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1 Uvod

Dosavadni vysledky nasSi laboratofe, stran pouziti agonistt TLR receptori v
kombinaci s ligandy fagocytarnich receptort v 1é¢bé maligniho melanomu, nejen potvrzuji
ulohu agonistil TLR receptorit v nadorové terapii, ale zaroven i poukazuji na synergii jejich
pouziti v kombinaci pravé s ligandy fagocytarnich receptort (Vachelli a kol., 2012; Janotova
a kol., 2014).

Cilem prace n€kolika poslednich mésicii bylo nalézt vhodnou nahradu za doposud
pouzivany Lipopolysacharid (LPS), jehoz aplikace u lidi je, z divodl vyvolani septického
Soku, vyloucena (Ziegler a kol, 1991) a také ur¢it mechanismy plisobeni neutrofili na
nadorové buiiky, jelikoz béhem prvnich 48 hodin po aplikaci terapeutickych latek byl
zaznamenan mohutny granulocytarni infiltrdt spojeny s rozsadhlou nekrotizaci nédoru
(Kovarova, 2013; Svackova, 2013; Divoka, 2014).

Terapeutickému vyuziti smési kotveného f-MLF v kombinaci s LPS se ve svych
pracich vénovaly Cunatova (2012), Caisova (2013) a Vacova (2013). Tato bakalaiska prace
se vénuje problematice ulohy neutrofilt v nadoru po i.t. aplikaci smési f-MLFKK-BAM s
LPS.

1.1 N&dorové bujeni

Bunééné proliferace je esencidlni pro embryogenezi, riist organismu 1 spravnou
funkci nékterych tkani dospélého organismu, problémem je proliferace nekontrolovana,
ktera nésledné vyusti v rakovinu. Rakovina je heterogenni skupinou onemocnéni, pro ktera
je spolecnym rysem nekontrolovany riist a Sifeni nadorovych bunék v organismu. Nadorové
transformaci builky pfedchazi sled mutaci vedoucich k takové modifikaci genomu, jejimz
vysledkem je neoplasticka burika a nédsledna klonalni proliferace takové buniky je pocatkem

nadoru. (Weinberg, 1989)

1.1.1 Pri¢iny vzniku nadorového bujeni

Kli¢ové pro vznik nadorového bujeni jsou mutace tzv. protoonkogenti (Noguchi a

kol., 1990; Lu a kol., 2005) a tumorsupresorovych gent (Harvey a kol., 1995), jejichz
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produkty se uplatiiuji v pribéhu bunécného cyklu, bunééné proliferace a diferenciace. Mezi
protoonkogeny fadime napfi. geny pro rustové faktory (napf. VEGF) a jejich receptory a
geny kodujici transkripéni faktory (napf. myc). Mutaci protoonkogenu vznika onkogen,
jehoz produkt ma pozitivni vliv na pribéh nddorového bujeni. Tumorsupresorové geny
(antionkogeny) koduji proteiny majici na bunéény cyklus tlumici ucinek (napt. Rb, p53),
jsou schopné pozastavit pribeh bunécného cyklu a dat tak prostor pro reparaci poskozené
DNA, popf. iniciuji apoptozu. (Weinberg, 1989) Mutace tumorsupresorovych gentit mohou
take souviset s resistenci nddoru k podavane 1é¢bé (Wattel a kol., 1994).

Kancerogeny jsou mutageny vyvolavajici pravé takové mutace, které vedou Kk
nadorovému bujeni. UV a ionizujici zafeni DNA poskozuji pfimo, ale i nepiimo tvorbou
kyslikovych radikal. Z chemickych latek poskozujicich DNA mtzeme kromé kyslikovych
radikal jmenovat napf. formaldehyd, EMS (etyl metansulfonat), aflatoxin B ad. (Popescu a
kol., 1986).

Vyznamnym faktorem pro vznik rakoviny je chronicky zanét (Lowenfels a kol.,
1993; Bernstein a kol., 2001). Dlouhodob4 iritace tkan¢ v dasledku zanétu a jeji neustéld
obnova zvysuji pravdépodobnost vzniku mutaci. Podil na vzniku urcitych typii rakoviny
maji i nékteré hormony. Znamy je vztah estrogenti a rakoviny prsu (Chlebowski a kol.,
2003). Jsou znamy i onkogenni viry, napi. HCV (hepatitis C virus), HBV (hepatitis B virus)
zpusobujici hepatocelularni karcinom (Donato a kol., 2002) a HPV (human papilloma virus)
zpusobuyjici cervikalni karcinom (Clifford a kol., 2003).

Snadno dosazitelnou prevenci vzniku rakoviny je zdravy Zivotni styl, diky kterému se
¢lovék vyvaruje vystaveni mnoha kancerogenim (latky obsazené v cigaretovém koufi,

alkohol, nitrosaminy) a zaroven posili svoji obranyschopnost (Danaei a kol., 2005).

1.1.2 Biologické vlastnosti nadora

Na zakladné biologickych vlastnosti rozliSujeme nadory benigni a nddory maligni.
Benigni nddory byvaji ohrani¢ené od okoli, spiSe pravidelného kulovitého ¢i ovoidniho
tvaru. Rostou relativné pomalu a expanzivné, tj. okolni tkan vytlacuji. Tlak na okolni tkan
ovSem miiZze zpusobovat bolest a krvaceni. Nekteré benigni nadory (napt. stievni polypy,
pigmentové névy) byvaji predstupném nadort malignich. Maligni nddory je Casto té¢zké v
celém rozsahu piesné odliSit od napadené tkané, nejsou tedy ostie ohrani¢ené a rostou

invazivné, okolni tkani pronikaji (Coman, 1946). Jejich rtst je rychly a dochazi k



metastazovani, nékteré z nadorovych bunék jsou schopné se Sifit krevni ¢i lymfatickou
cestou a jinde v téle zalozit nova, sekundarni nadorova loziska, metastdzy (Greene a Harvey,
1964).

1.1.3 Maligni melanom

Pigment melanin, vytvateny v kuzi, je dilezitou ochrannou bunék proti UV zafeni
tim, ze toto zafeni pohlcuje. Za tvorbu melaninu jsou zodpovédné melanocyty vyskytujici se
v bazdlni vrstvé pokozky. Vybézky melanocytl slouzi jako propojeni s keratinocyty, do
kterych je melanin, nahromadény v melanosomech, transportovan. Melanocyt a s nim
propojené keratinocyty tvoii tzv. melaninovou jednotku. Melanocyty maji ptivod v buiikach
neuralni trubice a kromé kiize a vlasovych folikull se také vyskytuji v zZivnatce oka, vnitinim
uchu a mékkych plenach mozkovych (Yaar a Gilchrest, 1991; Bessou-Touya a kol., 1998).

Klicovym enzymem pro tvorbu melaninu je tyrozindza (tyrozinhydroxylaza)
uplatiiujici se v prvnich dvou krocich syntézy, kdy dochazi nejprve k preméné tyrozinu na
DOPA (dihydroxyfenylalanin) a jeho nasledné oxidaci na DOPA-chinon. Poté se proces
biosyntézy melaninu rozdéluje a po sledu nékolika dalSich reakci vznikaji eumelaniny,
feomelaniny a trichromy, 3 typy melaninu vyskytujici se v lidské kizi (Hearing a Ekel,
1976).

Odlisna barva kiize mezi lidskymi rasami vychazi s odliSného mnozstvi, velikosti a
tvaru melanosomii v keratinocytech. Mnozstvi melanocytli se mezi jednotlivymi rasami
zasadné nelisi (Bessou-Touya a kol., 1998).

Neoplastickou transformaci a proliferaci melanocyta v kiizi vznika maligni melanom,
velmi agresivni forma rakoviny s ¢astym metastazovanim uz v pocatcich nadorového ristu.
Incidence maligniho melanomu stabilné vzriistd. Vyskyt se mezi zenami a muZzi vyrazné
nelisi, ale v rdmci rasového rozliSeni postihuje predevsim bélochy. Nejvice zasazeni jsou
obyvatelé Australie, poté nasleduji Stiedni Evropa a Severni Amerika (Rigel a Carruci,
2000).

NejvyznamnéjSim rizikovym faktorem vedoucim ke vzniku maligniho melanomu je
UV zafeni. Nebezpec¢i predstavuje Casté, intenzivni spéaleni kiize od slunce pfedevS§im u
jedinct fototypu I, pro ty je charakteristickd svétla plet’ (Casto s pihami), svétlé blond ¢i
rezavé vlasy, modré nebo zelené oci, tito lidé se na slunci vzdy spali. Mezi rizikové faktory

vzniku maligniho melanomu patii také genetické predispozice. Dédi¢na muiize byt snizena



odolnost kiize vaci vnéjsim vlivim a castéjsi vyskyt dysplastickych névu (Garbe a kol.,
1994). S malignim melanomem jsou také spojeny mutace chromozomu 9, delece mista
kodujiciho vyznamné regulacéni proteiny bunééného cyklu (Puig a kol., 1995) a dale napf.
BRAF mutace (Patton a kol., 2005). Zvysené riziko pro vznik melanomu také predstavuje
imunosuprese (imunosupresiva, chronické onemocnéni).

Pii klinickém vySetieni se l1ékat tidi tzv. ABCDE pravidly (Asymmetry, Border,
Colour, Diameter, Elevation), hlubsi vySetfeni poskytuje dermatoskopie, umoznujici
detailn€jsi pohled nejen na povrch podezielé 1éze, ale 1 do jejich hlubsich vrstev. Konecna
diagnéza je stanovovana histopatologickym vySetfenim spojenym s imunohistochemii,
pricemz se preferuje totalni excize 1éze pied pouze CasteCnou biopsii, kdy se zvySuje riziko
nezadouciho uvolnéni malignich bun¢k do krevniho ¢i lymfatického ob&hu. Byva také
provadéno vysetteni spadové uzliny (Rigel a kol., 2000).

Jsou rozliSovany Ctyfi typy maligniho melanomu, které se 1isi typickymi oblastmi
vyskytu, charakterem a rychlosti rustu, zbarvenim, progn6zou ad. (McGovern a kol., 1973).
Progndzu obecné ovlivituje plocha a hloubka primérniho nadoru a také ulcerace, v ptipadé
vyskytu metastdz jejich ndlez v regionalnich uzlinach ¢i vzdalena sekundarni loziska (Balch
a kol., 2009).

Prvnim krokem 1écby je excize primarniho nadoru vcetné ochranného lemu
(uréovany individudlné podle tloustky naddoru), popt. i odstranéni spadové nebo regionalnich
uzlin (Rigel a kol., 2000). Po chirurgickém zékroku nésleduje u rozvinutych forem
melanomu adjuvantni 1é¢ba. Uspéchy zaznamenava 1é¢ba interferonem-a2b, s ni spojené
nezadouci ucinky jsou napf. Gnava, cytopenie a zvySeni jaternich enzymu (Kirkwood a kol.,

2001).

1.1.3.1 Melanom B16-F10

Ctyfi bun&ené linie mysiho melanomu B16, a to FO, F1, F10 a BL6 byly ziskany ze
syngenniho mysSiho kmene CS57BL/6. Tyto bun&tné linie se liS§i pfedev§im schopnosti
metastazovat, kdy linie FO a F1 maji nizky potencial metastazovat, zatimco linie F10 a BL/6
Jsou oznacovany jako silné metastazujici. Melanom B16-F10 je dnes hojné vyuzivan pro

studium a vyvoj ruznych typi nadorové terapie (Taniguchi a kol.,1986; Smyth a kol., 2000).



1.2 Nadorova terapie

Zasadnim cilem pii vyvoji a zdokonalovani jakéhokoli typu naddorové terapie je co
nejvetsi zacileni na nador s co nejvyssi ucinnosti jeho odstranéni a vyléceni pacienta a
zaroven co nejmensi zdsah zdravé tkan¢ a minimalizace vedlejSich ucinki.

Riizné typy naddorovych terapii byvaji ¢asto kombinovany.

1.2.1 Chirurgicky zdkrok

Pocatkem nadorové terapie je snaha tumor z téla chirurgicky odstranit. Problém
nastava v pripadé, ze je nador ptili§ velky nebo je pro chirurga tézko ptistupny. Dale je tfeba
nezapominat na mozné metastazy, proto byva po chirurgickém zakroku zafazena napf.
radioterapie ¢i chemoterapie, ty mohou byt také vyuzity pro zmenSeni nadoru pied

samotnym odstranénim. (Brada a kol., 1992)

1.2.2 Chemoterapie

Chemoterapie je zalozena na podavani (intravenozni, ordlni) cytotoxickych 1ékt
(cytostatik) pacientim s cilem nador zcela znilit, popf. alespont zmenSit a zmirnit symptomy
s nemoci spojené. Cilem téchto 1€kd jsou bunécné slozky nezbytné pro proliferaci, rist a
preziti bunky. Cytostatika Ize rozd¢€lit do skupin na zékladé jejich ptisobeni napt. alkylacni
latky (cyklofosfamid, mitomicin C), antimetabolity (merkaptopurin, fluorouracil), inhibitory
topoizomerazy (etoposid, aktinomycin D) ad. Uginné latky byvaji asto podavany
kombinovan¢, ¢imz se snizuje pravdépodobnost, Ze si nddorové bunky viici t€émto latkam

vyvinou resistenci (Nygren, 2001).

1.2.3 Radioterapie

Nésledkem rozvoje zobrazovacich technologii i techniky vyuzivané pro samotné
ozafovani dochazi k prudkému rozvoji radioterapie. Ta vyuzivda degradace DNA
rakovinnych bun¢k vysokymi davkami energie v dusledku ozafeni. Pivodni radioterapie

vyuziva ionizujici zafeni (proud fotont, elektronii neutrontl). Dnes existuje i tzv. hadronova



terapie vyuzivajici ozafeni protony nebo lehkymi ionty. Ozéfeni poSkozuje DNA bud’ piimo,
nebo nepiimo iniciaci tvorby volnych radikalti. Mezi moderni typy radioterapie patii napf.
FSRT (Fractionated Stereotactic Radiation Therapy) a IMRT (Intensity-modulated
Radiation Therapy), ty mohou byt kombinovany i s hadronovou terapii (napt. uhlikové
ionty) (Schulz-Ertner a kol., 2005; Baskar a kol., 2012).

1.2.4 Imunoterapie

Zakladni myslenkou imunoterapie je takova stimulace imunitniho systému organismu
postizeného nddorovym onemocnénim, aby byly efektorové slozky imunity schopné nador
eliminovat s naslednym kompletnim vylééenim.

Vyvoji imunoterapie nadorovych onemocnéni napoméaha hlubsi pronikédni do
mechanismi plisobeni bunéénych i humoralnich slozek vrozené i1 ziskané imunity. Pfirozena
reakce imunitniho systému organismu na neoplastické buiky v téle je dnes popisovana
hypotézou imunologického dohledu (Kim a kol., 2007).

Jednou ze slozek imunity vyuzivané v imunoterapii jsou dendritické bunky (DCs).
Radi se do skupiny antigen-prezentujicich bunék a pravé prezentaci antigenu CD8* T-
lymfocytum vedou ke vzniku CTL (cytotoxic T-lymphocytes), které nasledné infiltruji nador
a jsou schopné nadorové buriky rozpoznat a eliminovat. Z kultur monocyti ¢i CD34" HPCs
(hematopoetic progenitor cells) odebranych pacientovi jsou ve velkém mnoZstvi ziskavany
DCs, jez jsou nasledné inkubovany spole¢né s danym nadorovym antigenem. Kone¢nym
produktem je DCs vakcina, ktera je podana pacientovi (Banchereau a kol., 2001).

Vyvoj hybridomové technologie umoznil tvorbu monoklonélnich protilatek (MAbs)
proti specifickym antigentim v takovém mnozstvi, ze bylo mozné uvazovat jejich vyuziti v
Klinické praxi (Nadler a kol., 1980). Po aplikaci mySich MAbs vSak dochazelo v téle
pacienta k tvorbé protilatek proti podanym MAbs a ty byly rychle eliminovany. Pokroky v
molekularni biologii a genetickém inzZenyrstvi vedly k feSeni toho problému tvorbou
chimérickych, humanizovanych i lidskych MADbs. Rituximab, chiméricka MADbs proti CD20
markeru B-lymfocytl, je vyuzivan v 1é¢bé hematologickych malignit (napt. B-lymfomy,
NHL, B-CLL) (Coiffier a kol., 1998). Trastuzumab, humanizovana MAbs proti HER2
(human epidermal receptor 2), je vyuzivan v 1é¢bé karcinomu prsu (Slamon a kol., 2011).

Uplatnéni v imunoterapii nadorovych onemocnéni nalezly i cytokiny. Interleukin-2 je

aplikovan ptfevazné v 1é€bé maligniho melanomu a karcinomu ledvin, dal$im vyuzivanym



cytokinem je interferon-a. Podavani cytokinti je vSak spojeno s fadou nezadoucich ucinki
(Rosenberg a kol., 1989; Negrier a kol., 1998).

1.3 Imunitni systém

Imunitni systém se podili na udrZzovani homeostidzy organismu jeho schopnosti
rozpoznat a eliminovat cizoroda agens a poskozené, popf. jinak pozménéné bunky. Imunitu
rozdélujeme do dvou zakladnich slozek, imunitu vrozenou (nespecifickou) a ziskanou
(specifickou), pii¢emz jsou ob& tyto slozky vzajemné propojené mnoha riznymi
mechanismy, jako jsou cytokiny nebo rtizné bunééné receptory a spolupracuji (Cella a kol.,
1996; Pooley a kol., 2001; Akira a kol., 2006).

1.3.1 Nespecificka (vrozend) imunita

Vrozend imunita je prvni obrannou linii organismu proti patogenim. Mechanismy
obrany jsou anatomické a fyziologické bariéry, napt. kiize a mukoza, které nefunguji jen
jako pasivni bariéry, ale v reakci na poSkozeni produkuji antimikrobidlni polypeptidy
(AMPs), a to 1 v pfipad€ sterilniho poskozeni, jako prevenci pfed moznym zanesenim
infekce (Sarensen a kol., 2006).

Komplement, dalsi obranny mechanismus, 1ze popsat jako enzymatickou kaskadu
vedouci k eliminaci patogenu vytvofenim péri v jejich membrang, dojde tak k naruseni
osmotické rovnovahy a cytolyze (Ramm a kol., 1982). Nékteré slozky komplementu také
funguji jako opsoniny a usnadnuji tak fagocytozu.

Fagocytdza, pohlceni patogent (Brekke a kol., 2007), popt. apoptotickych bunék
(Mevorach a kol., 1998), je zajistovana tzv. profesionalnimi fagocyty, makrofagy a
mikrofagy (neutrofily).

Makrofagy funguji i jako antigen prezentujici buniky. Po zpracovani antigenu jej ve
spojeni s MHC molekulami prezentuji T-lymfocytim, coz vede k jejich aktivaci
(Kovacsovics-Bankowski a kol., 1993). Dalsimi antigen-prezentujicimi butikami jsou
dendritické buiky (Pooley a kol., 2001). V posledni dob¢ byly popsany schopnosti antigenni
prezentace i u neutrofilti (Abdallah a kol., 2011).



Efektorovou slozkou vrozené imunity jsou také lymfoidni NK (Natural Killer)
buniky, u nichz byla prokazana cytotoxicita vii¢i nadorovym a viry-infikovanym bunkam
(Trinchieri a Santoli, 1978).

Invadujici patogeny nebo poSkozeni tkan¢ vyvolaji zadnét, komplexni, regulovanou
reakci, kterd zacind aktivaci tkdnovych makrofagl a produkci cytokinli v misté podrazdéni,
nasleduje infiltrace aktivovanymi neutrofily a nakonec eventuelné dochazi k zapojeni slozek
ziskané imunity. Cely proces, vedouci k degradaci patogenu nebo obnoveni poSkozené tkané
a obnoveni homeostazy, by mél probéhnout co nejrychleji, bez vétsiho podrazdéni tkané
(Xing a kol., 1998; Barton, 2008).

1.3.1.1 PRRs (Pattern-Recognition Receptors)

Buiiky vrozené imunity nesou na svém povrchu PRRs (pattern-recognitionreceptors)
receptory rozpoznavajici tzv. PAMPs (pathogen-associatedmolecularpatterns) a DAMPs
(damage-associatedmolecularpatterns), coz nasledné vede k aktivaci imunitniho systému a
iniciaci odpovidajici imunitni reakce (Akira a kol., 2006). DAMPs jsou molekuly
uvoliiované nebo exprimované vlastnimi buitkami organismu jako reakce na jejich poSkozeni
(Foell a kol., 2007; Romero a kol., 2011; Ahrens a kol., 2012) naopak PAMPs jsou
komponenty mikrobialni, ¢asto vyznamné pro pieziti mikroorganismu a tudiz vysoce
konzervované (Akira a kol., 2006).

Déle uvadim pro piiklad nékolik typt PRRs s jejich stru¢nou charakteristikou.

1.3.1.1.1 Membranové PRRs

Toll-like receptory (TLRs)

Jejich nédzev je odvozen od Toll receptoru Drosophily, pomoci néhoz je vyvolana
imunitni odpovéd Drosophily na kvasinkové infekce (Lemaitre a kol., 1996). Na zaklad¢
studii lidského genomu bylo u ¢loveéka identifikovani 10 raznych TLRs, pfi¢emz urcité
receptory jsou exprimovany bufikami myeloidni i lymfoidni fady (Muzio a kol., 2000;
Hornung a kol., 2002).

TLRs jsou membranové glykoproteiny typu I, jejichz extracelularni a
cytoplasmatickad ¢ast jsou spojeny jednoduchou a-Sroubovici. Extracelularni cast,

rozpoznavajici patogenni struktury, je tvofena LRRs (leucine-richrepeats) doménou a ma
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charakteristickou strukturu "konské podkovy" (Bell a kol., 2005). Cytoplasmatickou cast
tvoii TIR (Toll/IL-1 receptor) doména, ktera tvoti také cytoplasmatickou ¢asti IL-1 receptoru
(Ohnishi a kol., 2009).

Jako prvni byl u ¢lovéka identifikovan TLR4, ktery je znam piedevsim jako receptor
pro lipopolysacharid (LPS) (Takeuchi a kol., 1999; Takeda a Akira, 2005), komponentu
buné&né stény gram-negativnich bakterii, ktery vyvoldvd masivni imunitni reakci, ktera

muze vést az k septickému Soku (Lamping a kol., 1998).

Manosovy receptor

Manosovy receptor je soucasti membrany makrofagi (Taylor a kol., 1992),
dendritickych bun¢k (Tan a kol., 1997) a nékterych endotelidlnich bunék (Magnusson a
Berg, 1989). Rozpoznava fadu patogenti vazbou glykoproteinii zakon¢enych manosovymi,
N-acetylglukosaminovymi a fukosovymi zbytky (Lennartz a kol., 1987).

Je ¢lenem rodiny C-lektinovych receptoru. Jde o transmembranovy glykoprotein typu
I. Jeho extracelularni ¢ast je tvofena nékolika doménami - CR doménou (cystein-rich
domain), FNII doménou (fibronectin type 1l repeats) a sekvenci osmi po sobé jdoucich Ca?*-
dependentnich (C-type) CRDs (carbohydrate-recognition domains) (Ezekowitz a kol.,
1990), z nichZ vyznam v rozpoznani patogenil, resp. vazebnou aktivitu pro glykoproteiny

maji CRD4 - 8 (Taylor a kol., 1992).

Dectin 1

Dectin 1, rozpoznavajici B-glukan, je zndm predevSim jako fagocytarni receptor
exprimovany makrofagy, byl ovSem pozorovan i u dendritickych bunék, neutrofilii a
nékterych splenocyti (Taylor a kol., 2002).

Jde o dalsi receptor fadici se mezi C-lektiny, transmembranovy protein typu Il, ktery
je tvofen tfemi doménami: extracelularni CRD doménou "stonkem" (stalk region) spojenou s
transmembranovou doménou a zakon¢eny ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
ITAM-like motif) doménou (Ariizumi a kol., 2000).

Formyl peptidové receptory (FPRS)

FPRs jsou exprimovany na povrchu fagocytii a jsou zapojené v procesu chemotaxe a
fagocytdzy. Tyto receptory se uplatiuji pfedevSim pii bakteridlnich infekcich, jelikoz
bakterie jsou zdrojem formyl-peptida (napi. fMLF; formyl-methionyl-leucyl phenylalanine),
které FPRs vazou (Schiffmann a kol., 1975;Fu a kol., 2006).
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FPRs patii do tfidy s G-proteinem spfazenych receptori (GPCR; G-protein coupled
receptors). Jejich extracelularni a cytoplasmatickd ¢ast jsou propojeny sedmi
p ] p J propojeny

transmembranovymi doménami (Quehenberger a kol., 1993).

Komplementovy receptor 3 (CR3)

CR3 je membranovy receptor makrofagt, neutrofilt a NK bunc¢k. Kromé toho, ze
funguje jako adhezivni molekula, tak rozpoznava fadu povrchovych patogennich molekul a
takto primovany (napft. B-glukany) po rozpoznani iC3b opsonizovanych cilovych bun¢k vede
u efektorovych bunék k iniciaci fagocytozy, resp. cytotoxické reakce (Xia a kol., 1999).

CR3 je heterodimer, tvotfeny podjednotkou o (CD11) a B2 (CD18), kde o podjednotka
obsahuje A doménu rozpoznavajici iC3b a B2 podjednotka LLD (lectin-like domain) doménu

rozpoznavajici p-glukan (Arnaout, 1990; Xia a kol., 1999).

1.3.1.1.2 Cytoplazmatické PRRs

NOD-like receptory (NLR)

Vazba ligandu u NLRs je zprostifedkovana LRRs (leucin-rich repeat) doménou stejné
jako u TLRs, nasleduje NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) doména a poté
efektorova doména, kterou podle typu NLR tvofi jedna nebo vice CARD domén (caspase
recruitment domain), BIR domén (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) nebo PYRIN
domén, které vazou signalni molekuly po aktivaci receptoru (Proell a kol., 2008).

Ptikladem NLRs mohou byt NOD1 a NOD2 rozpoznavajici peptidoglykany, NOD1
vaze meso-DAP (meso-diaminopimelic acid), jez je soucasti peptidoglykani pouze gram-
negativnich bakterii, NOD2 rozpoznava i bakterie gram-pozitivni (Girardin a kol., 2003).

1.3.1.1.3 Sekretované PRRs

Lektin vazajici mannan(MBL)
MBL se tadi mezi kolektiny, jez jsou soucasti rodiny C-lektind. Jako rozpustny PRRs
cirkuluje v krevnim ob¢&hu a je produkovan pievazné v jatrech (Wetering a kol., 2004).
Zéakladem struktury MBL jsou ¢étyfi domény - CR doména (cystein-rich domain),
kolagenni doména (collagen-like domain), a-helikalni doména (a-helical neck domain) a

CRD doména (Carbohydrate Recognition Domain) (Ezekowitz a kol., 1988).
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Pomoci CRD se MBL vaze na sacharidové struktury povrchu patogennich
mikroorganism, tato vazba mtize vést k aktivaci komplementu (Dahl a kol., 2001), ptipadné
vazany MBL funguje jako opsonin a podporuje tak fagocytézu daného patogenu (Bonar a
kol., 2005; Jack a kol., 2005).

C-reaktivni protein (CRP)

CRP patii do vysoce konzervované rodiny pentraxini, jde o pentamer tvofici
strukturu prstence. Je (stejné jako MBL) produkovan primarné hepatocyty a nasledné
uvoliiovan do krevniho fecisté. CRP je znam predevsim jako protein akutni faze. Jeho
ligandem je fosforylcholin, jez je soucasti struktury kapsularnich polysacharidi fady
mikroorganismi (Castell a kol., 1989; Thompson a kol., 1999). CRP jako opsonin stimuluje
fagocytozu (Bodmann-Smith a kol., 2002) a je rovnéz aktivatorem komplementu (Osmand a
kol., 1975).

1.3.1.2 Neutrofily

Neutrofily, také nazyvané (spolu s eosinofily a bazofily) polymorfonukleary podle
charakteristicky segmentovaného jadra, u lidi tvoii 50 az 70% vSech cirkulujicich leukocyti.
V cirkulaci ptezivaji zhruba 5 az 6 dnt. Z bunéénych slozek vrozené imunity se neutrofily
jako prvni objevuji v misté infekce ¢ poranéni, po aktivaci prezivaji fadové hodiny. Radi se
(spolu s eosinofily a bazofily) do skupiny granulocyta (Pillay a kol., 2010; Kolaczkowska a
Kubes, 2013).

Granula neutrofild 1ze rozdélit na zakladé jejich obsahu na primarni (azurofilni)
obsahujici prevazné myeloperoxiddzu (MPO), sekundarni (specificka) obsahujici laktoferin a
terciarni (Zelatinazova), pro kterd je charakteristickd zelatinaza (Bretz a Baggiolini, 1974,
Kjeldsen a kol., 1994). Dalsi zajimavou slozkou cytoplasmy neutrofilti jsou sekre¢ni vacky,
nekdy oznaCované jako c¢tvrty typ neutrofilnich granul, které jsou vyznamné, ne svym
obsahem, ale mnoZzstvim receptorii na membrané, které se uplatiiuji (po splynuti membrany
sekre¢nich vacki s cytoplasmatickou membranou buriky) v pribéhu pfesunu neutrofilli z
krevniho feciSté do mista zanctu. Fuze sekrec¢nich vacki s cytoplasmatickou membranou
neutrofilu je iniciovana selektiny, membranovymi glykoproteiny endotelii, a dale také
zanétlivymi cytokiny (Borregaard a kol., 1994; Jethwaney a kol., 2007). Pro pickonani

bazalni membrany a naslednou migraci tkani jsou mobilizovana terciarni granula, do
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extracelularniho prostfedi je uvolilovana Zelatindza Stépici kolagen, ktery je soucasti
struktury pravé bazalni membrény a intersticia (Hibbs a kol., 1985). Piehled latek
obsazenych v neutrofilnich granulech a jejich membranovych molekul je uveden na obrazku
1.

Zakladni efektorovou funkci neutrofilt je fagocytdza, zalozena na ingesci cizorodého
agens. Pohlceni spociva v invaginaci cytoplasmatické membrany neutrofilu a vytvofeni
fagosomu, do toho je nasledné uvolnén obsah azurofilnich granul a ROS (reactive oxygen
species) formované NADPH oxidazou, ktera je zakomponovana v membrané fagosomu,
vznikd fagolysozom a doch&zi k degradaci pohlceného materiadlu (DeLeo a kol., 1999;
Esman a kol., 2010). Hlavni slozka azurofilnich granul neutrofil, myeloperoxidaza,
katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku na kyselinu chlornou. Mezi dalsi slozky téchto granul
patii elastaza, $tépici proteoglykany a dale defensiny, antimikrobialni peptidy, které maji i
imunomodulac¢ni uéinek (Welling a kol., 1998). Obsah sekundarnich granul je pievazné
exocytovan do okolni tkan¢, a jde o dalsi ze zanétlivych stimult (Gallin a kol., 1982).

Mikrobicidni slozky neutrofilnich granul mohou byt formou exocytézy uvolfiovany i
do extracelularniho prostfedi. Tento jev je oznaCovan jako "frustrovana fagocytéza" a
nastava v momentu, kdy velikost piivodce zanétu jiz nedovoluje jeho pohlceni neutrofilem.
V tuto chvili je tfeba mit na paméti, ze uvolnéné latky také naruSuji lokalni tkan a
organismus je nucen vyvinout dal§i mechanismy, jejichz ukolem je obnova poskozené tkané
(Weismann a kol., 1972; Dallegri a kol., 1987).

Poslednim znamym efektorovym mechanismem neutrofilti je tvorba tzv. NETs
(neutrophil extracellular traps), vlaknitych siti, které tvoii rozvolnény jaderny chromatin, v
némz jsou roztrouSené globularni domény tvofené piedevsim elastdzou (Brinkmann a kol.,
2004). Netoza, proces predchazejici NETs, je povazovana za specificky mechanismus
buné&éné smrti (vedle nekrozy a apoptozy) (Fuchs a kol., 2007). NETs byly zaznamenéany u
infekci zpuisobenych bakteriemi (McDonald a kol., 2012), kvasinkami (Urban a kol., 2006)
iprvoky (Guimarées-Costa a kol., 2009), a také v procesu imunologického dohledu, kde je

jim zatim piisuzovan pro-nadorovy charakter (Berger-Achituv a kol., 2013).
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Obr.1: Obsah a membranové znaky granul a sekreénich vackia lidskych neutrofilt
(Borregaard a Cowland, 1997).

1.3.2 Specificka (ziskana) imunita

Specifickd imunitni reakce je, na rozdil od reakce nespecifické, namifena proti
konkrétnimu, specifickému antigenu. Tuto reakci zprostiedkuji aktivni formy B a T-
lymfocytt, jejichz aktivaci pfedchazi kontakt s danym antigenem, a déle stimulace riznymi
cytokiny. Po aktivaci a proliferaci B-lymfocytu vznikaji plazmatické bunky, které produkuji
specifické protilatky a pamétové bunky zajisStujici dlouhodobou ochranu a rychlejsi a

mohutnéjsi reakci pfi budoucim kontaktu s antigenem. Produkci protilatek B-lymfocyty
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zprostiedkuji tzv. humoréalni imunitu. CD4" T-lymfocyty maji béhem specifické imunitni
odpovédi funkci regulacni, zatimco CD8" T-lymfocyty ve formé& CTL (cytotoxic T-
lymphocytes), které jsou cytotoxické, zpusobuji lyzu cilovych bunék. T-lymfocyty tak

zprostiedkuji tzv. bunécnou imunitu (Rousset a kol., 1992; Ohminami a kol., 2000).

1.4 Imunologicky dohled

Jiz na poc¢atku dvacatého stoleti se objevila mySlenka, Ze imunitni systém organismu
je schopen rozpoznat pocinajici nddorovou transformaci bun€k a tyto bunky nésledné
odstranit. Vznikla tak hypotéza imunosurvelliance (imunologického dohledu), kterd byla
diskutovand desitky let (Kim a kol., 2007). Dnes je tato hypotéza jiz experimentalné
potvrzena a existuji i dikazy klinické (Naito a kol., 1998).

Imunitni reakce organismu na pocinajici nadorové bujeni je velmi komplexni.

Zahrnuje efektorové slozky vrozené i1 ziskané imunity.

1.4.1 Eliminace nadorovych bunék

Rostouci nador vyviji tlak na okolni tkan a od urcité velikosti také dochazi k
angiogenezi, to vede k produkci zanétlivych cytokinl jak samotnymi rostoucimi nadorovymi
buiikami, tak tkanovymi makrofagy a stromalnimi bunikami (Chen a kol., 1999).

Nasledné dochazi k aktivaci NK buné€k, y6 T-lymfocytl, neutrofilli, makrofagh a
dendritickych bunék a jejich migraci do mista vznikajiciho nadoru.

NK buniky rozpozndvaji nadorové antigeny nerestringované MHC molekulami.
Rozpoznani nadorovych bun¢k umoziiuje NKG2D receptor patiici do rodiny C-lektinovych
receptort, jehoz ligandem u lidi je napf. MICA (MHC class | chain-related A), antigen
exprimovany jako reakce na stres a hojné se vyskytujici na povrchu nadorovych bunék
(Pende a kol., 2001).

NKG2D receptor je také exprimovan yd T-lymfocyty, subpopulaci CD4" lymfocyti,
jejichz TCR receptor je tvofen fetézci y a 6. yo T-lymfocyty tvofi jen malé procento T-
lymfocytli v lymfoidnich organech, ale hojné se vyskytuji v epitelu kize, stfeva a plic a
pravdépodobné se tak podileji na imunologickém dohledu ptevazné epitelialnich malignit

(Groh a kol., 1989; Girardi a kol., 2001).

14



Neutrofily a makrofagy v misté nadoru produkuji fadu cytokint, kterymi stimuluji
aktivitu dalSich imunitnich bunék nebo se pifimo podileji na lyze nadorovych bunék
fagocytdozou (Munn a Cheung, 1990), eventueln¢ exocytdzou granul/lysozomu, kdy uvoliuji
do okolni tkan¢ fadu lytickych enzymt a ROS (Dallegri a kol., 1987).

Dendritické bunky fagocytuji poskozené nddorové buiiky a jako antigen prezentujici
buiky migruji do spadovych lymfatickych uzlin, kde prezentuji nadorové antigeny CD4" T-
lymfocytiim, coz vede k vyvoji antigenné specifickych CD8" T-lymfocytt a vznika populace
CTL (cytotoxic T-lymphocytes) migrujicich do mista rostouciho naddoru (Marzo a kol., 1999).

NK buriky a T-lymfocyty (yd i CTL) maji ptimy cytotoxicky efekt na nédorové
buiky. Vyznamna je produkce IFNy (interferonu y) a perforinu. IFNy potlacuje u
nadorovych bun¢k proliferaci a indukuje apoptézu (Wall a kol., 2003; Gollob a kol., 2005),
byl také pozorovan jeho anti-angiogenni efekt (Qin a kol., 2003). Dale zvySuje expresi MHC
I molekul na povrchu nadorovych bunék (Propper a kol., 2003) ¢imz usnadiiuje jejich
rozpoznani, podili se na aktivaci endotelialnich bunék a podporuje tak migraci leukocytt do
mista naddoru (Munro a kol., 1989), kde stimuluje jejich aktivitu (Kowanko a Ferrante,
1987). Perforiny tvorbou pérti v membrané cilové buniky narusi jeji osmotickou rovnovéhu a
burika podléha cytolyze (Young a kol., 1987), popi. ve spojeni s granzymy iniciuji u
nadorovych bunék apoptézu (MacDonald a kol., 1999), ta muze byt také vyvolana vazbou
Fas ligandu na povrchu lymfocyt a Fas receptoru na povrchu nadorovych bunék (Sayers a
kol., 2000).

1.4.2 Mechanismy tuniku nadorovych bunék

Imunitni systém organismu je tedy schopen rozpoznat pocinajici naddorové bujeni a
uplatnit efektorové mechanismy, které vedou k eliminaci neoplastickych bun¢k. Zaroven
vSak natlak ze strany imunity mize iniciovat vznik takové populace nadorovych bunék, u
nichz je nasledkem mutaci snizena imunogenicita do takové miry, Ze je jiz imunitni systém
dale neni schopen rozpoznat a dochézi pak k progresivnimu rastu naddoru.

Stav, kdy nador exprimuje tak nizkou hladinu antigent, Ze jiz neni rozpoznavan
imunitnim systémem, se nazyva imunologické tolerance (Singh a Paterson, 2007). U mnoha
nadort také dochazi k snizené expresi MHC I molekul (Watson a kol., 2006).

Nadorové bunky jsou také schopné aktivné suprimovat imunitni efektorové buiky

produkci tzv. TDSFs (tumour-derived soluble factors), mezi které patii napt. VEGF
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(vascular endothelial growth factor), protizanétlivé IL-10 (Interleukin 10) a TGFp
(transforming growth factor f), rozpustny FasL (Fas ligand) a MICA (MHC class | chain-
related A) (Song a kol., 2001; Doubrovina a kol., 2003).

Produkce VEGF vede k nahromadéni nezralych myeloidnich bun€k v okolni tkani
(Bellamy a kol., 2001), ty produkuji napt. arginazu, kterd vede k inhibici proliferace T-
lymfocytd, produkce cytokinii a exprese CD3( fetézce, ktery je soucasti TCR (T-cell
Receptor) a vyznamny v procesu aktivace T-lymfocyti (Rodriguez a kol., 2004). VEGF také
blokuje aktivaci transkripéniho faktoru NF-«B (nuclear factor kappa B) a brani tak zrani a
diferenciaci hematopoetickych bun¢k (Oyama a kol., 1998). A jak nazev napovida, VEGF
také stimuluje angiogenezi v rostoucim nadoru a podporuje tak jeho rast (Ferrara, 2005).

Velky vyznam v tGniku nddoru imunitnimu systému maji nezralé dendritické bunky.
Jsou stimulatory CD4* CD25" regulaénich T-lymfocytl a spole¢né s nimi inhibuji zrani
dal§ich dendritickych bunc¢k a aktivaci nadorové specifickych T-lymfocyti a brani tak
eliminaci nadoru i v pfipad¢€, ze nadorové buiky exprimuji vétsi mnozstvi antigend. Tento
stav byl pojmenovan jako imunologicka tolerance (Mahnke a kol., 2002; Ghiringhelli a kol.,
2005).

1.5 Bunééna ultrastruktura

1.5.1 Neutrofily

Neutrofily maji velmi typickou ultrastrukturu, coz do velké miry usnadiiuje jejich
identifikaci. Nejvyrazngj§im znakem neutrofild je jejich segmentované jadro (odtud také
nazev polymorfonukledry) s velkym mnoZstvim heterochromatinu po obvodu a mensi ¢asti
euchromatinu uprostied. Mnozstvi heterochromatinu svéd¢i o nizké transkripéni aktivité
zralych neutrofilti. Cytoplasma se diky roztrousenym casteCckam glykogenu jevi tmavsi a
obsahuje fadu granul, z nichz jsou definovany ¢étyfi zakladni typy (Bainton a kol., 1971).
Sekre¢ni vacky a terciarni (Zelatinazovad) granula jsou, vzhledem k svému obsahu a
molekuldm na membran€é, exocytovdna v prubéhu kontaktu neutrofilu s cévnimi
endoteliemi, béhem diapedézy a pohybu tkani (Hibbs a kol., 1985; Jethwaney a kol., 2007).
Specifickd (sekundarni) granula, typicka obsahem laktoferinu jsou exocytovana v tkani
predevsim jako stimulace zanétu (Gallin a kol., 1982). A nakonec azurofilni (primarni)

granula, zndma obsahem myeloperoxidazy, jsou exocytovana do fagosomu nebo do
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extracelularniho prostfedi za ucelem pfimého zniceni cilové bunky (Dallegri a kol., 1987,
Esman a kol., 2010). Azurofilni granula jsou elektrodenzni a Ize je tak snadno rozpoznat,
typicky je pro n¢ sféroidni tvar. Specificka granula jsou mensi nez granula azurofilni a také
mnohem svétlejsi a jejich ur€eni je komplikovanéjsi (Bainton a kol., 1971).

Neutrofily jsou oznacovany jako prvni obrannd linie organismu proti patogeniim a
jsou schopné vic¢i nim uplatnit rizné efektorové mechanismy. NejzndméjSim a nejdéle
sledovanym mechanismem je fagocytdza, kterou mizeme sledovat zachycenou TEMnapi. v
praci Rydell-Térménen a kol. (2006), kde je popsan tzv. kanibalismus neutrofild, kdy
aktivované neutrofily fagocytuji neutrofily apoptotické.

Dalsim velmi zajimavym procesem vedoucim k degradaci sledovaného cile je
degranulace (exocyt6za) azurofilnich granul do extracelularniho prostfedi, znama také jako
"frustrovanda fagocyt6za", ktera je spojena s kontaktem neutrofilu s vét§imi "¢asticemi", které
jiz neutrofil neni schopen zcela pohltit. Herant a kol. (2006), zabyvajici se mechanikou
fagocytdzy ve své praci mj. uvadi snimky zachycujici neutrofily fagocytujici protilatkami
pokryté polystyrenové partikule rizné velikosti pod svételnym mikroskopem, pifiCemz
partikule o priméru 11,2 pm jiZ neutrofily nejsou schopné fagocytovat. Uméle je mozné
exocytdzu azurofilnich granul vyvolat pomoci cytochalasinu B, mykotoxinu ovliviiujiciho
chovani aktinovych filament, jejichz remodeling piimo k exocytéze vede. Zurier a kol.
(1974) takto uméle vyvolanou degranulaci zaznamenal pomoci TEM.

Poslednim zndmym efektorovym mechanismem neutrofilii je tzv. netéza. Vysledkem
tohoto procesu jsou NETs (neutrophil extracellular traps), sit¢ tvofené rozvolnénym
jadernym chromatinem a shluky obsahujicimi ptfedevSim elastazu, ve kterych je patogen
zachycen a postupné rozkladan. Netozu provazi charakteristické ultrastrukturalni zmény
odlisné od nekrézy i apoptdzy, coz nasvédcuje teorii, ze jde o jedinecny mechanismus
bunécné smrti. Jaderny chromatin je zcela homogenni a dochazi k uplnému rozpadu jaderné
membrany i organel v cytoplasmé, kde dojde k promichani uvolnéného jaderného a
cytoplazmatického materialu. Vyslednou strukturou je shluk jemnych vldken, po jejichz
délce jsou nahodile rozmisténé globularni domény, které mohou agregovat do vétSich

struktur (Brinkmann a kol., 2004; Fuchs a kol., 2007).
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1.5.2 Nadorové buiiky

Ultrastruktura nddorovych bun€k je velmi rozmanitd a odrazi tak miru malignity dané
buniky. Nadorové buiky byvaji velmi pleomorfni s velkym a spiSe nepravidelnym jadrem,
popi. s riznym poctem a velikosti jadérka. N&padné jsou také abnormality mitochondrii a
endoplasmatického retikula (Cheville, 2009).

Pokud dojde k rozpoznani nddorové buiikky neutrofilem, popt. jinym leukocytem
méla by byt tato bunika zni¢ena. Mechanismy bunécéné smrti a ultrastrukturalnimi zménami s

nimi spojenymi jsou uvedeny v nasledujici ¢asti.

1.5.3 Bunécna smrt a s ni spojené zmény bunééné ultrastruktury

Cytonekroza (nekroza) a programovand bunéénd smrt (apoptdza) jsou dva hlavni
mechanismy bunééné smrti. Nekroza je vysledkem rozsdhlého poSkozeni bunécné
membrany a na jejim konci je zcela rozpadla burika, jejiz obsah je uvoliiovan do okolni tkané
a dochdzi k iniciaci zanétu. Apoptoza je aktivovana a fizena geneticky a signalnimi drahami
a jejim vysledkem je membranou pevn€ ohraniend struktura, kterd je ndasledné
fagocytovana, a butika zanikne, aniZ by vyvolala zanétlivou reakci (Berninghausen a Leippe,
1997; Cheville, 2009).

V poskozené tkani lze Casto soucasné sledovat nekrozu i1 apoptdézu. Oba d€je se

zaroven vzajemné nevylucuji a mohou pfispét k smrti jedné bunky (Cheville, 2009).

1.5.3.1 Nekréza

Nekroza je vysledkem posSkozeni bunky, resp. bunééné membrany, které muiize byt
zpusobeno lyziny, poriny, riznymi toxiny ad. Vysledkem nekrozy je uvolnéni veskerého
bunécného obsahu, véetné fady cytokinll, coz vede k vyvolani zanétu, aktivaci imunitniho
systému a celkové zmén¢ okolniho prostiedi (Cheville, 2009).

V disledku poskozeni bunécné membrany dochazi k nekontrolovanému proudéni
vody do buiiky a naruseni iontové rovnovahy. Vyznamna je nariistajici hladina Ca?* jont.
Bunika reaguje na vzrlstajici mnozstvi vapniku jeho izolaci v mitochondriich,
endoplasmatickém retikulu a tzv. kalcizomech. Dochazi k rozpinani endoplasmatického

retikula, Golgiho komplexu a jaderného povrchu ve kterych se hromadi pfitékajici voda.
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Nasledné se membrany téchto organel rozpadaji a tvoii se mnozstvi mensich vackia. Ca?* v
cytoplazmé aktivuje tadu enzyml. Mitochondrie pfestavaji fungovat, a jakmile je
spotiebovano veskeré ATP, bunika se zaina zcela rozpadat (Kruman a Mattson, 1999;
Cheville, 2009).

Béhem nekrdzy se tedy nejprve urcité organely a poté celd buiika rozpinaji a dochazi
k postupnému rozpadu membran. Pierusuji se spojeni s okolnimi buitkami. Celd burka se
vzhledem k fedéni vodou a rozpinani jevi svétlejsi. Bunécny i jaderny povrch jsou
nepravidelné. Zmény na jadfe mohou byt rizné, predevSim ve smyslu miry kondenzace
jaderného chromatinu (karyorhexe vs. karyolyza), nakonec se vSak jadro rozpada (Li a kol.,

1995; Berninghausen a Leippe, 1997).

1.5.3.2 Apoptdza

Apoptoza je zcela bézny, regulovany mechanismu, kterym je udrZzovana tkéanova
homeostaza organismu. T¢lo se timto zptisobem zbavuje buné¢k, které jiz nepotfebuje nebo
které jsou potencialné Skodlivé (buiiky infikované viry, neoplastické buiiky). Apoptoza je tak
uplatiovana v fad€ biologickych procest, jako jsou napf. vyvoj imunitniho systému a
embryogeneze (Cheville, 2009).

Apoptoza, resp. bunééné zmény s ni spojené, je v podstaté¢ vykondna enzymatickou
kaskadou slozenou z cysteinovych protedz, tzv. kaspaz. Na poc¢atku jsou zmény permeability
mitochondridlni membrany, které vedou k zastaveni zakladnich funkci a uvolnéni fady
proteinli podilejicich se na aktivaci kaspazové kaskady. Struktura aktivujici tuto kaskadu se
nazyva apoptosom, proteinovy komplex, jehoz kostru tvofi cytoplasmaticky Apaf-1
(apoptotic proteas activating protein 1), na ten se vaze cytochrom C uvolfiovany z
mitochondrii a vzniklad struktura vaze a aktivuje kaspazu 9, ta aktivuje kaspazu 3 a celd
kaskada je tak zapocata (Cheville, 2009).

Apoptéza miize byt iniciovana intracelularné expresi uréitého genu (napf. p53) nebo
extracelularn¢, navazanim vnéjsiho signalu (Fas ligand, TNF; tumour necrosis factor) na
membranovy receptor bunky (TNFRs; tumour necrosis factor receptosr) (Tewari a Dixit,
1995).

Morfologicky se apoptdza projevuje postupnym smrstovanim buiiky a v dasledku
depolymerizace aktinovych filament dochazi k jejimu zakulaceni. Charakteristické jsou

zmény na jadfe, predev$im kondenzace jaderného chromatinu. Pyknoza, typicky projev
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apoptdzy, je agregace jaderného chromatinu podél vnitini jaderné membrany a vytvoieni
elektrodenzni masy majici srpkovity vzhled. V cytoplasmé se tvoifi mnozstvi vakuol, popf.
autofagozomu. Z bunéné membrany se tvofi a oddéluje do okolniho prostfedi mnoZzstvi
mensSich vackt. V duasledku smrstovani a zahuStovani bunécného obsahu (hromadéni
odpadu, resp. produkti proteolyzy) dochazi k postupnému tmavnuti buniky. Vysledkem
apoptdzy jsou tzv. apoptotickd téliska, elektrodenzni homogenni struktury kulovitého tvaru,
které jsou fagocytovany (makrofigy, endotelidlni buniky aj.) a definitivné rozlozeny
(Aoshiba a kol., 1995; Pitrak a kol., 1996; Cheville, 2009).
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2 Cile prace

. seznamenti se s ultrastrukturou nadorovych buné¢k a neutrofild.

. sledovani ultrastrukturalnich zmén nadorovych bunék souvisejicich s aplikaci

terapeutickych latek.

. sledovani mechanismt ptisobeni neutrofilti na nadorové buiky.
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000, NOF EUROPE)
Citrat olova (EMS)

Epon (EMbed 812 Kit, EMS)

FCS (Fetal Calf Serum, Sigma-Aldrich)

f-MLF (N-formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanin, Sigma-Aldrich)
f-MLFKK (Schafer-N)

GA (Glutaraldehyde, EMS)

H-MLFKK (Schafer-N)

LPS (Lipopolysacharid z E. coli, Sigma-Aldrich)

0OsO4 (Osmium tetroxide, EMS)

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

Uranyl acetat (EMS)

3.2 Laboratorni mysi

Pro praci byly pouzity SPF samice kmene C57BL/6 (Charles River Laboratories) o
hmotnosti 18-20 g. Byly chovany v prostiedi pii konstantni teploté 22°C a relativni vzdusné
vlhkosti 65% s nastavenou 12/12 fotoperiodou. UloZeny byly v plastikovych klecich s

podestylkou z dievénych hoblin a mély volny pfistup ke sterilni vod¢ a krmnym peletam.

3.3 Bunécna linie
Buniky my$iho melanomu B16-F10 (American Type Culture Collection - ATCC)

byly kultivovany v RPMI 1640 obohaceném o 10% FCS a antibiotika v termostatu pfi

konstantni teploté 37°C, v atmosféfe nasycené vodnimi parami s 5% podilem COo.
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3.4 Piiprava bunék B16-F10 pro transplantaci

Po sliti kultivacniho média byly bunky 3X promyty sterilnim PBS. Nasledn¢ bylo
pfidano 0,5 ml trypsiniza¢ni smési (0,02% trypsin, 0,02% EDTAv PBS), ve které byly
buniky 5 min inkubovany v termostatu pii 37°C. Proces trypsinizace byl ukoncen piidavkem
RPMI 1640 s FCS. Pomoci Pasteurovy pipety byly bunky rozsuspendovany a poté
centrifugovany (10min/150g/4°C). Byl slit supernatant, pfidino RPMI 1640 bez FCS a
bunécny pelet byl rozsuspendovan. Vzorek suspenze byl nafedén v poméru 1 : 1 trypanovou
modii (pro rozpoznani mrtvych a Zzivych buné€k). Pomoci Biirkerovy komurky byla
stanovena aktudlni koncentrace bunék v 1 ml média a ta byla upravena na koncentraci 4 X

106 bunék v 1 ml média.

3.5 Transplantace bunék B16-F10

Suspenze o objemu 0,1 ml RPMI 1640 bez FCS obsahujici 4 x 10° bungk B16-F10
byla mySim subkutanné (s.c.) injikovana do slabin na pravém boku.Transplantace byla

provedena u mysi starych 8 tydni.

3.6 Meéreni velikosti nadoru

Meg¢ieni narodid bylo provedeno pomoci kaliperu. Objem nadoru byl vypocten

dosazenim namé&fenych hodnot do vzorce:

v="Cap?
6

Kde A je delsi namé&feny rozmér a B krat§i naméfeny rozmér, oboji v milimetrech.

3.7 Priprava roztoki pro terapii

3.7.1 Priprava f-MLFKK-BAM

Vazba BAM na aminoskupinu f-MLFKK probéhla pii pH 7,3 (Kato a kol. 2004), kdy
NHS (N-hydroxysukcinimid) skupina BAM reagovala s g-aminoskupinou lysinu. Cely
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proces trval hodinu pii pokojové teploté. Ziskany roztok v PBS byl uchovan zamrazenim na
-20°C.

3.7.2 Priprava H-MLFKK-BAM

Ptiprava H-MLFKK-BAM probéhla stejnym zptisobem jako v bodé 3.7.1.

3.8 Priprava preparati pro TEM

3.8.1 Excize vzorku

Po usmrceni mysi byl nador odebrdn a ulozen do Petriho misky z divodu lepsi
manipulace. Nasledné byla pomoci pinzety a Ziletky provedena excize vzorku (cca 1 mm?) z
oblasti stfedu nddoru, ten byl okamzité ulozen do zkumavky s fixaénim roztokem (2,5% GA,

0,1M fosfatovy pufr).

3.8.2 Fixace, odvodnéni a zaliti do pryskyfice

Vzorky byly pfes noc uchovany ve fixa¢nim roztoku pii pokojové teploté. Nasledné
byly v digestofi 3x promyty vy vypiracim roztoku (4% glukdza, 0,1M fosfatovy pufr; pH =
7,2), byla provedena postfixace OsO4 (4% OsOs + fosfatovy pufr v poméru 1 : 1) a opét 3%
promyti, dale odvodnéni vzestupnou acetonovou fadou a prosyceni pryskyfici (Epon). Poté
byly vzorky pfeneseny do zalévacich formicek a po ptidani pryskyfice ulozeny do termostatu
(60°C), aby doslo k polymeraci pryskyfice a zatvrdnuti blocki.

Pro vétsi nazornost uvadim tabulku s vySe popsanym postupem vcetné doby trvani

jednotlivych krokd.
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Tab. I: Fixace, odvodnéni a zaliti vzorku do pryskyfice.

Fixace a postfixace

Chemikalie Cas
Fixacni roztok ptes noc (minimaln¢ 4 hod)
Vypiraci roztok 3 x 15 min
Roztok OsOs + fosfatovy pufr (1: 1) 2 hod
Vypiraci roztok 3 x 15 min
Odvodnéni

Chemikalie Cas
30% aceton 15 min
50% aceton 15 min
70% aceton (ulozeni vzorkt do lednice) ptes noc
80% aceton 15 min
90% aceton 15 min
95% aceton 15 min
100% aceton 15 min

Prosyceni pryskyrici

Chemikalie Cas
Epon + 100% aceton (1 : 2) 1 hod
Epon + 100% aceton (1 : 1) 1 hod
Epon + 100% aceton (2 : 1) 1 hod
Epon (ulozeni vzorkl do exsikétoru) pies noc
Zaliti do formicek a uloZeni do termostatu 48 hod

3.8.3 Krijeni polotenkych Fezii, barveni a pozorovani fezli pod mikroskopem

Polotenké fezy tloustky 400 nm byly nakrajeny na ultramikrotomu(EM UCS6, Leica).
Pro krajeni byly pouzity sklenéné noze vyrobené piimo v laboratofi pomoci knifemakeru
(7801A, LKB). Vanicka noze byla naplnéna 10% acetonem pro splaveni fezl, které byly

nasledné pteneseny do kapky acetonu na podloznim sklicku. Podlozni sklicka s fezy byla
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ptenesena na termoblok (65°C), kde byla ponechana po dobu nékolika hodin, aby doslo k
odpareni acetonu a dostate¢nému upevnéni fezi ke sklicku.

Rezy byly barveny toluidinovou modii. Na fezy byla Pasteurovou pipetou aplikovana
toluidinova modrt a skli¢ka byla 1 min poloZena termobloku(65°C). Nakonec byla sklicka
omyta destilovanou vodou a nechala se oschnout.

Polotenké fezy byly pfi riznych zvétSenich pozorovany pod svételnym mikroskopem
(CX41, Olympus) a byly vybrany oblasti pro krajeni ultratenkych feza.

3.8.4 Krajeni ultratenkych rezi

Ultratenké fezy tloustky 90 nm byly krajeny na ultramikrotomu (EM UCS, Leica).
Pro krajeni byl pouzit diamantovy nuz (Ultra 45°, DIATOME). Vani¢ka noze byla naplnéna
destilovanou vodou. Rezy z vodni hladiny byly nanaseny pomoci fasy zasazené do $pejle a
pinzety pfimo na médéné sitky. Sitky s fezy byly uloZeny do Petriho misek na filtracni

papir.

3.8.5 Kontrastovani ultratenkych rezi

Kontrastovani probihalo v uzaviené nadobé bez pfistupu svétla. Nejprve byly sitky
polozZeny, tfezy smérem dolii, na kapku alkoholového roztoku octanu uranylu, kde byly
ponechany, v alkoholové atmosféie, 30 minut. Nasledovalo 3x promyti 30% ethanolem.

V druhém kroku byly sitky poloZeny, fezy dold, na kapku vodného roztoku citratu
olova, kde byly ponechéany, v atmosféie tvofené NaOH (NaOH + destilovana voda), 20 min.
Nésledovalo 3x promyti destilovanou vodou.

Sitky s fezy byly pfeneseny na filtraéni papir a po oschnuti pfipraveny pro

pozorovani v TEM.

3.8.6 Mikroskopovani a fotodokumentace

Rezy byly pii riznych zvétSenich pozorovany transmisnim elektronovym
mikroskopem (JEM-1010, JOEL, 80 kV). Fotograficky zaznam byl potizen pomoci CCD
kamery (Sis MegaView III).
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3.9 Pokus: Ultrastrukturalni analyza melanomu po intratumoralni aplikaci f-
MLFKK-BAM, LPS a jejich smési

V pokusu bylo pouzito 19 mysi s transplantovanym melanomem B16-F10. Dvanécty
den po transplantaci, po zméfeni velikosti nadori, byly mysi randomizovany jednotlivé do
19 akvarii a v riznych ¢asech jim byly i.t. aplikovany roztoky o objemu 50 pl. Nejprve byl
vSak odebran kontrolni vzorek "bez zéasahu jehlou". Typy aplikovanych roztokti a ¢asové

schéma experimentu jsou uvedeny v tabulce I1.

Tab. II: Typy aplikovanych roztoka a ¢asové schéma nadorovych excizi.
Interval mezi aplikaci
Roztok roztoku a provedenim

excize [hod]

PBS 6
0,5 MM f-MLFKK-BAM v PBS + LPS (0,5 mg/ml PBS) 6
LPS (0,5 mg/ml PBS) 6
0,5 mM f-MLFKK-BAM v PBS 6
0,5 MM H-MLFKK-BAM v PBS 6
0,5 MM H-MLFKK-BAM v PBS+ LPS (0,5 mg/ml v PBS) 6
0,5 mM f-MLF v PBS 6
0,5 mM f-MLF v PBS + LPS (0,5 mg/ml v PBS) 6
PBS 12
0,5 mM f-MLFKK-BAM v PBS + LPS (0,5 mg/ml PBS) 12
LPS (0,5 mg/ml PBS) 12
0,5 mM f-MLFKK-BAM v PBS 12
0,5 MM H-MLFKK-BAM v PBS 12
0,5 MM H-MLFKK-BAM v PBS+ LPS (0,5 mg/ml v PBS) 12
0,5 mM f-MLF v PBS 12
0,5 mM f-MLF v PBS + LPS (0,5 mg/ml v PBS) 12
PBS 24
0,5 mM f-MLFKK-BAM v PBS + LPS (0,5 mg/ml PBS) 24

Dalsi prace probihala podle casti 3.8.
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4 Vysledky

Nélez pozorovany u jednotlivych vzorku odebranych v danych ¢asech od aplikace
roztokl je vzdy prezentovan formou tabulky (Tab.IIl az V).

Béhem ultrastrukturalni analyzy byla pozornost zaméiena predevsim na piitomnost
neutrofilniho infiltrdtu ve vzorku a na efektorové mechanismy neutrofilti: fagocytdézu
(ingesci menSich struktur), frustrovanou fagocytéozu (FF; adherenci neutrofilu k vétsi
struktufe spojenou s exocytéozou azurofilnich granul) a NETs (neutrophil extracellular
traps). Dale nas zajimalo, jakému mechanismu buné¢né smrti nddorové bunky podléhaji:
apoptdéze nebo nekrdze. Pozitivni nalez je oznaCen znaménkem "+", pfiCemz pocet
znamének sv&d¢i o rozsahu pozorovaného jevu. Negativni ndlez je ozna¢en znaménkem "-".
Vzorky jsou v tabulkach popsany na zakladé aplikovanych roztoka.

Nalezy byly srovnavany mezi jednotlivymi vzorky odebranymi v riznych Casech i

vuci kontrole bez injikace.

4.1 Vzorky odebrané po 6 hodinach

Jevy pozorované beéhem ultrastrukturalni analyzy vzorkli odebranych po 6 hodinach

od aplikace roztokd jsou shrnuty v tabulce III.

Tab.l11: Nalez v ultrastruktuie vzorkd odebranych po 6 hodinach.

Efektorovy mechanismus neutrofili ~ Mechanismus bunééné smrti

Vzorek Infiltrdt | fagocytéza | FF | NETs | nekrdza | apoptéza
PBS - - - - - -
f-MLFKK-BAM+LPS + - - - + -
LPS + - - - + -
f-MLFKK-BAM - - - - - -
H-MLFKK-BAM - - - - - -
H-MLFKK-BAM+LPS + - - - + -
f-MLF - - - - - -
f-MLF+LPS + - - - + -
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Z tabulky lze vycist, ze u vzorka PBS, f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM (6 hod)
nedoslo k zadné neutrofilni infiltraci a vyznacovaly se tedy neporusenou ultrastrukturou
nadorovych bunék. Tyto vzorky odpovidaly svoji ultratsrukturou kontrolnimu vzorku bez
injikace. U vzorkia f-MLFKK-BAM+LPS, LPS, H-MLFKK-BAM+LPS, f-MLF a f-MLF-
LPS (6 hod) byla pak zaznamenana minimalni infiltrace neutrofily, které byly sledovéany

pfedevsim v lumenu cév, a jen n€kolik malo nddorovych bunék se znamkami nekrozy.

4.2 Vzorky odebrané po 12 hodinach

Jevy pozorované béhem ultrastrukturalni analyzy vzorkli odebranych po 12 hodinach

od aplikace roztokt jsou shrnuty v tabulce I'V.

Tab.1V: Nalez v ultrastruktufe vzorkti odebranych po 12 hodinach.

Efektorovy mechanismus neutrofild  Mechanismus bun&éné smrti

Vzorek Infiltrat | fagocytéza | FF | NETs | nekr6za | apoptdza
PBS - - - - - -
f-MLFKK-BAM+LPS ++ + - - +++ -
LPS ++ + - - ++ + +
f-MLFKK-BAM - - - - - -
H-MLFKK-BAM - - - - - -
H-MLFKK-BAM+LPS ++ + - - +++ -
f-MLF + : ) 3 . "
f-MLF+LPS + + ++ - - + 4+ +

Z tabulky lze vycist, ze u vzorku PBS, f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM (12
hod), byla pozorovana stejnd ultrastruktura, a to neporusend, "zdravad" nddorova tkan bez
neutrofilni infiltrace jako v piipadé vzorki PBS, f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM (6
hod) a kontrolniho vzorku bez injikace.

Vzorky f-MLFKK-BAM+LPS, LPS, f-MLF a f-MLF+LPS (12 hod),se vyznacovaly
pritomnosti neutrofili v nadoru a velkym mnozstvim nekrotickych nadorovych bunék. V
téchto vzorcich byly pozorovany neutrofily fagocytujici vétsi, ¢i mensi shluky bunécného

odpadu vypliujiciho extracelularni prostor mezi nekrotizujicimi buiikami.
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U vzorku LPS (12 hod), miZzeme vidét n€kolik nddorovych buné¢k v pokrocilém
stadiu nekrozy v blizkosti cévy zachycenych na obrazku 2. Obsah cytoplasmy nekrotickych
bunck je uvoliovan do okolniho prostfedi diky rozpadu bunééné membrany, v jadrech téchto

bunék dochazi k agregaci chromatinu. V levé €asti snimku vidime ¢ast cévy s erytrocyty a

trombocytem.

P e D SRR st O S0 L 4
Obr.2: 12 hodin po aplikaci LPS. Nadorové bunky v pokro¢ilém stadiu nekrozy s
degradovanou bunéénou membranou, obsah cytoplasmy, vakuoly (bilé sipky) a shluky
bunééného odpadu (biléivezdy), je uvoliovan do extracelularniho prostiedi. V jadrech (N)
dochazi k agregaci chromatinu. Cast cévniho lumenu (cl) s endotelidlnimi buiikami (e) po

obvodu, erytrocyty (ery) a trombocytem (tr) (méftitko 10 um)

U vzorku f-MLFKK-BAM+LPS (12 hod), mizeme vidét fagocytdozu zachycenou na
obrazku 3. Vidime neutrofil obsahujici v cytoplasmé nékolik menSich fagozomu a
pseudopodia lapajici po dalSim materidlu k pohlceni. Dale lze poukazat na typické
segmentované jadro a mnozstvi elektrodenznich azurofilnich granul v cytoplazmé. V levé

¢asti snimku se nachazi nekroticka nadorova buitka. Tato bunka ma zcela rozpadlou
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cytoplazmatickou membranu a obsah cytoplasmy, pfedevsim vakuoly a shluky zbytka
rozpadlych bunécnych organel a melanosomd, ale i n€kolik mitochondrii, se uvoliiuje do

okoli. Bunécné jadro je relativné zachovalé s pfevazujicim mnoZzstvim euchromatinu.

s typicky
segmentovanym jadrem (S) a mnozstvim azurofilnich granul v cytoplazmé (ag), obsahujici

fagozomy (bilé sipky) a fagocytujici dal$i material (ernd Sipka). Nadorova buika (vlevo) s
velkym mnozstvim vakuol v cytoplasmé (V) mezi nimiZ je i vakuola tukova (tv), dale vidime
shluky buné¢ného odpadu (0) a degradujici mitochondrie (mt). Zachovalé bunécné jadro
(hvezda) s velkym mnozstvim euchromatinu (e) a mensim mnozstvim heterochromatinu (h)

(méfitko 2 pm).

U vzorka LPS, f-MLF a f-MLF+LPS (12 hod) bylo pozorovano také nékolik bun¢k
vykazujicich terminalni fazi apoptézy. Sledovany melanom B16-F10 je tvofen vyhradné
jednim typem bunék. V zavislosti na aplikovaném roztoku se v nddoru dale vyskytovaly ve
vétsi mife pouze neutrofily.Na zakladé této skutecnosti a toho, ze u naddorovych bunék byla

pozorovana vyhradné nekroza, 1ze usuzovat, ze apoptotické buitkky budou neutrofily.
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Tento nalez je zajimavy piedev$im u vzorku f-MLF (12 hod), kde se apoptotické
buiiky nachazely ve fagozomech v cytoplasmé nadorovych bunck, pti¢emz celkova
ultrastruktura nadoru byla neporuSend, bez znamek nekrozy. Vysvétlenim miZe byt to, Ze f-
MLF nevede k nijak masivni infiltraci nadoru granulocyty (Janotova a kol, 2014) a mensi
mnozstvi neutrofild jsou schopné nadorové bunky sami eliminovat. U tohoto byly zachyceny
bunky vykazujici termindlni fazi apoptdzy, které mizeme vidét na obrazku 4. Vidime fez

nadorovou buiikou, v jejiz cytoplazmé jsou tfi fagozomy obsahujici bunky v termindlni fazi

apoptdzy, kterou dokazuji tzv. apoptoticka téliska.

LA TR GNP O >3t

Obr.4: 12 hodin od aplikace f-MLF. Rez nadorovou buiikou, v niZz se nachazi fagozomy
obsahujici apoptotické bunky (bilé sipky), jejich jadra tvofi tzv. apoptoticka téliska (AB)
(méftitko 2 pm).

4.3 Vzorky odebrané po 24 hodinach

Jevy pozorované béhem ultrastrukturalni analyzy vzorkt odebranych po 24 hodinach

od aplikace roztokti jsou shrnuty v tabulce V.
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Tab.V: Nalez v ultrastruktute vzorkli odebranych po 24 hodinach.

Efektorovy mechanismus neutrofild  Mechanismus bunééné smrti

Vzorek Infiltrat | fagocytéza | FF | NETs | nekr6za | apoptéza
PBS - - - - - -
f-MLFKK-BAM+LPS | ++++ +++ ++ - +++++ -

Z tabulky lze vy¢ist, ze u vzorku PBS (24 hod) nedoslo k zadné neutrofilni infiltraci a
nadorové bunky tak nejevily jakékoli znamky poskozeni. Vzorek je tedy srovnatelny se
vzorky PBS, f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM (12 hod) a PBS, f-MLFKK-BAM a H-
MLFKK-BAM (6 hod) a kontrolnim vzorkem bez injikace. V tomto vzorku byly pozorovany
melanocyty vyznacujici se vyraznym pleomorfismem typickym pro naddorové builky, které

se neli§i pouze celkovym tvarem a velikosti, ale i riznym vzhledem a velikosti jadra.

Vyrazna jsou také velka jadérka. Tyto melanocyty mizeme vidét na obrazku 5.

Obr.5: 24 hodin po aplikaci PBS. Pleomorfni nadorové buiiky s velkymi jadry, ktera mohou
byt zaoblend s plynulymi liniemi (cernd sipka) nebo s rizné zakitivenym povrchem (bila

Sipka), v jadrech jsou i vyraznd, velkd jadérka (hvezdy). (métitko 10 pm).
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U vzorku f-MLFKK-BAM+LPS (24 hod) doslo k nejvyraznéjSimu pozorovani
frustrované fagocytézy nadorovych bunck a fagocytdézy vétSich, ¢i menSich shlukl
bunééného odpadu  vypliujiciho  extracelularni  prostor mezi  nekrotizujicimi
bunkami.Utohoto vzorku mizeme vidét frustrovanou fagocytdzu zachycenou na obrazku 6.
Vidime neutrofil pfichyceny k nekrotické nadorové buiice, ktery vykazuje tvar pro
exocytozu granul a "frustrovanou fagocytdézu™ typicky. BohuZel nelze pozorovat granula v
urCeni. Potvrzeni "frustrované fagocytézy" vsak podporuje velikost nadorové burky,
orientani piimka protinajici bunku je délky 14, 47 pm. Na neutrofilu si také miizeme
vSimnout charakteristicky segmentovaného jadra a velkého mnozstvi elektrodenznich
azurofilnich granul v cytoplazmé. Nekroze nadorové buiiky nasvédcuje cytoplazma vyplnéna
mnozstvim menSich vakuol a pokroc¢ilé zmény na jadie s kondenzovanym chromatinem

uvolnujicim se diky porusené jaderné membrané do cytoplasmy.
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Obr.6: 24 hodin po aplikaci f-MLFKK-BAM+LPS. Neutrofil (PMN), s typicky

segmentovanym jadrem (S) a mnozstvim azurofilnich granul v cytoplasmé (ag), vykazujici

znaky "frustrované fagocytozy" nadorové bunky. Nadorova bunka (cerna Sipka) podléhajici
nekréze s velkym mnozstvim vakuol v cytoplazmé a znaén¢ degradovanym jadrem, jehoz

obsah vytéka do cytoplasmy bunky (ch) (méfitko 5 pm).

4.4  Shrnuti vlivu pouzitych roztoki na mikroprostifedi melanomu B16-F10

PBS, f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM nevedly v zadném case k infiltraci nadoru
neutrofily a tedy ani Zddnym zménam na nadorovych bunkach. Ultrastruktura téchto vzorkt
odpovidala vzorku kontrolnimu, bez zasahu jehlou.

U f-MLF byla teprve po 12 hodinach sledovana slabsi infiltrace neutrofily, ktera vsak
nevedla k nijak vyraznym zménam v ultrastruktuie nadoru.

LPS se osvéd¢il jako vhodny chemoatraktant. Samostatné a ve spojeni s H-MLFKK-
BAM a f-MLF indukoval infiltraci nadoru neutrofily a byla pozorovana nekr6za nadorovych

bungk, ov§em z mechanismi pisobeni neutrofilii byla zjisténa pouze fagocytoza.
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Kombinace f-MLFKK-BAM ve spojeni s LPS vedla k nejmohutnéj$i infiltraci
nadoru neutrofily a umoznila sledovani fagocytézy i frustrované fagocytdzy ve spojeni s
pokrocilou nekrézou nadorovych bungk.

NETs nebyly u Zadného z pouZzitych roztokli v Zadném ¢ase pozorovany.

4.5 Dalsi jevy pozorované pii ultrastrukturalni analyze melanomu B16-F10

V prubéhu ultrastrukturalni analyzy melanomu B16-F10 byly asto pozorovanym
jevem melanomové buniky v mitdze.

Zajimavymi pozorovanymi strukturami byly ovSem tzv. slozené melanozomy (z.
angl. compound melanosomes). Tyto vacky, obsahujici vice ¢i méné melanosomt, jsou

vysledkem procesu autofagie.

Bunku v mitéze (anafaze) a slozené melanozomy mizeme vidét na obrazku 7.

A'Q < e .‘xcs o % 3 &"Ba . o < ‘_ B 2 R A y
Obr.7: 6 hodin od aplikace H-MLFKK-BAM. (A) Nadorova bunika obsahujici velké
mnozstvi sloZzenych melanozomu v cytoplazmé (cernd Sipka). Mitoticka nadorova bunka v
anafazi (M) (méfitko 5 pum). (B) Slozené melanozomy (bila Sipka), mitochondrie (mt) a

hrubé endoplazmaticke retikulum (cernd sipka) (métitko 0,5 pum)
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5 Diskuze

Vyuziti agonistii TLR receptorti v nadorové terapii je jiz n¢kolik let predmétem fady
vyzkumti. Uvazuje se jejich vyuziti jak samostatné, tak jako adjuvantd. V soucasnosti
probihaji vyzkumy napi. s BCG (Bacillus Calmette-Guérin), MPL (monophosphoryl lipid A)
a imiquimod (Vacchelli a kol, 2012). Tato bakalaiska prace je zalozena na vyuziti agonisti
TLR receptori ve spojeni s ligandy fagocytarnich receptori, dosavadni vysledky této studie
byly publikovany v préci Janotové a kol. (2014). Vyuziti smési kotveného f-MLF v
kombinaci s LPS jako terapeutika se ve svych pracich zabyvaly Cunatova (2012), Caisova
(2013) a Vacova (2013).

Ultrastrukturalni analyza melanomu B16-F10 byla provedena v navaznosti na
histologické studie Kovarové (2013), Svackové (2013) a Divoké (2014). Tyto prace ukazuji,
ze v pripadé aplikace terapeutickych roztokiu (kotveny ligand fagocytarnich receptortu +
agonista TLR receptort) dochazi k vyznamné granulocytarni infiltraci v nadorové tkani a
Ubytku nadorové masy v dusledku rozsahlé nekrozy.

Hlavnim cilem ultrastrukturélni analyzy bylo sledovani mechanismu pusobeni
neutrofilil na nadorové bunky po i.t. aplikaci smési f-MLFKK-BAM s LPS. To podmifnovalo
nastudovani zakladni ultrastruktury nadorovych bun€k a neutrofili a seznameni se se
zménami na bunikach, které provazeji nekrozu a apoptoézu. Tyto ultrastrukturdlni zmény byly
porovnavany napi. S praci Berningausena a Leippe (1997), ktera soucasné uvadi zmény
bunéné ultrastrukturyprovazejici nekrézu a apopt6ézu, s pracemi Pitraka a kol. (1996) a
Rydell-Térmannen a kol. (2006) sledujici neutrofily podléhajici apoptéze a s pracemi
Brinkmanna a kol. (2004) a Fuchse a kol. (2007), zabyvajicimi se NETs (neutrophil
extracellular traps). Cennym radcem pii popisu pozorovanéultrastruktury bylo rozsahlé
diloUltrastructural Pathology (Chevill, 2009).

Vysledky analyzy jednotlivych vzorkl prostfednictvim TEM odpovidaji z hlediska
infiltrace neutrofily a sledované nekrozy vysledkim jiz zminénych histologickych studii
(Svackova, 2013; Kovarova, 2013; Divoka, 2014).

U vzorkti odebranych po 6 hodindch od aplikace roztoki bylo pozorovano jen
nékolik mélo neutrofill, a to pouze v piipadé¢ f-MLFKK-BAM s LPS, H-MLFKK-BAM s
LPS, f-MLF s LPS a samotného LPS. Naprosta vétSina nadorovych bunék nejevila znamky

poskozeni.
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Vzorky odebrané po 12hodinach od aplikace roztokd, a to f-MLFKK-BAM s LPS,
H-MLFKK-BAM, f-MLF s LPS a LPS, byly jiz z hlediska ultrastrukturalnich zmén
atraktivnéj$i. U jmenovanych vzorkd bylo sledovano vétsi mnozstvi neutrofilt, nekrotické
nadorové buiiky a fagocytoza.

Nejvétsi mnozstvi neutrofilt spoleéné¢ s pokrocilymi nekrotickymi zménami
nadorovych bunék bylo sledovano u vzorku obsahujiciho smés f-MLFKK-BAM + LPS,
odebraného po 24 hodinach od injikace.Béhem analyzytohoto vzorkubyla zaznamenana
frustrovand fagocyt6zanadorové buiky. Skute¢nost, Ze jde o frustrovanou fagocytdzu,
podporuje velikost nddorové buriky. Na zakladé pozorovani Heranta a kol. (2006) neutrofil
jiz neni schopen fagocytovat struktury o pruméru 11,2 pm. Rozlozeni granul v tésné
blizkosti cytoplazmatické membrany neutrofilu nebylo v tomto piipadé pozorovano
(Mitchell a kol., 2008).

Stran mechanismt bunééné smrti lze fict, ze nadorové buiilky po kontaktu s neutrofily
jednozna¢né podléhaji nekrdze (Berningausena a Leippe, 1997; Cheville 2009). U neutrofila
se jako pravdépodobnéjsi jevi apoptdza (Pitrak a kol., 1996; Rydell-Térmannen a kol.,
2006). U vzorku odebraného 12 hod od aplikace f-MLF byl pofizen fotograficky zdznam
fezu nadorovou butikouobsahujici v cytoplazmé fagozomy s buiikami v terminalni fazi
apoptézy. Jako chemoatraktant f-MLF vede jen ke slabé infiltraci nddoru neutrofily
(Janotova a kol., 2014). Malé mnozstvi neutrofili evidentné neni schopné nador né&jak
vyznamné poskodit a pravdépodobné dochazi k fagocytoze neutrofilti nadorovymi burikami,
oznacované jako "kanibalismus"(Caruso a kol., 2012).

Vysledky prace Faberové (in prep.) a Berger-Achituva (2013) poukazuji na
pfitomnost tzv. NETs v naddorové tkani. Tyto struktury nebyly béhem této ultrastrukturalni
analyzy pozorovany.

Zajimavym jevem v ultrastruktuie melanomu byly tzv. slozené melanozomy, jez jsou

vysledkem autofagie (Nakagawa a kol., 1984;Cheville, 2009)

vvvvvv

vysledkl (neuvedeno) pouzity pouze Cisté PBS pro jeden vzorek a smés f-MLFKK-BAM s
LPS pro druhy vzorek s umyslem dodatecného potvrzeni predeSlych vysledki. Béhem
dtivéjsiho pozorovani byla totiz u vzorku s f-MLFKK-BAM v kombinaci s LPS sledovana
natolik rozsahla a pokro¢ila nekroza, ze témét nebylo mozné rozlisit jednotlivé buiiky. V

tomto pokusu se ovSem pravé vzorek s f-MLFKK-BAM s LPS odebrany po 24 hodinéch
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osveédcil jako nejvhodnéjsi pro sledovani mechanismi plisobeni neutrofilii a je proto tieba
nutn¢ zvazit jeho stalé zaclenéni do pokusu se soucasnym zatrazenim vsech kontrol.

Vzhledem k velikosti odebranych vzorkii ve srovnéni s celym nddorem nebylo
provedeno zadné statistické vyhodnoceni dat jako v piipadé histologickych hodnoceni
(Svackova, 2013; Kovarova, 2013; Divoka, 2014). Bylo pouze sledovano, zda pozorovana
ultrastruktura je ¢i neni v souladu s histologickymi vysledky.

Pro dalsi provedeni ultrastrukturalni analyzy nadoru je nutné nalézt vhodnéjsi postup
pro pocatecni odbér vzorkl. V tomto pokusu byl proveden zkuSebni odbér pomoci Zziletky,
skalpelu a veterindrni jehly urc¢ené pro kozni biopsii (Kruuse, 3 mm). Z téchto tii nastroji se
paradoxné nejlépe osvédcila obycejnd ziletka. Odbér vzorku byl ovSem 1 tak velmi
zdlouhavy a dosti tézkopadny. Timto zplisobem bylo moZzné odebrat pouze jediny vzorek,
jelikoz se b&hem prace zbytek nadoru znehodnotil. Vysledky histologickych studii
(Svackova, 2013; Kovaiova, 2013; Divoka, 2014) jasné ukazuji, Ze infiltrace nadoru
neutrofily neni rovnomérnd, a tudiz by bylo vhodné z jednoho nddoru odebrat vzorka vice.
Dalsim duvodem pro nalezeni vhodnéjsi metody odbéru vzorku je i skute¢nost, ze doba
uplynuld od usmrceni mysi po vloZeni vzorku naddoru do fixa¢niho roztoku by méla byt co
nejkratsi, aby se zamezilo vzniku artefaktd a zkresleni vysledk.

Jako vhodngjsi pro sledovani mechanismt pasobeni neutrofilli na naddorové buiky
bychzvolila in vitro experimenty, kdy je moznost si uméle stanovit podminky, pfedevsim ve
smyslu mnozstvi neutrofili k mnozstvi nadorovych bunék. Tuto suspenzi bych
naslednénechala zafixovat zmrazenim metodou High Pressure Freefing, ktera podstatné 1épe
zachova bunéfnou ultrastrukturu (Lonsdale a kol., 1999). Ultrastrukturalni analyzou

samotného nadoru bych pak takto ziskané vysledky doplnila.
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6 Zavér

. nejvetsi protinadorovy ucinek byl zjistén v ptipade terapie pomoci f-MLFKK-BAM s
LPS, kde byly zaznamenidny nadorové builkky v pokrocilém stddiu nekrdzy,
fagocytdza nekrotickych zbytkii nadorovych bun¢k neutrofily a také "frustrovana

fagocytdza" nadorovych bunék.

. aplikace volného f-MLF vyvola slabou infiltraci nadoru neutrofily, ktera vSak na
nadorové mikrosprostiedi nema zasadni dopad a apoptotické neutrofily jsou

nadorovymi bunikami fagocytovany.

. NETSs (neutrophil extracelular traps) nebyly zaznamenany.
. byl dokumentovan vyrazny pleomorfismus nadorovych bunék.
. pro dalsi praci je tteba modifikovat metodu excize vzorku.
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