijali i metode: Konstruirali smo stani¢ni atlas CAF visoke rezolucije koriste¢i javno
dostupne podatke sekvenciranja jednostani¢ne RNK za dva tumora, duktalni adenokarcinom
guSterate 1 nemikrocelularni karcinom pluéa (NSCLC, Seurat v4 protokol, Harmony
algoritam). Nakon identifikacije razlikovno izrazenih gena (Wilcoxonov test), provedena je
ko-ekspresijska analiza 1 analiza obogacéenih putova (Broad Molecular Signatures Database

v7.51).

Rezultati: Ukupno je profilirano 3 900 visokokvalitetnih stanica, medu kojima je
identificirano 7 vrlo razliCitih vrsta CAF. Ekspresija DIO2 uglavnom je ograni¢ena na
WNTSA™MMPI11" CAF u NSCLC, ¢ije su glavno obiljezje katabolicki fenotip, biljezi
muralnih stanica 1 izrazaj gena interferonskog odgovora. Nadalje, rastu¢i izrazaj DIO2 u
WNT5A™MMPI1" CAF snazno je povezan s transkripcijskim znaGajkama invazivnih i

uznapredovalih tumora.
Zakljuéak: Rezultati nude kratki uvid u biologiju DIO2" CAF, pruzaju¢i putokaz za
razumijevanje stanicnih 1 meduorganskih razlika u aktivnosti DIO2 unutar tumorskog okruzja.

Neovisna potvrda komplementarnim tehnikama nuzna je za validaciju preliminarnih rezultata.

Kljucne rijeci: duktalni karcinom gusterace; jednostani¢na analiza; karcinomski fibroblasti;

neoplazme pluca; 5'-dejodinaza tip 2; profiliranje genskog izrazaja; racunalna biologija; RNK
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Type 2 deiodinase gene expression in cancer-associated fibroblasts at single-cell

resolution

Objectives: Type 2 deiodinase boosts local conversion of thyroxine to triiodothyronine in
stromal compartment, but the activity of DIO2 in tumor-associated stroma remains unknown.
To this purpose, we examined the gene expression of DIO2 in cancer-associated fibroblasts at

single-cell resolution.

Study design: Single-cell transcriptomic atlas.

Material and methods: We constructed a high-resolution cellular atlas of CAFs using
publicly available single-cell RNA sequencing data for two tumors, pancreatic ductal
adenocarcinoma and non-small cell lung cancer (NSCLC Seurat v4 pipeline, Harmony
algorithm). The Wilcoxon test was used to identify differentially expressed genes, followed by
pathway enrichment profiling (Broad Molecular Signatures Database v7.51) and co-

expression analysis.

Results: In total, 3 900 high-quality cells were profiled, identifying 7 highly diverse CAF
types. DIO2 expression was restricted mostly to WNT5A"MMP11* CAFs from NSCLC,
which were characterized by a catabolic phenotype, mural cell markers, and expression of
interferon response genes. In addition, increased DIO2 gene expression in WNT5A™MMP11"

CAFs was robustly associated with transcriptional markers of invasive and advanced tumors.

Conclusion: The results offer a glimpse into the biology of DIO2" CAFs, providing a
roadmap for understanding cell-type and organ-specific differences in DIO2 activity across
the tumor environment. Independent confirmation by complementary techniques is necessary

to validate the preliminary results.

Key words: Cancer-Associated Fibroblasts; Carcinoma, Pancreatic Ductal; Computational
Biology; Gene Expression Profiling; Lung Neoplasms; RNA; Single-Cell Analysis; type II 5'-

deiodinase
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