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Anotace:

Cilem piedlozené prace bylo pfispét k objasnéni pusobeni ligandi TLR a fagocytarnich
receptortl pii lécbé melanomu B16-F10 na myS$im modelu. Bylo testovano nékolik liganda
fagocytarnich receptori a jejich kombinace s lipopolysacharidem (LPS). Ligandy
fagocytarnich receptorii byly pouzity ve formé umoznujici kotveni do nadorovych bun¢k,

jednalo se o tyto slouceniny: f-MLFKK-BAMaggo, laminarin-BAMagp9, mannan-B AMaggo.

Ziskané vysledky potvrdily, ze dfive pozorovand mohutna synergie pusobeni LPS (aktivace
TLR4) a aktivace fagocytarnich receptort ligandy kotvenymi na nddorové buiiky nachazi na

histologické urovni vysvétleni v podobé rozsahlé nekrotizace nadorové masy.

Anotation:

The aim of submited Thesis was to contribute to illustration on effect of TLR and fagocytate
receptors in melanoma B16-F10 treatment with mouse model. Currently, a consequence of
different ligands of fagocyte receptors and their combination with liposacharide (LPS) was
tested. Ligands of fagocytate receptors was used in form enabled inside tumor cells anchoring.

It deals with these compounds: -MLFKK-BAMa4g9, laminarin-B AMygg0, mannan-BAMuygo.

Gained results confirmed that previously observed huge synergy of LPS (activation of TLR4)
and activation of phagocytic receptors by ligands anchored to tumor cells found the

clarification in the form of extensive necrotization of tumor mass at the histological level.
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1. Uvod.

wv s

Vroce 2010 bylo do Narodniho onkologického registru Ceské Republiky (NOR) nové
nahlaseno celkem 82 606 ptipadi zhoubnych novotvari a novotvari in situ, z toho 42 933
piipadi u muzi a 39 673 piipadit u Zen. Pocet nové zjisténych nadorit v absolutnim poctu
vzrostl oproti roku 2009 u muzi 1 u Zen ptiblizné o 4%. Také piepoctem na vékovy standard

incidence meziro&né vzrostla u muzi (o 2%) i u Zen (o0 3%).'

Prestoze incidence zjisténych novotvart (i z divodu celoplosnych onkologickych screeningli)
stale stoupa, lécba rakoviny neni stale tak uspésna, jak by bylo tfeba. Klasické chirurgické
odstranéni primarniho tumoru a prtiléhajici uzliny a ndslednd radioterapie a chemoterapie
cytostatiky, kdy tato 1écba sice stale poskytuje na zaklad¢ rozdilnych Casti déleni rakovinné a
zdravé bunky urcité vysledky, se neda ale povazovat za uspokojivou 1é¢bu. V soucasné dob¢
jsou na vzestupu moderni typy IéCby jako je hormondlni IéCba, biologickd 1écba a

imunoterapie. Dilezitou roli ma také podpurna terapie.

Jednou z moznosti imunoterapie je stimulace vrozené imunity pomoci molekul vyskytujicich
se na patogenech, tzv. Pathogen associated molecular patterns (PAMPs). Timto smérem se

ubirala i tato prace.



2. Melanom.

2.1. Puvod melanomu, fyziologie melanocytu a zabarveni kize.

Maligni melanom je jednou z nejagresivnéjSich lidskych malignit a je zodpovédny za téméf
60% letalnich piipadd rakoviny ktZe.” Jde o zhoubny nador vznikly znezralych
pigmentovych bunc¢k (melanoblasti). Tyto buiiky pochédzeji z neuroektodermu, proto se
melanomy mohou vyskytnout nejenom v kizi ale i naptiklad v o¢ni tkani, sliznici st nebo
genitalu. Z melanoblasti vznikaji béhem vyvoje jedince zralé melanocyty. U obratlovct jsou
melanocyty zodpovédné za zbarveni kize, vlasi a chlupti a za distribuci ¢ernohnédého
barviva melaninu do okolnich keranocyti.” Piedpoklada se, Ze kazdy jednotlivy melanocyt je

v kontaktu s vice jak 30 keranocyty.*

Typ melaninu syntetizovaného melanocyty je u savci regulovan geneticky, biochemicky 1
vn&j§imi podminkami.’ Odlignosti v pigmentaci kiize nejsou vysledkem rozdilného mnozstvi
melanocytid v pokozce, jak by se dalo predpokladat, ale v odlisné melanogenni aktivité a
nasledné typu produkovaného melaninu (Obr. 1). Eumelanin je produkovan a ukladén v
eliptickych melanosomech, oproti tomu pheomelanin je vytvafen v menSich okrouhlych
melanosomech. Buriky melanosomil u ¢ernochi maji mnohem del$i osy nez melanosomy u
bélochd (800 nm versus 400 nm). Existuji také spiSe jako jednotlivé subjekty, zatimco u

svétlych typt maji sklony tvofit clustery a fungovat jako komplex.®

Obr. 1: Tvorba melaninu u rozdilnych typi pleti.”
Barveno hematoxylin-eozinem. MnoZzstvi melanocyti je podobné, jednotlivé typy pleti se od sebe lisi
na histologické Grovni zejména mnozstvim vyprodukovaného tmavého barviva melaninu.



2.2. Fotoprotekce melaninu.

Typ syntetizovaného melaninu neovliviiuje jen vzhled a zabarveni kiize, ale zejména
melaninem zprostiedkovanou ochranu proti $kodlivému spektru sluneéniho zafeni.’ Podle
epidemiologickych dat lze ptedpokladat, Ze mezi pigmentaci kiize a incidenci sluncem
zpasobenych rakovin kiiZe existuje inversivni korelace®, b&lodi maji az 70 krat vyssi

pravdépodobnost ziskat touto formou rakovinu kiZe neZ jaké je u Gernocht’.

Ochraného efektu melaninu, obvzlasté¢ eumalaninu, je dosdhnuto jeho schopnosti slouzit jako
bariéra rozptylujici UV zéafeni a také jako absorp¢ni filtr redukujici penetraci UV skrz
epidermis.'® Tmava plet, ktera obsahuje vice eumelaninu neZ svétla kiize, je 1épe chranéna
proti poskozeni buné¢k UV zéafenim a tedy eumelanin ma vyssi fotoprotektivni G¢inky nez
pheomelanin. Melanin je u cernochii navic dvakrat ucinngj§i ve srovnani s bélochy

, . , o011
v zamezeni proniknuti UV-B zafeni.™

Melanosomy u tmavé pleti jsou resistentni
k degradaci lysosomalnimi enzymy, zistavaji tedy nedoteny a tvoii supranukledrni kapsule
v keratinocytech a melanocytech, coz vyznamné piispiva k fotoprotekci proti UV zarenim
indukovanému poskozeni bundk.'*" Oproti tomu v lehce pigmentované kiZi jsou
melanosomy degradovany a zlistava po nich ,,melaninovy prach® v superbasalnich vrstvach.
Tato redukce melanosomu ve vyssi vrstvé epidermis je povazovana za velice dulezity faktor
karcinogeneze, proto je dilezité najit kompromis mezi fotoprotekci kiize a karcinogenezi.

Dalsi dtlezitou vlastnosti eumelaninu je jeho funkce jako zachytavace ,,scavangera® volnych

radikala. '

De Winter'® zkoumal, jestli opakované vystaveni UV zafeni vede k fotoprotekci. Jeho studie
shrnuje, Ze vystaveni repetetivnimu UV zéfeni zvySuje pigmentaci a tloustku klize a snizuje
jeho nachylnost k erythemu o 75%. Podle Brennera’ fotoprotekce melaninem nezavisi pouze
na jeho mnozstvi, ale také na jeho distribuci v kizi. Provedl klinické studie s vice jak 90
osobami odlisnych etnickych pivodid (7 etnik) vystavil je zafeni 1 MED (minimalni
erytémové davee UV zafeni [J/cm?®], kterd vyvold do 24h zarudnuni u uréitého typu kiaze
v zavislosti na fototypu), poté provedl analyzu biopsii kiize. Tyto analyzy po ozatreni
ukazovaly, ze DNA poskozeni bylo vyznamné vétsi u svétlejSich (vice UV senzitivnich) typt
klze a vyznamné niz$i u tmavsich (vice UV resistetnich) typi, jak je ukazano na Obr. 2 a to i

piesto, Ze osoby s tmavsi pleti ptijaly pfinejmensim 3 az 4 krat vétS§i mnozstvi UV zafeni. Ve



vSech typech kiize se ukazalo poSkozeni DNA vyssi v hornich vrstvach epidermis, oproti
tomu niz3i vrstvy kize byly chranény oblastmi kiize obsahujicimi melanin.’

Ukazalo se také, ze UV zafeni neindukuje jen mén¢ DNA poskozeni u tmavsi pleti, ale také
vy$§i mnozstvi tvorby apoptotickych bunék. To naznacuje, Ze tmavsi plet je také vice u€inna

. , y . : . . F o1 716,17
v odstraniovani poskozenych bun¢k. Tato kombinace velice redukuje karcinogenni risk.” ™

e Sn
- N

Svétly typ- kontrola y Sveétly typ- UV Tmayy typ- UV

Obr. 2: Rekee kiize po UV ozéafeni v ramci rozdilnych barevnych typi kiize.

Kuze byla ozafena UV zafenim v davce 1 MED, které vyvolalo zlomy v DNA a tvorbu cyklobutano-

NS4

kize). CPD byly detekovany fluorescenéni technikou s pouzitim FITC-znafenych protilatek.
Vyznamné vys§i hladina CPD byla detekovana u svétlych typt kize ve srovnani s asijskym nebo
tmavym typem.

2.3.Melanin a karcinogeneze.

Melanin je vSeobecné povazovan za latku chréanici proti UV zafenim indukovanému
poskozeni bunék. Nicmén¢ melanin miize mit 1 toxické vlastnosti, obvzlasté po vystaveni UV
zéfeni."® V Korytowskiho in vitro pokusech'’ se ukazalo, Z¢ melanin je schopny reagovat s
DNA a vytvaret ROS (reaktivni kyslikové radikaly) po UVA ozafeni. ROS poté mize

zpasobovat jednofetdzcové zlomy v DNA bungk kize.'”

Pheomelanin ma oproti eumelaninu sklony k fotodegradaci a piispiva k poskozeni po UV
zéfeni tim, Ze miZe generovat peroxid vodiku a superoxidové anionty.”" ** ** Navic je
pheomelanin spojen s vyS§im mnozstvim apoptotickych bunék vzniklych v reakci na UV
zéteni®* Pheomelanin také zvySuje uvolfiovani histaminu, ktery piispiva k vytvofeni
erythemu a edemu po vystaveni slunci u osob se svétlou pleti.”” B&hem in vivo studii na
mySich se ukdzalo, ze melanin a obvzlasté¢ pheomelanin je UVA a UVB senzitizér, ktery
zptisobuje bunéénou smrt. *° Streutker piisel na to, Ze albindzni jedinci s deficitem tyrosinazy
v melanocytech (které tedy nemohou produkovat melanin) maji vétsi sklon k rakoviné ktize
nemelanomového typu a zarovefi maji niz§i incidenci maligniho melanomu.?’ Proto je mozné,

7e pheomelanin ma slabé karcinogenni uéinky piispivajici k tvorb& melanomu.’
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Celkoveé miizeme konstatovat, ze lidska kize si vyvinula dva hlavni mechanismy obrany proti
poskozujicim vlivim UV zafeni: zesileni kiize a stimulace syntézy melaninu. Schopnost
piizpusobit obsah melaninu obsazeného v burikach epidermis po vystaveni UV zafeni je
zalozena na individudlnim melanogenim potencialu, ktery ma souvislost s trvalym

, owv ]
zabarvenim kaze.

2.4. Maligni zvrat z nevu na melanom vs. vznik de novo.

Klinické a histologické studie naznacuji, ze melanom se mize vyvinout z pigmentového névu
(matetského znaménka). V téchto datech pacientl se procento melanomu vzniklych z jiz diive
existujiciho névu pohybuje mezi 18% az 85%.”* Bylo prokézano nejenom zvétieni névu, ale
také napiiklad piitomnost barevnych zmén oproti piedchozimu loZisku.? Tyto barevné zmény
neprobihaji rovnomérné pies celé materské znaménko, ale misty se objevuji aktivnéjsi
svétlejsi projasnéna mista a regresivni namodralé az zarudlé oblasti.’® Za dal§i znaky
malignitho zvratu jsou povazovany jasné¢ neohraniCené okraje, bolestivost nevu a jeho

krvacivost.

Pfestoze procentudlné maji melanomy spojitost s nevy, vétSina studii demonstruje, Ze vice jak
polovina melanomti se objevuje de novo. Aktudlni riziko, ze se jakykoliv nevus transformuje
na melanom, bylo odhadnuto na velice nizké.*' Toto bylo potvrzeno i v rozsahlych studiich
roku 2003 (841 muzh a 739 Zen ve vékovém rozpéti od 11-95 let; rozméry tumoru 0.05-17,4
mm), kdy jen 26.2% melanomi bylo histologicky prokazatelné asociovdno s nevy. Z tohoto
mnoZstvi bylo 43.0% spojeno s dysplastickymi nevy a 57.0% s dal$imi typy nevi.’' Podrobné

vysvétleni jednotlivych typi melanomu nasleduje v kapitole 2.8. Histologie melanomu.

Soucasnad literatura tedy povazuje maligni zvrat névu spiSe za minoritni (s nejvyssi
pravdépodobnosti vzniku u dysplastického pigmentového névu) a ukazuje, Ze véEtSina

melanomtl vznikéd de novo z piivodné zdravé tkané.

Odhaduje se, ze 2-8% populace ma na téle tento dysplasticky nevus. Proto je tfeba vénovat
vice pozornosti tomuto typu névu jako prekurzoru a rizikovému faktoru pro maligni zvrat
v melanom.” Tito pacienti tvoii geneticky i fenotypicky heterogenni skupinu se soutasnym
rizikem melanomu zavislym na faktorech jako je mnozstvi dysplastickych névl na téle a jestli
se dysplasticky névus nebo melanom objevil jiz diive v rodinné anamnéze pacienta.’”>’
Nejenom piitomnost dysplastického névu, ale také zvySeny pocet béznych ziskanych

4 . . v ’ .. . 29 34
znamének, je spojen se zvysenym rizikem pro vznik melanomu.*?
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2.5. Rizikové faktory pro vznik melanomu.

Existuje komplex interakci exogennich faktora prostiedi a endogenich faktort, které ovliviiuji
vznik melanomu. VétSina piipadd (vice jak 65%) je spojena se Skodlivym UV zédfenim.
Predevsim jde o kratkodobé intensivni slunéni az spaleni ktize. DalSimi rizikovymi faktory je
bleda plet, blond nebo rezaté vlasy, mnozstvi pih a sklon se spalit a hif se opalovat
(phototyp1-3)." 3> 3¢ Dale k témto faktorim pati{ i dfiv&j§i diagnostika melanomu u jedince
nebo v rodingé, vétsi mnozstvi mateiskych znamének, nalez dysplastickych névi nebo névi
vétsich jak 6 mm.” **¥-3% Dale jde také o jedince s porusenou obranyschopnosti, napiiklad
po transplantacich u autoimunitnich nemoci, kdy tito pacienti absolvuji dlohoudobou lécbu
immunosupresivy. Mezi dalsi faktory vSeobecné u rakovin kize se také fadi muzské pohlavi a

XL 1,37
vyssi vek jedince.

2.6. Epidemiologie melanomu.

Jak jiz bylo psano vySe, melanomem a jinymi typy rakoviny kiize trpi zejména populace se

svétlejSim typem pleti, tedy zejména evropské staty.

V Ceské Republice bylo v roce 2010 diagnostikovano 22 642 ,,melanomu a jinych zhoubnych
nadort kize* (dg. 43 a 44), kdy incidence u muza byla 228,7 muza s ndlezem / 100 000 muzi
a incidence Zen 202,4 Zen s nalezem / 100 000 zen. Z tohoto mnozstvi bylo 2 058 nalezl
klasifikovano jako ,,zhoubny melanom kuze* (dg. 43). Incidence ,,zhoubného melanomu

kiize“ vzrostla mezi 1éty 1970- 2010 v CR (Tab. I) u muZi 0 6,8% a u Zen o 6,2%."



Tab. I: Vyvoj incidence novototvarti v letech 1970-2010 (Data ptevzata z Novotvaritt 2010 Narodniho
onkologického registru CR)."

Rok | Diagnéza C43-Zhoubny | Diagnoza C44-Jiné

' melanom kiize : zhoubné nadory ktize

| Zeny Muzi ' Zeny  Muzi
1970 165 151 11884 1784
1975 i279 249 12610 2492
1980  i281 284 12731 2709
1985 1324 306 13172 3240
1990 1422 412 13294 3491
1995 1695 573 14990 5132
2000 (724 734 15965 6183
2001 1732 756 16382 6456
2002 {819 770 6704 7286
2003 1855 863 {7154 7460
2004 {811 849 17355 7827
2005 1946 916 18003 8692
2006 835 934 17930 8680
2007 11041 1003 19043 9734
2008 1887 1020 18997 9525
2009 977 1127 19153 10029
2010 1028 1030 19811 10773

V Evropé se Ceska Republika v roce 2012 zafadila v odhadované incidenci melanomu u
muzii na 8. misto hned za év;’zcarskem, Norskem, Svédskem, Holandskem, Déanskem,

Slovinskem, Finskem. Incidence je asi o tfetinu vy$§i neZ priimérna incidence v EU.*®

2.7. Histologie a fyziologie kiiZe.

Znalosti a porozumnéni histologii a funkcim zdravé kuze jsou dilezité pro dalsi podrobnéjsi
studium dermatopatologie, kam v nasem pfipadé melanom spadd. Klize je sloZzena z bunék
srozlicnymi  funkcemi zahrnujicimi mechanickou ochranu, fotoprotekci, vyzivu,
metabolismus a regeneraci. Kize je rozdélena do dvou zietelné¢ oddélenych ale funkéné

spolupracujicich vrstev (epidermis and dermis).

Epidermis je slozena primarné z keratinocyti (>90%) s minoritni populaci Langerhansovych

bunék, melanocyti a neurodermalnich télisek (Merkelovych buné€k). Architektonicky je

epidermis pod povrchem bohat4 na bunky s invaginaci smérem dolii oznacovanou rete-ridges



a interdigitalni mesenchymové buriky tzv. dermalni papily. Epidermis je odd€lena od dermis
strukturalng i chemicky sloZitou basalni membranou.” Jednotlivé vrstvy epidermis jsou

podrobné popsany v nasledujicim odstavci a pro nazornost jsou zobrazeny na Obr. 3.

<mmm Zrohovatéla vrstva

Dlazdlcobunééné vrstva |

:"\ ‘l‘; Sy % & L : 3 . EN ' ‘.l‘\‘
A LEE ‘. .

3 Basélnl vrstva ﬂ e

..g, ¢ N el = e )

4 odI|§ne typy bunék: Keratmocyty, Melanocyty, Langerhansov bunky, Merkelovy bunky

Obr. 3: Histologicky fez epidermis a jeji rozvrstveni. * Barveno hematoxylin-eozinem (HE).

Keratinocyty, zakladni buniky epidermis, obsahuji mezibunécné mosty a dostate¢né mnozstvi
cytoplazmy. Jsou uspotaddny do 4 vrstev: basdlni vrstva (stratum basalis), dlazdicova
bunécna vrstva (stratum spinosum), granuldzni vrstva (stratum granulosum) a zrohovatéla
vrstva (stratum corneum). Termin stratum malphigii je pouzivan na nizsi 3 vrsty, které

obsahuji bazalni, dlazdicové a granularni buiiky a tvoti jaderné zivotaschopnou epidermis.

Bazalni buiiky (stratum bazalis) tvoii jednu sloupcovitou vrstvu, kterd lezi podél dlouhé osy
kolmé k délici linii mezi epidermis a dermis. Casto obsahuji pigment melanin z piilehlych
melanocytti. Rozsah a distribuce tohoto pigmentu odpovida barvé kiize. Bazalni buiiky jsou
navzajem propojeny jedna s druhou a nad nimi lezicimi dlazdicovymi buiikami pomoci
mezibun&énych mistkd (desmosomd viz. Obr. 4).%

Bunky dlazdicové vrstvy (stratum spinosum) jsou obvykle 5-10 vrstev Siroké. Tyto burky

jsou oddéleny mezerami, které jsou predéleny desmozomy. Smérem k povrchu se stavaji vice

zplostélé. Buniky granuldézni vrstvy (stratum granulosum) jsou zplostélé a jejich cytoplazma je

vyplnéna keratohyaluronickymi granulemi, které jsou silné bazofilni a nepravidelné co do
velikosti 1 tvaru. Sitka granulozni vrstvy v normalni kiizi je v§eobecné umérna §ifce rohové
vrstvy (stratum corneum). Buiiky normdlniho stratum corneum jsou bezjaderné, tedy

prakticky mrtvé.*



Obr. 4: Desmozomy v dlazdicobun&éné vrstvé.*’ Barveno toluidine blue metodou.

Melanocyty — jsou butlky jasné (vlastné jde o artefakt fixace - cytoplazma se smrstuje a
soustiedi se kolem jadra a tim vytvari prostor). Melanocyty vytvafi pigment melanin.
Melanocyty vypadaji jako malé buiky. Obvykle se nachdzi v blizkosti bazdlni vrstvy.
Dochazi v nich k drobnym cytoplazmatickym procestim, kdy dochazi k pfenosu melanozomu
(obsahujicich granule melaninu) ze sousedicich keratinocyti do dalSich pftilehlych
keratinocytti. Z tohoto divodu vétSinu pigmentu v buiikach najdeme spiSe v keratinocytech
nez v melanocytech. Melanocyty jsou odvozeny z neuroektodermalni liSty a piesouvaji se
béhem vyvoje do svého konec¢ného umisténi v epidermis. Tento sklon k cestovani se mize
podilet na potencialu melanomi metastazovat. Jednotlivy melanocyt je pfipojen k asi 36

keratinocytm, tento Gtvar se nazyvé "epidermalni melaninové jednotka".”

Obr. 5: Melanocyty v kazi. *

Barveno hematoxylin-eozinem. (M) melanocyt.




Langerhansovy buiiky (Obr. 6) jsou pojmenovany po Paul Langerhansovi a jsou umistény
tésné nad sttedem patefnim zony epidermis. Jde o antigen presentujici dendritické buriky,
které se podili na imunitnim dohledu. Z divodu leps$i prezentace antigentli se Langerhansovy
buiiky pohybuji mezi keratinocyty. Aby k t€émto pohybim mohlo dojit, musi v téchto
buiikédch probihat rozsahlé cytoplazmatické procesy. Langerhansovy buiiky jsou mensi nez

keratinocyty, ale obsahuji relativné velkou cytoplazmu. Obvykle se nachazeji uvniti vrstvy

spinosum basale.*

>
® "
Obr. 6: Langerhansovy buiiky. *
Barveno hematoxylin-eozinem. (L) Langerhansovy burky, (CP) cytoplasmatické vybézky.

Merkelovy buiiky jsou pojmenovany po Friedrichovi Merkelovi. Jde o unikatni malé burniky
na bazi epidermalni rete-ridges spojené s nervovymi zakoncenimi v epidermis. Jejich funkci

je hmatovy vijem.*’

Druha vrstva kiize se nazyva dermis. Sklada se z husté vlaknité pojivové tkané€, jejiz
prevaznou slozkou tkané je kolagen. Obsahuje piedevsim kolagen typu I a III. Tato struktura
kolagenovych vldken slouzi jako zaklad pro vytvofeni dvou vrstev dermis (papilarni a
retikularni vrstva).

Papilarni vrstva dermis pfiléha k pokozce a skladd se z relativné malych, jemné

strukturovanych kolagenovych vldken. Tato vrstva je pojmenovana po dermalni papile
(vystupku dermalni pojivové tkané na bazi epidermis).

Retikularni vrstva dermis lezi pod papilarni vrstvou a sklada se z vétSich a hrubéji

tvarovanych kolagenovych vlaken (jako sit’).*

Pojivova tkan dermis slouzi, stejné jako bézné pojivové tkané v celém téle, k nékolika riznym

funkcim. Tuha kolagenni vldkna a pruzna elasticka vldkna zaji§t'uji mechanickou pevnost pro
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plet. Baze dermis slouzi jako podklad pro Sifeni zivin a odpadnich latek az do riznych jinych
tkanovych komponent. Zirné buiiky, lymfocyty a makrofigy v pojivové tkani maji dalezitou
funkci pro imunitni systém. Dermis spolu s pfidruzenymi cévami a nervy je schopna aktivné
reagovat na poskozeni, kdy vysledkem je obranna reakce zanétu, po niz ndsleduji hojivé

. 39
procesy, rist a opravy.

V dermis se nachazi také elasticka vldkna, podkozni tuk a epidermalni zlazky, vlasové
folikuly, nehty a volna nervova zakonceni. Elasticka vldkna syntetizovana fibrocyty tvoii asi
30% suché hmotnosti dermis. PodkoZni tuk, slozeny z adipocytli, tvofi primarni mikrolobuly.
Agregaci primarnich mikrolobulli (microlalickil) vznikaji sekunddrni lobuly, obklopené
prstencem bunék. Tomuto utvaru se fika septum trabeculae. Tepny a zily v podkoznim tuku

jsou umistény v hlavni vlaknité (fibrozni) sept&.*’

Specializované struktury kuze.
Kize obsahuje, jak jsem wuvedla vySe, né€kolik specializovanych struktur
potni zlazy, mazové zlazy, vlasové folikuly, nehty a nervova zakonceni. Na Obr. 7 vidite tyto

specializované struktury ve zjednoduseném schématu fezem kiize.”

/ / o Epdormis

-:]Derm papila

Epidermis
Dermis . PgDarmis
Mazova zI. U Arrector pili
Hypodermis Potni zlaza
Vias.folikul . - )
Vias.kofinek ~ ’ Hypodermis

Obr. 7: Specializované struktury kize. *°

Potni Zlazy jsou jednoduché tubularni z1azy. Sekre¢ni Cast zlazy sah4 hluboko do dermis, kde
se tento tubus sto¢i do pomérné kompaktniho klubicka. Tento dukt komunikuje s vnéjSim
prostiedim diky prekryvani dermis a epidermis. Sekrecni c¢ast se sklada z velkych

kuboidalnich (krychlovitych) bunék. Podél nich se nachazi vnotfené svalové buiiky. Po jejich
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kontrakci dochdzi k vylouceni potu. Buiky tvofici dukt jsou obvykle dvouvrstvé
stratifikované kuboidalni epitelové bunky. Tyto bunky jsou zbarveny intenzivnéji nez ty
obsahujici sekrecni ¢asti duktu. Primarni funkci potnich zlaz je poceni, které v zasad¢ slouzi
k ochlazovani téla odpafovanim (termoregulaci). Z tohoto divodu je mnozstvi potu
regulovano v zavislosti na t&lesné teplot&.*’

Potni zlazy maji vliv i na mnozstvi vody uvnitt bun€k a na iontovou rovnovahu. Piestoze pot
obsahuje siil, za normalnich okolnosti pot, ktery vychazi z povrchu kiize ma nizsi koncentraci
soli nez ptivodni tekutina produkovana sekre¢nimi buiikami potni zlazy. Je to diky tomu, Ze se
stil vstiebava duktem. Uéinnost této reabsorpce soli se fidi aldosteronem v reakci na télesnou
balanci soli.

Existuji dva druhy potnich zlaz, obyCejné ekrinni potni zlazy (na vétSin€ téla viz. Obr. 8) a
velké apokrinnni potni zldzy (v axilarni, pubické a perianalni oblasti viz. Obr. 9). Oba typy

potnich Z14z maji stejny zakladni tvar, apokrinnni Zlazy maji ale vy3§i butiky a v&t§i pramar.
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Obr. 8: Ekrinni potni zlaza. *
Barveno hematoxylin-eozinem. (S) potni zlaza, (D)ductus, (M) melanocyt.
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Obr. 9: Apokrinni potni Zlza nachazejici se u vlasového folikulu.*
Barveno hematoxylin-eozinem.

Vlasové folikuly jsou tubularné invaginované linie stratifikovaného dlazdicového epitelu
podobného epidermis. U bazalni casti kazdého folikulu dochazi k procesim bunécného
déleni, rastu a zrani bunck, kdy se znich v podkozi stava valcovity sloupec mrtvych,
zrohovatélych  bunék  (vlasu), které jsou postupné¢ vytlacovany z  folikulu.
Vlasové folikuly jsou spojeny s mazovymi zldzami, stejné¢ jako s volnymi nervovymi
zakonCenimi a hladkym svalstvem (pilosebacedzni aparat). Sit nervovych zakonceni
rozpozna vychyleni vlasu a také fidi napifimeni vlasu ("husi ktize"). Toto napiimeni vlasu je
ovlivnéno malym svazkem hladkych svalovych bun¢k, tzv.pili arrector, pfipojenych k
pojivové tkani v plasti kolem kazdé mazové zlazy vlasu. Mazové zlazy sekretuji tuk do okoli
vlasu. Vlasovy rast je pomérné komplexni, coZ ma za nasledek zna¢né rozli¢nosti ve fazich
ristu vlastu (tj. faze ristu, regrese, odpo¢inku).” Na Obr. 10 mizete vidét jednotlivé &asti

vlasu a okolni struktury.

TP 3 ] . =1
. 'E.;zﬁ : AAAIQID ST ~ hafl]
Obr. 10: Vlasovy folikul. * Barveno hematoxylin-eozinem. (F) vlasovy stvol, (G) mazova zlaza, (M)
arrector pili.
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Mazové zlazy (Obr. 11) jsou spojeny s vlasovymi folikuly. Histologicky jsou mazové zlazy
zcela odlisné od vSech ostatnich zlaz. Jsou holokrinni, coz znamend, Ze béhem sekrece je
vyluCovana cela bunka. Proces této holokrinni sekrece se podoba zrani keratinocytli. Bunky
vzniklé mitézou u zakladu zladzy jsou vytlaCovany nové vznikajicimi butikami smérem k
povrchu. Po cesté se bunky plni lipidy a poté odumiou. Sekrece se tedy sklada z produktt
rozpadlych bunék 1 z bunék samotnych, které jsou posunuty do lumenu piidruzeného
vlasovému folikulu. Takze v podstaté jsou mazové zldzy malé skupiny bunck epidermis, ve
kterych se hromadi maz (smés lipidl). V umirajicich bunikach mazovych Zzlaz mizeme

pozorovat typicky vzhled pyknotického jadra jako jednoho z rysti bunécné smrti.”
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Obr. 11: Mazova Zlaza u vlasového folikulu. *°
(F) vlasovy folikul, (G) mazova zlaza, (p) pyknotické jadro.

Inervace kiize.

Klze je bohaté inervovana. Senzorické nervové zakonceni reaguji na tlak, vibrace, teplo,
chlad, svédéni, bolest. Motorické nervové zakonceni ovladajici pritok krve, sekreci potu a
vzpiimeni vlasu. Jde o n€kolik typtd inervace: volna nervova zakonceni, Merkelovy dotykova
téliska, Meissnerova té€liska, Paciniho té€liska, Ruffiniho nervovd ukonceni a receptory
vlasového folikulu. *

Volna nervova zakonceni konci v epidermis a pronikaji témét az do stratum corneum.
Merkelova dotykova téliska jsou nervova zakonceni spojené s Merkelovymi butikami na
bazi epidermis v lysé kuzi dlani a chodidel. Meissnerova téliska jsou zapouzdiena nervova

ukonéeni v dermalni papile, nejcastéji v palmarni a plantarni kiizi, obvzlasté¢ v koneccich
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prsti. Paciniho téliska se nachazi hloub¢ji v dermis, jde o jednoducha nervova zakonceni, ale
kazdé je obkolopeno multilamelarni ovalnou strukturou pfipominajici cibulku. Paciniho
téliska reaguji na tlak. Ruffiniho nervova ukon€eni maji ¢etné jemné vétveni vychazejici z
jednoho axonu s tenkou kapsuli naplnénou tekutinou. Receptory vlasového folikulu jsou
nezapouzdiend nervova zakonceni omotana kolem vlasovych folikuli.

Papilarni vrstva dermis je bohat¢ zdsobovana kapilarami, vétsi cévy se mohou vyskytovat v
hlubsich vrstvach dermis. PokoZka nepotiebuje vysoce zdsobit Zivinami ani kyslikem, tato
bohata vaskularni sit’ slouzi pfedevsim k regulaci télesné teploty. Regulace mnozstvi krve
proudici povrchovymi kapilarami umoznuje bud’ zachovani nebo snizeni teploty téla.
Arteriovendzni bypass, fizeny sdruzenymi svérac¢i, umoznuje piimy presun krve z tepen do

7il. K tomuto dochazi v hlubsich i povrchovych vrstvach dermis.™

2.8. Histologie melanomu.

Histologicky rozliSujeme n¢kolik typtt melanomu: superficial spreading melanoma, nodular
melanoma, lentigo maligna melanoma, acral lentiginous melanoma a mucosal lentiginous
melanoma. Nejcastéji se vyskytuje superficial spreading melanoma (SSMs)- superficialné
roz8ifeny melanom (75% vSech melanomt). Mezi epidermis u tohoto typu melanomu
muzeme vidét zmeény ve strutute jako je slabé ohrani¢eni melanocytl, kdy jsou jednotlivé
melanocyty neorganizovan¢ a abnormalné distribuovany, dale pfitomnost melanocytti nad
bazalni vrstvou (tzv. Pagetoidni rozsifeni/migrace) a dyskompaktni (ne pospolu drzici) shluky
melanocytti. Tento podtyp melanomu je charakterizovan laterdlnim rozSitenim malignich

o . . . oy . , r . . r [ 1onr : 41
melanocytlti mezi epidermis. Pro srovnani u benigniho névu jsou velmi ostré lateralni okraje.

Epidermalni melanocyty u tohoto typu melanomu jsou neorganizovan¢ distribuovany. Je také
bézné, ze jednotlivé buriky jsou navzajem ptilehlé do shluki bunck v blizkosti jesté mensich
shlukii podél rete ridges az dokonce v suprapapilarni vrstvy. Benigni melanocyticka
proliferace je oproti tomu charakterizovana pravidelné rozprostfenymi shluky melanocytt
omezenych pouze na bazi ofrete ridges. Dal§im znakem superficialné rozSiteného melanomu
je Pagetoidni migrace melanocytdi, kterd ma sklony rozsifit se do Sitky léze, zatimco u
benigniho névu je tato migrace spiSe ohniskova. Miizeme se také setkat s Pagetoidni migraci
ve stfedni vrstvé epidermis ve vietenovitych ,spindle” a epiteloidnich burnikdch névu na
genitalu a kongenitalni névech. Ve vSech téchto ptipadech jsou Pagetoidni buiky

. , Pl XL it 1L 41
lokalizovany v centralni ¢asti léze.
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Intraepidermdlni melanomové buiiky jsou cCasto velké s bohatou eosinofilni cytoplasmou,
vesikuldrnim jaddrem a velmi objemnym eosinofilnim jadérkem (muize byt i multiplicitni).
Buriky jsou pleomorfni a lze v nich najit mitézy. Mén¢ Casté maligni butky mizou byt i
mens$i a vyznamné hyperchromatické s malym mnoZstvim cytoplasmy (small nevoid
melanoma). Buriky kize u tohoto typu melanomu nejsou vyzrdlé, maji nizkou mitotickou
aktivitu a nerovnomérnou zanétlivou odpoveéd, prilezitostné i s fibrozou s neovascularizaci
Obr. 12. Jakmile se buiiky melanomu roz$iti do papildrni dermis, zmensi se tak, Ze
cytoplazma, jadro i jadérko nejsou tak dobie rozpoznatelné. Melanocyty pii bazi bézného
névu pripominaji ponckud vetsi lymfocyty. V oblasti papilarni dermis se vyskytuji pomérné
velké shluky melanocytii. Pti priniku névu do nizSich vrstev klize se shluky melanocytt

zmensi. ¥

Zanétliva reakce mize také slouzit jako podplirna diagnéza melanomu. Asymetricky zanétlivy
infiltrat Casto obklopuje invazivni melanomy, ale je neobvykly u benigni melanocytické
proliferace (Obr. 13). V infiltratu se také vyskytuji lymfocyty, které nasledné zptisobuji
nekrézy bun¢k melanomu. Regrese je také ¢asto pritomna u mnoha invazivnich melanomu. Je
definovana jako c¢asteCna odpovéd hostitele na maligni neoplasma vyustjici v loziskové
zeslabeni procesu. Histologicky jsou tyto zmény podobné jako pii tvorbé jizev a jako
nasledek vznika loziskova expanze papilarni dermis. Vyskytuje se zde také zvySeni krevniho

z4sobeni.*!
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Obr. 12: Superficialné rozsifeny melanom.*'

Barveno HE. Na obrazku vlevo- nahodné rozmisténé atypické melanocyty (jako samostatné bunky i
v hnizdech) na vSech tGrovnich epidermis. Na obrazku vpravo- hojné se vyskytujici Pagetoidni bunky.
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Obr. 13: Superficialng rozsifeny melanom-regrese, fibroza, infiltrace. *'

Barveno HE. Nalevo- velice Casta regrese charakterizovana ztratou intraepidermalnich melanocyti,
neovaskularizace, fibrézy a husty infiltrat lymfocytd a melanofagli. Napravo- hostitelska imunitni
odpoveéd..

Obr. 14: Superficialné rozsifeny melanom-vyrazné jadérko. *'
Barveno HE. I vnizsich vrstvach epidermis je u melanocytii patrné vesikularni jadro a vyrazné
jadérko, coz je znakem nedostatecné zralosti t€chto bunék.

Dal$im relativné béznym typem melanomu je nodular melanoma- nodularni melanom. Tento
tumor se nejcastéji vyskytuje ve stfednim veéku a nachdzi se spiSe na trupu téla. Nodularni
melanomy maji vét§inu spole¢nych ryst spoleénych se superficialné rozsifenym melanomem
(SSMs), ale lisi se vjednom vyznamném rysu- noduldrni melanom nevykazuje Sifeni

v lateralni oblasti. *!

Ve skutecnosti je tento typ melanomu velice ostfe ohrani¢en. Navic se slozky dermis

neroz$ifuji lateraln¢, spiSe vznikd ostra demarkacni linie mezi epidermis paralelné
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s rozsitenim tumoru v dermis. To také koresponduje s klinickym vzhledem tohoto
neoplazmatu a také s faktem, ze tento typ melanomu ma horsi prognoézu, ovSem srovnatelnou
se superficialné rozsifenym melanomem o stejné hloubce invaze. Nicméné nodularni
melanom nema radidlni rist jako SSMs- buiiky pod invadujici dermis vstupuji okamzité do
vertikalni riistové faze, coz koresponduje s rapidnim ristem a rychlym metastazovanim tohoto
typu melanomu. U vétSiny noduldarnim melanomu je tento agresivni riist smérem do spodnich
vrstev ziejmy z obrovskych dermalnich shlukl a vrstev cytologicky atypickych melanocyti.
Noduldrni melanomy jsou charakterizovany epiteloidnimi melanocyty s velkou cytoplazmou,

vesikularnim jadrem a vyraznymi jadérky.

Pagetoidni buiiky nejsou tak hojné jako u SSMs. Ulcerace (zviedovaténi) je ale u tohoto
melanomu béznd. Kozni slozky nodularniho melanomu jsou histologicky nerozlisitelné od
SSMs melanomu ve vertikalni ristové fazi. Melanocyty jsou zvétSené s vyraznym casto velmi
eosinofilnim jadérkem, které ale nema Z4dné sklony pro maturaci. Mitotickd aktivita se
pohybuje od velmi vysoké az k velmi nizké Velké vrstvy bun€k nahrazuji dermis se ztratou
formace shlukd (hnizd). Casto miizeme také vidét regresi. Je v celku b&Zné, Ze melanocyty
vykazuji mezi normalnimi dermélnimi butikami rozlicnou histologickou morfologii: buiiky
spiralovitého tvaru, epiteloidni buriky a isolovana populace balonovych bunék (obsahuji
lipidem naplnénou cytoplasmu). Ve vétsiné ptipadi diagnostika tohoto typu melanomu neni

obtizna.*!
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Barveno HE. Nalevo- ostra ohrani¢eni mnozicich se melanocytid charakteristickd pro tento typ
melanomu, rozsahla proliferace atypickych melanocyti v dermis. Napravo- vyznamné atypické
obvykle epiteloidni melanocyty, ¢asto nezralé s Casto pozorovatelnou mitotickou aktivitou.
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Lentigo maligna a lentigo maligna melanoma representuji témei vyhradné melanomy situované
na hlavé a krku u starSich osob. Existuje nékolik rysu odlisujicich tento typ od piedeslych
dvou: epidermis je atroficka (poskozeni sluncem), Pagetoidni rozsifeni melanocyti je u tohoto
typu neobvyklé a je k vidéni spiSe pii progresi tohoho onemocnéni spole¢né s invazi do
dermis. Cast&jsi jsou ale splyvajici melanocyty podél dermalni epidermalni junkce, Gasto
rozsifujici se hloubéji do epitelia dermis.

Buriky jsou bézné hyperchromatické a malé. Jaderny chromatin je husty a jadérka nejsou tak
Zasto dobie rozpoznatelna viz. Obr. 16 nalevo. Casto jsou oviem ptitomné vicejaderné buiiky
melanomu (zahrnujici ,,starburst form*) viz Obr. 16 napravo. RozlisSeni od ,aktinické
melanocytosy* (zvySujici meziepidermalni melanocyty sekundarné po slune¢nim ozéfeni) je
velmi obtizné. Melanocyty maji sklony byt hyperchromatické a lehce zvétSené a nelisi se

vyznamn¢ od jejich malignich kolegti. Hlavnim rysem pro rozliSeni je mnozstvi Pagetoidnich

migrace a roz§ffeni melanomu smérem doli koznim lalokem. *!

Lentigo maligna melanoma je melanom invadujici do dermis. U tohoto subtypu melanomu je
dermis bez vyjimky charakterizovana vyznamnou sluneéni elastézou. Casto se zde nachézeji i
rozvolnéné cévy v oblasti superficialniho vaskularniho plexu. Atypické melanocyty jsou
pritomny jako hnizda (shluky) a jednotlivé buiky v kiizi. Kozni melanocyty jsou nejcastéji
béZné zobrazeny ve vietenovitém tvaru. Buiiky jsou hyperchromatické a né¢jakym zptisobem
atypické, Casto bez jadra a vyrazného eosinofilniho jadérka, které mtizeme vidét u jinych typt
melanomu, Obr. 17 nalevo. Stejné jako u jinych typl melanomu je mitoticka aktivita Casto
lehce prokazatelna. Vietenovité tvarované melanocyty jsou u cév mezi retikuldrni dermis a je
na nich také vidét perineurdlni invaze. V tomto piipadé takto vyrazné cévy maji pro
diagnostiku kli¢ovou roli, Obr. 17 napravo. Buiiky melanomu mtzou byt nalezeny osamocené
i pfi stromdlni proliferaci. Stroma klize je mucinozni srozlicnymi stupné¢ bunécnosti
(cellularity) nebo relativné sklerotické. V nékterych ptipadech (desmoplasticky melanom)

. . croro s ‘ v . 7 e s s ~oroes 41
jsou invadujici nadorové buiiky velmi drobné a pfipominaji koZni jizvu.
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Obr. 16: Lentigno maligna melanoma.*'

Barveno HE. Nalevo-Lentigo maligna je charakteristické jednotlivymi melanocyty sdruzenymi podél
dermalni epidermalni junkce a také u koznich zlaz. Melanocyty jsou malé a hyperchromatické,
nevyskytuje se Casto Pagetoidni migrace. Vzdy jsou ale pod vrstvou sluneéni elastdzy. Napravo-
vicejaderné buiky tohoto typu melanomu (starburst cells).

Obr.17: Lentigno maligna melanoma.*' Barveno HE.
Nalevo- proliferace civkovitého (vietenovitého) tvaru, hyperchromatické melanocyty.
Napravo- atypické melanocyty krouzici okolo zvétSenych cév v retikularni dermis.

Acral lentiginous melanoma — akralni lentigdzni melanom je relativné ne pfili§ Casto se
vyskytujici typ melanomu, nachdzejici se na akralnim povrchu. Tyto tumory ¢asto vznikaji na
nehtovém lazku pod nehtem a proto jsou casto nalezeny az v pozdnich fazich choroby. U
tohoto typu melanomu jsou melanocyty ptitomny v hnizdech (shlucich) a také jako jednotlivé
buiiky podél dermal epidermal junction. Pagetoidni migrace smérem nahoru je rozsifena
v celé Sifce 1éze. Pagetoidni rozsiteni je také vidét u benigniho akralniho névu, ale v tomto

ptipad¢ je také mnohem vice omezené a ma sklon byt také drobné;jsi a vertikalné orientované.
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Intraepidermalni melanocyty pfipominaji melanocyty u lentigo maligna. Jsou nejcastéji

hyperchromatické a spirdlovité. Jadérka nejsou prili§ viditelna (Obr. 18).4

Dermalni invaze je charakterizovana proliferaci vietenovitého tvaru a hyperchromatickymi

melanocyty v kiizi. Je zde také vyznamna tendence agregace okolo cév. Mitoticka aktivita je

pomérné variabilni (Obr. 19).4

Obr. 18: Acral lentiginous melanoma. *' Barveno HE.
Akralni lentigindzni melanom charakterizuji hnizda 1 jednotlivé melanocyty mezi epidermis
s rozsitenou Pagetoidni migraci smérem vzhiru.

Obr. 19: Acral lentiginous melanoma. *' Barveno HE.
Melanocyty vietenovitého tvaru mezi fibrotickym stroma.
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Mucosal lentiginous melanoma — mukosalni lentigdézni melanom ma hodné spolecnych
vlastnosti na histologické urovni s akrdlnim lentigindznim melanomem a 1i§i se hlavné
v niz§ich vrstvach dermis. Jednotlivé osamocené melanocyty 1 jejich shluky stoupaji
proliferaci od basalni vrstvy (kde vznikaji) nad mukosalni povrch (Casto nasdlni nebo
genitalni mukoza). Ulceraci je Casto nepocitané. Intraepitelidlni slozky této melanocytické
proliferace jsou charakterizovany jednou ze dvou ptedeslych morfologickych charakteristik.
V nékterych piipadech jsou buiiky objemné s hojnou eosinofilni cytoplasmou. V jinych
piipadech jsou pozorovany velice dobfe rozliSitelndA a objemnd jadérka. Jsou také
zaznamenany 1 melanocyty zvétSené s hyperchromatickym a vietenovitym jadrem a relativné

nepatrnym mnoZstvim cytoplazmy (Obr. 20).*!

Invazivni slozky mukosalniho lentigind6zniho melanomu jsou podobné k slozkam akralniho
lentigindzniho melanomu. Melanocyty jsou obkrouzeny fascikuly a jednotlivymi burikami
vnofenymi mezi kolagenni svazky, coz demonstruje jisty sklon tvorby v okoli cév. MiiZzeme
také vidét roztrousené mitdézy se sklonem dozravat. Atypické bunky se vétSinou u toho

pripadu neoznacuji.*!

f&*

Obr. 20: Mucosal lentiginous melanoma.*' Barveno HE.

Mucosal lentiginous melanoma charakterizuje obrovska hnizda melanocytti na trovni mukoznich
povrch, Casto s ulceraci.
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2.9. Klasifikace melanomu.

Maligni melanomy obvykle spliuji vSechny tyto 4 kritéria: asymetrie (asymmetry),
nepravidelnost okraji névu (border irregularity), barevna variace (color variagation), velikost

diametralng vy$si nez 6mm (diameter more than 6 mm) - “Malignant Melanoma ABCD”.2

Bézné se podeziely névus zkoumd dermatoskopem, ale pii jakémkoli dalSim podefeni
zejména pii splnéni téchto kritérii vySe musi byt odebrat vzorek a ten dale zkouman. Teprve

. .. “ y e 71 r 2
biopsie je povazovana za definitivni diagnozu.

Histologicky objasnil maligni melanom Wallace Clark a kolegové na superficial spreading
type (SSMs), lentigo malignant type, and nodular type.*? Pozd&ji Dr. Richard Reed ptidal
&tvrty typ nazvany acral lentiginous malignant melanoma.”’ Od té doby se klasifikuji
melanomy do téchto skupin s relativni incidenci: superficial spreading melanoma (50%-—
75%), nodular melanoma (15%-35%), lentigo maligna melanoma (5%-15%), acral

lentiginous melanoma (5%—10%), desmoplastic melanoma (uncommon), dalSi nezatraditelné

tipy.
Melanomy prochézeji 3 klinickymi a histomorfologickymi kroky b&hém progrese tumoru. **

1. Malignant Melanom véazany na epidermis (melanoma in situ), fika se tomu radidlni
rustova faze- Radial Growth Phase- (RPG-) vazaného melanomu.

2. Radialni ristova faze-Radial Growth Phase (RGP)- microinvasivni, kdy se néjaké
maligni buriky objevuji v superficialni papilarni dermis.

3. Vertikalni riistova faze-Vertical Growth Phase (VGP)-u melanomd, které vstoupily do

tumorigenni nebo mitogenni faze (obvykle Clark's level II and obc¢as Clark's level I1I).

2.10. Prognostické faktory melanomu.

Posuzovano je nékolik faktorti patologickych, klinickych i dalSich faktor, mezi které patii
napiiklad genetické dispozice. Mezi patologickymi faktory se posuzuje zvySujici se
Breslowova tloutka tumoru®, ulcerace, mitoticky pomér, Clarkova hladina (Clark level)*?,
absence lymfocytd infiltrujicich tumor™, regrese®’, mikroskopické satelity*®, lymfovaskularni

. 4 . . . . Y s r1 7 v
invaze®, angiotropismus, objem tumoru, neurotropismus, bun&&ny typ, lokalni namnozeni
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bungk, histopatologicky subtyp a ptitomnost vertikalni riistové faze. Mezi klinické faktory

7 Y v v r ’ . r I ror2
patii zvySeny vek, muzské pohlavi, lokalizace 1éze a metastazovani.

2.11. Melanom B16-F10.

Jako rakovinny model jsme si vybrali bunéény melanom B16-F10. Tato bunécna linie byla
odvozena pivodné v roce 1970 v Jackson Laboratories ze spontanné vzniklého nadoru mysi.
Intravendzni aplikace tohoto melanomu vedla k usazeni bunék tumoru v plicich. Tato linie
B16 byla v ¢ervnu 1978 zaclenéna do americké databanky bunécnych kultur American Type
Culture Collection. V roce 1983 byla tato linie schvalena pro dalsi distribuci Narodnim
institutem pro rakovinu- National Cancer Institute (NCI) v Marylandu, USA. Od tohoto
okamziku si celd védeckd komunita mohla vybrat mezi liniemi B16-F0, B16-F1, B16-BL/6
a B16-F10. Linie B16-F10 jak jiz bylo znamé metastazovala do plic.”® Pokud se ale buiiky z
téchto plicnich metastdz reinplantovaly do nového hostitele, doslo k selek¢nimu procesu,
napiiklad k novym metastaizam do mozku C 57 mysi (linie B16-B10n). Tyto linie vykazovaly
preference pro cerebralni vaskulaturu. Timto zplsobem se buiky tumoru dostaly do
cerebralniho cortexu.’’ Podobnym zpiisobem selektoval Brunson a Nicolson v nasledujicim
roce dalSi variantu B16 melanomové rodiny, tentokrat metastazujici do vajecnikli. Tato
varianta byla nazvana B16- 010.>* Postupné byly §lechtény dalsi linie specifické pro uréity typ
metastazovani. Dithmar et al.”® Pouzil linii B16-LS9 selektovanou Ruscianem et al.>* pro
zalozeni nového modelu. Transcornedlni implantace vedla k mimo okuldrnim metastdzam do
plic a jater. Tento typ je podobny k podminkdm nastavajicim u lidskému melanomu. A
nejenom proto pomohlo selektovani riiznych linii k vyvoji dalSich modeld pro studium lidské

patologie. >
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3. Vrozena imunita.

Vrozeny imunitni systém je evolu¢né konzervovany systém, ktery funguje jako prvni linie
obrany proti invazi mikrobidlnich patogenii a jinych potencidlnich hrozeb pro hostitele.
K rozpoznani téchto patogenti slouzi pattern recognition receptors (PRRs). Jde o receptory
schopné rozpoznat specifické molekularni vzory spojené s patogeny, tzv. pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). Nachdzeji se u mikrobtu jako jsou viry, bakterie,
paraziti a plisné. Kromé toho se PRRs podileji i na rozpoznani endogennich signala
"nebezpeCi" tim, Ze rozpoznaji s nebezpeCim spojené molekularni vzory, tzv.danger-
associated molecular patterns (DAMPs), coz jsou endogenni molekuly uvoliované

z nekrotickych nebo umirajicich bungk. >

Rozpoznani PAMPs nebo DAMPs motivii pomoci PRRs vyvoldva zanétlivou reakci. Tato
vrozena zanétliva odpovéd zahrnuje sekreci cytokinli/chemokini, indukci antimikrobialnich
peptidid, pyroptotickou bunécnou smrt a piisun fagocytujicich bun€k. Spravna koordinace
rtiznorodych cest vrozené imunity je zdsadni pro efektivni destrukci a zastaveni invaze
patogenti a dalSich hrozeb. Vrozeny imunitni systém tedy nejen piredchazi vzniku
onemocnéni, ale umoziuje vysoce specializovanému adaptivnimu imunitnimu systému
fungovat (jelikoz spolu oba dva tuzce spolupracuji) a tim 1 zajistit dlouhodobou

imunologickou pamét’.”>

Do hlavni PRRs rodiny vrozeného imunitniho systému patii Toll-like receptory (TLR), NOD-
like receptory (NLRs), RIG-I-like receptory (RLRs), cytosolické DNA senzory (CDS), lektin

typu C receptory (CLRs), a také dilleZitou roli zde zastavaji inflammasomy a autofagové.”

3.1. Toll-like receptory (TLRsS).

Toll-like receptory (TLRs) jsou prvni identifikované a nejlépe charakterizované receptory
mezi pattern recognition receptory (PRRs). Iniciuji klicové zanétlivé odpovédi a také
podporuji adaptivni imunitu. TLRs jsou evolu¢né konzervovované receptory homologni k
Drosophila Toll proteinu dillezitého jako obrana proti mikrobialni infekci.*®

Rozeznavaji Sirokou paletu PAMPs motivi z bakterii, hub, parasiti a virt. Ty zahrhuji
lipidové komponenty bakteridlni stény (lipopolysacharid) a lipopeptidy (peptidoglykan),
mikrobidlni proteiny (flagelin) a nukleové kyseliny (jednotetézcova nebo dvoutetézcova RNA

a CpG DNA). Dalsimi motivy, které jsou TLRs schopné rozpoznat patii DAMPs motivy.
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Mezi ty patii intraceluldrni proteiny jako Heat shock proteiny nebo proteinové fragmenty

. .57
z extracelularni matrix.

Stimulaci TLRs receptori piislusnymi PAMPs nebo DAMPs motivy je podnécovéana signalni
kaskada vedouci k aktivaci transkripcnich faktord (AP-1, NF-«kB a interferon-regulacni
faktory(IRFs)), coz vede k rozmanité bunéné odpoveédi od produkce interferonu (IFNs),
prozanétlivych cytokini az k produkci efektorovych cytokint, které tidi adaptivni imunitni

L 55 . < . y s 57,58
odpovéd’.”” Schéma téchto drah je naznaceno v ptiloze 1.”"

3.2. TLR rodina.

TLRs receptory jsou transmembranové proteiny typu I typické svou extracelularni doménou
obsahujici na leucin bohaté repetice (LRRs) a cytoplasmaticky ocas, ktery obsahuje
konzervovany region TolV/IL-1 receptor (TIR) doménu.”’ Podkovita struktura extracelularni

domény TLR3 byla odhalena roku 2005 krystalografii (Obr. 21).”

Obr. 21: Struktura TLR3. ¥

TLRs jsou ptevazné exprimovany ve tkdnich imunitniho systému (slezina, periferni
leukocyty), stejné tak i na tkénich chranicich organismus proti vn¢€jSimu prostiedi (plice a
gastrointestinalni trakt). Jsou tedy exprimovany na rtznych typech tkani a bun¢k. TLRs jsou
umistény na plasmatické membran¢ s vyjimkou TLR3, TLR7, TLRS, TLR9, ty se nachazi na
endosomalnich kompartmentech.®’

V soucasné dob¢ je jiz charakterizovano deset lidskych a dvanact mySich TLRs (TLRI1 az
TLR10 u lidi a TLR1 az TLR9, TLR11, TLR12 a TLR13 u mysi). Homolog TLR10 je

povazovan za pseudogen.””’
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TLR2 je esencialni pro rozpoznani riznych PAMPs z gram-positivnich bakterii, zahrnujicich
bakterialni lipoproteiny, lipomanany a lipoteichoovou kyselinu. TLR3 je spojen s virovou

dvouretézcovou RNA. TLR4 je pievazné aktivovan lipopolysacharidem. TLRS detekuje

bakterialni flagelin a TLR9 potiebuje k tomu, aby se navazal, nemetyovanou_CpG DNA.
Dale TLR7 a TLRS rozpoznavaji malé syntetické antiviralni molekuly ' a jednofetézcovou
RNA (pfirozeny ligand TLR7/8)%. TLR11, TLR12 rozpoznavaji uropathogenni E.coli * a
profilin-like protein z Toxoplasma gondii ** .

Repertoar specifity TLRs je zfejmé rozSiten o schopnost TLRs heterodimerizovat jeden s
druhym. Napftiklad dimery TLR2 a TLR6 jsou nutné pro odpovéd proti diacylovanym
lipoproteiniim, zatimco TLR2 a TLR1 interaguji pfi rozpoznani triacylovanych lipoprotein.®
Specifitou TLRs je také jejich ovlivnéni rozlicnymi adaptery a ptidavnymi molekulami, jako

je MD-2 a CD14 (tvoii komplex s TLR4 pti odpovédi na LPS).%

3.3. Vedeni signalu po aktivaci TLR- TLR signalizace.
Vedeni signalu po aktivaci TLR se sklada z nejméné dvou odliSnych drah: na MyD88-zavisla
draha, ktera vede k produkci zanétlivych cytokinii, a na MyD88-nezavisla draha spojena se

stimulaci IFN-P a zranim dendritickych bungk. >’

Na MyD88-zavisla dréha je Cast&j§i u viech TLRs (kromé& TLR3).%” Pied aktivaci PAMPs
nebo DAMPs, TLRs hetero- nebo homodimerizuji, coz indukuje pfijem adaptorovych
proteint pies cytoplasmatickou TIR doménu. Adapterové proteiny zahrnuji TIR-doménu
obsahujici proteiny, MyD88, TIRAP (TIR-associovany protein), Mal (MyD88 adaptor-like
protein), TRIF (TIR doménu obsahujici adapterovy protein-indukujici IFN-f) a TRAM

(TRIFu-piibuzna adapterova molekula). >’

Nasleduje kaskada proteinl/ molekul zatim s ne zcela objasnénym prubéhem, kterd vede az
k tvorbé zanétlivych cytokinti a nasledné indukci zanétlivé odpovédi. K tomuto dochdzi po
postupném aktivovani jednotlivych jednotlivych krokt této kaskady nékolika zpusoby,
nejlast&ji viak fosforylaci (IRAK1, IRAK4, IxB)®, ubiquitinaci (TRAF 6)* nebo tvorbou
komplexti / oligomerti a jimi tvofenych podpiirnych proteinti (Bell0, MALT1)®®. Prab&h

téchto drah je naznacen nize v Obr. 22.
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Obr. 22: Schematické znazornéni vrozenych imunitnich signalnich drah po aktivaci PamadiFectin ™
(CL553)- multi-PRR agonistou, ktery aktivuje TLR2, TLR7 a tim spousti na MyD88 zavislou drahu
signalizace. Pokud je v komplexu s nukleovou kyselinou aktivuje také senzory nukleovych kyselin a
spousti tak v tomto piipadé na MyD88 nezavislou drahu.”

Jednotlivé TLRs indukuji odli§né signalni odpovédi uzitim rozdilnych adaptorovych molekul.
TLR4 a TLR2 signalizovani vyzaduje adaptor TIRAP/Mal, ktery je zahrnut pii MyD88-
zavislé draze.”' TLR3 spousti produkci IFN-B pii odpovédi na dvoutetdzcovou RNA,pfi na
MyD88-nazavislé draze, prostfednictvim adaptoru TRIF/TICAM-1."” TRAM/TICAM-2 je

dal3i adapterova molekula zahrnuta pti MyD88-nezavislé draze”, jejiz funkce je omezena na

TLR4 drahu. 7

TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY rozpoznavaji viralni nukleovou kyselinu a indukuji typ I IFNs.

Signalni mechanismus vede k indukci typu I IFNs lisici se v zavislosti na aktivovaném TLR.
Zahrnuji interferon-regula¢ni faktory, IRFs, rodinu transkripénich faktori znamou diky své

klicové roli pfi antiviralni obrang, bunééném ristu a imunitni regulaci. Tti IRFs (IRF3, IRF5
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and IRF7) pracuji (funguji) jako piimé snimace (ptfevodnici) virem-zprostiedkovaného TLR
signaling. TLR3 and TLR4 aktivuji IRF3 a IRF7 ”°, zatimco TLR7 a TLRS aktivuji IRF5 a
IRF7 7°. Navic produkce typu I IFN stimulovaného TLR9Y ligandem CpG-A se zda byt
zprostiedkovana PI(3)K a mTOR.”’

3.4. TLR-cilena terapeutika.

Béhem poslednich let byl ud€lan velky pokrok v porozumnéni funkcim Toll like receptord.
TLRs jsou zakladni receptory ucastnici se pii hostitelské obran¢ proti patogeniim a to tak, ze
aktivuvuji vrozenou imutu, coz nasledné¢ indukuje adaptivni imunitni odpoveéd'.

TLR-zprostiedkovana signalizace je prvoiada pii eradikaci (vyhlazeni) mikrobidlni infekce a
podpofe reparace tkané, piesto ale tyto déje musi byt pevné regulovany. TLRs jsou totiz

zapleteny i v mnoZstvi zanétlivych a imunitnich poruch a hraji také kli¢ovou roli u rakoviny.”®

U TLR gent bylo identifikovano velké mnozstvi jednotlivych nukleotidovych polymorfismi,
které jsou spojeny s urcitymi chorobami. V soucasné dob¢ je jiz testovano v pre-klinickych a
klinickych zkouskach n&kolik terapeutickych agens (slozek) targetujich TLRs.”

Nicméné slozitost téchto déji spociva v tom, ze TLRs plsobi dvousecné - bud podporuji
nebo inhibuji progresi nemoci. Navic targetovani terapeutického agens na TLRs musi byt
provedeno tak, aby znemoznilo Skodlivy vliv této regulace, aniz by byla narusena obranna
funkce hostitele. Piesto se ale potencial vyuziti a ovlivnéni vrozené imunity Iéky targetujicimi
TLRs (zabranujici nebo pfimo 1é¢ici zanétlivé a autoimunitni choroby 1 rakovinu) zda byt

velmi slibny. *’

3.5. Ligandy Toll-like receptorii.
Piehled zakladnich vlastnosti Toll-like receptort (TLR1-TLR10), jejich ligandi a zptisobt

aktivace najdete v piehledu v piiloze 2.

3.5.1. Ligandy TLR1/ TLR2/ TLR6.

Toll-like receptor 2 (TLR2) se ucastni rozpoznavani Sirokého spektra mikrobidlnich molekul
zastupujicich druhy grampozitivnich (Listeria monocytogenes, Lactobacillus rhamnosus,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus) a gramnegativnich bakterii (Legionella

pneumophila, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori),
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stejné jako mykoplasmat a kvasinek. TLR2 rozeznavd komponenty bunéénych stén

(peptidoglykan, lipoteichoova kyselina) a lipoproteiny z grampozitivnich bakterii,

lipoarabinomannan z mykobakterii a zymosan z bunécné stény kvasinek. Rozmanitost TLR2

ligandil je nejrozsahlejsi mezi vSemi TLRs a to diky heterodimerizaci, kterd je nutna pro

v . . y - 80
TLR2 zprostfedkovanou imunitni reakci.

TLR2 wvelice uzce spolupracuje s TLR6 pii odpovédi na diacylované lipopeptidy

z mykoplasmat. *' Spolupracuje také s TLRI pii rozpoznavani lipidické konfigurace

prirozenych mykobakterialnich produktil stejnd jako triacylovanych lipopetidda. ** TRLI i

TLR6 rozpoznavaji TLR2 ligandy odlisSné v zavislosti na stupni acylace lipopeptidii. Prozatim
neni zcela jasné, jestli TLR2 tvofii heterodimery s TLR1 a TLR6 a nebo jestli existuje néjaky

velky receptorovy komplex skladajici se z t&chto a ptipadné i dalsich receptori.®

3.5.2. Ligandy TLR3.
Toll-like receptor 3 (TLR3) rozpoznava dvouvlaknovou RNA (dsRNA), molekularni vzor

spojeny s virovou infekci. Polyinosine-polycytidylic kyselina (poly (I:C)), synteticky analog

dsRNA, je ligandem volby pro TLR3. Poly (I:C), se skladda z fetézce poly (I), navdzaného na
vlaknu poly (C). Délka vlaken byva asto rozdilna.™

3.5.3. Ligandy TLR4.

Toll-like receptor 4 (TLR4) rozpoznava konstrukéni sloZzku bunééné stény gramnegativnich
bakterii-lipopolysacharid (LPS). Tomuto velice vyznamnému aktivatorovi imunitniho
systému je vénovana kapitola 4.1., kde je tento ligand TLR4 a jeho plsobeni podrobnéji
popséano. Daldimi ligandy Toll-like receptoru 4 jsou viralni proteiny.** %’

Za aktivatory TLR4 jsou povaZovany také Heat Shock protein B4 (HSPB4) *, fibrinogen ¥,
surfaktant protein A * a hyaluronové kyselina *. Maly Heat Shock Protein B8 (HSP22) jako
dalsi ligand TLR4 byl objeven v souvislosti se zkoumanim patogeneze revmatoidni artritidy.”

Aktivace tohoto receptoru je velmi intenzivné zkouméana ve snaze nabudit vrozenou imunitu

proti rakoving a to nejcastéji ve spojitosti s lipopolysacharidem.
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3.5.4. Ligandy TLRS.
Toll-like receptor 5 (TLRS) rozpoznava flagelin z obou typl grampozitivnich i gram-

negativnich bakterii. Aktivace receptoru stimuluje produkci prozanétlivych cytokini (TNF-a)
diky signalizaci prostfednictvim adaptor proteinu MyD88. TLRS5 miZe generovat
prozanétlivy signal jako homodimer. To naznacuje, ze pouze TLRS je nutny pro rozpoznani
flagelinu. Piesto mize TLRS pro efektivni rozpoznani ligandu nebo signalizaci vyzadovat

pritomnost molekuly koreceptoru nebo adaptor molekuly.*

3.5.5. Ligandy TLR7/ TLRS.

Toll-like receptor 7 (TLR7) a TLRS8 hraji dulezitou roli v imunitni odpovédi na virovou

infekci. Rozpoznavaji jako svij ptirozeny ligand jednofetézcovou RNA a také malé

syntetické molekuly, jako jsou imidazoquinolin a analogy nukleosida.’"**

Jednotetézcova RNA odvozend od HIV-1 nebo viru chiipky indukuje produkci
prozanétlivych cytokind v plasmatickych dendritickych buiikach.” **
Po stimulaci jednofetézcovou RNA dochazi k indukci aktivace NF-kB u mysi pfes TLR7 au

lidi pfes TLRS, coZ naznacuje na druhovou specifi¢nost v rozpoznani ssRNA.*

3.5.6. Ligandy TLRO.

Toll-like receptor 9 (TLR9) rozpoznava specifické nemethylované CpG motivy pievladajici

v mikrobialni genomové DNA (nevyskytuji se u obratlovcl). Imunostimulacni ucinky
mikrobialni DNA mohou byt napodobovany syntetickymi oligodeoxynukleotidy obsahujici
tyto CpG motivy (CpG ODNs). Byly identifikovany tti hlavni tfidy CpG ODNs: tfidy A, B a
C, které se li§i v jejich struktufe a vlivu na periferni mononuklearni buiiky (PBMC), zejména
B-buriky a plasmatické dendritické bunky (pDCs) a tim se 1i$i v jejich imunostimula¢ni

aktivite. %

CpG ODNSs jsou kratké syntetické molekuly jednotetézcové DNA obsahujici nemethylované
CpG dinukleotidy v urcitém potadi (CpG motivy). CpG ODNs maji ¢asteCné¢ nebo zcela
fosforothioalovanou (PS) kostru, na rozdil od ptirozené fosfodiesterové (PO) kostry nalezené

v genomu bakterialni DNA.*
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Tiida A CpG ODNs (ODNs CpG-A) obsahuje centralni palindromickou fosfodiesterovou

(PO) CpG sekvence a PS-modifikovany 3 ‘'poly-G fetézec. Poly G konec tvoii
mezimolekularni tetrady, které vedou k vysoké molekularni hmotnosti ziskanych struktur.
Tyto struktury ud€luji tomuto typu zvySenou stabilitu a zvySeny endosomalni piijem
piispivajici k produkci velkého mnozstvi IFN-a a zrani perifernich DC. ODN CpG-A jsou

také silnymi aktivatory NK bungk prostiednictvim nepfimé cytokinové signalizace.”> 7

Ttida B CpG ODN (ODNs CpG-B) jsou 18-28 merni linedrni oligodeoxynucelotidy. Obsahuji

pIn¢ fosforothiolovany hlavni fetézec s jednou nebo vice hexamer CpG motivli. Optimalni
motivem je GTCGTT na &loveka *® a GACGTT umysi*”.
ODN CpG-B stimuluji silnou reakci B bun¢k a aktivaci NK bunék, ale jsou slabymi

aktivatory sekrece IFN-a. Vykazuji protinadorovou aktivitu a jsou silnymi Th1 adjuvans.'*® '

Tiida C CpG ODN (CpG-C ODNs) kombinuje vlastnosti obou tiid A a B. Obsahuje

kompletni PS kostru a CpG-obsahujici palindromicky motiv.
C-Ttida CpG ODN velmi siln¢ stimuluje B buriky, stejné jako stimuluje sekreci IFN typu 1.
CpG-C ODNSs jsou silné Thl indukujici adjuvans.'**

Vlastnosti jednotlivych ttid jsou shrnuty v Tab. II.

Tab. II: Shrnuti vlastnosti jednotlivyh CpG ODNSs tfid.

Trida A CpG ODN Trida B CpG ODN Trida C CpG ODN
-stimulace pDCs -stimulace a proliferace B bun¢k -kombinované aplikace tfidy
-indukce produkce IFN-a  -NF-kB aktivace v TLR9 A a B tfidy CpG ODN
exprimujicich rekombinantnich
burikach

-pomocna latka vakcin

3.5.7. Ligandy TLR11/TLR12.
Toll-like receptor 11 (TLR11) rozpoznava profilin bakterie 7. gondii (Tg PRF) a je nutny pro

produkci IL-12 a indukci imunitni odpovédi snizujici tvorbu cyst v toxoplasmosou

infikovanych mygich. '*?
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K této infekci je vysoce suscesibilni nejenom TLRI11 ale také TLR12. 96% strukturni
podobnost mezi TLR11 a TLR12 demonstruje, Ze tyto receptory sdili vyznamnou homologii.
Rozdil mezi témito receptory vSak spociva v transmembrandznim regionu a mezi box2-oblasti
jejich TIR domén, kde TLR12 ma isoleucin misto vysoce konzervovaného prolinového
residua (zbytku). Oba dva, TLR11 1 TLR12, se nachazeji na podobnych endosomalnich
kompartmentech, coz naznaCuje, Ze mohou interagovat a pulsobit synergicky jako
heterodimery v rozpoznani a odpovédi na Tg PRF u makrofagii a dendritickych bunék.
Aktivace obou receptorti je také optimalni pro uvolnéni NF-kB v odpovédi na Tg PRF.
Exprese TLR12 se objevuje ovSem spise u hematopoetickych bun¢k, zatimco TLR11 je Siroce

exprimovana jak na povrchu epiteliarnich tak i hematopoetickych bungk. '

Mysi tedy maji oba dva receptory, TLR11 1 TLR12, které jsou specializované na rozpoznani
profilinu z parazitii rodu Apikomlexa. Je pravdépodobné, Ze u lidi a dalSich vyssich savci je
exprese TLR11 a TLR12 negativné selektovana z diivodu potencidlniho letalniho

prozanétlivého efektu pfi rozpoznani profilinu témito toll-like receptory.'®?

3.5.8. Ligandy TLR13.

Toll-like receptor 13 (TLR13) je endosomalni TLR exprimovany u mysi, jehoz role zlistava
zatim neobjasnéna. V posledni dobé byly identifikovany tfi samostatné skupiny 23S
ribozomalni RNA (rRNA) jako ligand pro TLR13. Tato jednofetézcovd rRNA je pfitomna v
grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii, ale nenachazi se v eukaryotickych burkach.
Konzervované sekvence 10 zbytkG lezi vramci katalytického centra 23S rRNA

"CGGAAAGACC" . Tato sekvence je nezbytnd pro spusténi TLR13 drahy. Jiné formy rRNA

nejsou schopny aktivovat TLR13 drédhu. Z toho se usuzuje, ze TLR13 je schopny (na rozdil od
jinych receptorll) rozpoznat specifické RNA sekvence. Lidé ovSem nemaji TLR13 a

pravdépodobné se tedy pii detekci patogentl musi spolehnout na jiné receptory.*

3.5.9. Multi-PRRs ligandy.

Bylo vyvinuta fada novych molekul, jejichz cilem je vyvolat silnou imunitni odpovéd’
prostfednictvim kombinované aktivace né€kolika pattern recognition receptori (PRRs), které
spoustéji rizné vrozené imunitni signalni drahy.

Tyto molekuly jsou ¢asto agonisty TLR2, TLR7 nebo obou toll like receptort. Kromé toho

nékteré z téchto ligandti maji schopnost tvofit komplexy s nukleovymi kyselinami (ds DNA,
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kratké oligonukleotidy, plasmidova DNA nebo ss RNA) a usnadnit jejich pronikdni do buriky,
coz vede k jejich rozpoznavani dalSimi PRRs, které detekuji nukleové kyseliny (napf.

cytosolické DNA senzory DDX41 a IFI16 a dsRNA receptory TLR3 a RIG-I/MDA-5).*

3.5.10. Multi-TLR agonisté-potencial pro terapeutické ucely.

Toll-like receptory (TLR) jsou nejlépe studované pattern recognition receptory (PRRs) a maji
velky vyznam pii podpofe vrozené a adaptivni imunity. TLRs jsou senzory mikrobialnich
slozek stejn¢ jako hostitelskych endogennich molekul uvolitovanych pii poranéni tkani. TLR
hraji klicovou roli v obrané proti invazi patogend, ale podili se i na jinych zavaznych
patologickych procesech, jako je napiiklad tumorigeneze.'™ Agonisté TLR maji tedy velky
potencial jako imunoterapeutika nebo pomocné latky, vakciny pii 1éCeni infekEnich

onemocnéni, rakoviny a autoimunitnich chorob.”

vvvvvv

(oslabend) vakcina proti Zluté zimnici YF-17D- aktivuje imunitni buiiky pfes vicero TLR.'"
Podobné¢ ptisobi 1 mikrobidlni produkty, jako je napiiklad Coleyho toxin (smés usmrcenych
bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens ) a Bacille Calmette-Guérin (BCG,
atenuovany kmen Mycobacterium bovis), které byly s urcitym uspéchem pouzity jako
protinddorové latky, indukuji imunitni systém hostitele prostfednictvim aktivace nékolika
TLR. Studie prokézaly, ze k u¢innosti YF-17D a BCG je vyzadovana reakce Thl cytokint,

ktera podporuje antigen-specifické cytotoxické T-lymfocyty. ' 1%

V soucasné dobé je schvaleno velmi malo TLR agonisti pro klinické pouziti. '*7 Jednim z
hlavnich probléml imunoterapie rakoviny je nddorem fizené potla¢eni imunity. Nadorové
buiiky uvoliuji rozpustné faktory, které vedou k nadorové infiltraci buikami imunitniho
systému a jejich pfeméné v uc¢inné imunosupresivni buiiky. Mezi nejrozsahleji zkoumanymi
supresorovymi bunikami jsou MDSCs (z myeloidni fady odvozené supresorové buiiky).
MDSCs uvoliuji dals$i rozpustné faktory, které stimuluji rast nadoru, indukuji regula¢ni T-
buiiky a potlacuji CD8+ T-burky, ¢imz se zhorSuje dohled nad tumorem a protinadorova
reakce.'”® Bylo prokézéno, ze TLR3 nebo TLR9 agonisté, ktefi vyvolavaji silnou produkci
IFN-0, indukuji zrani MDSC a ztratu supresivnich funkci (na rozdil od TLR4 agonisti, kteti

podporuji supresivni funkce MDSC bungk).'?”
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Vzhledem k tomu, ze TLR jsou exprimovany v riznych bunéénych kompartmentech, riznymi
typy bunék, a ze spousti rizné signalni drahy, kombinace TLR agonisti mize plsobit v
synergii vedouci k podpoie Thl-typu imunitni reakce. Povzbudivé klinické vysledky byly
hldgeny u kombinace BCG a TLR 7 agonisty imiquimodu u pacientt s melanomem.' ' Kroms
toho pfi studiu oCkovani bylo prokazano, ze kombinace imiquimodu a MPL (TLR4 ligandu)
vyvolava synergické zvysSeni antigen-specifickych neutralizacnich protilatek v porovnani
s pouze jednim TLR ligandem. '

Kombinace agonisti TLR s agonisty jinych PRRs, jako jsou senzory nukleovych kyselin
RIG-I/MDA-5, IFI16 a cGAS, miize dale zvysit imunitni odpoveéd’ proti rakoving a infekénim

chorobam.”®

Napodobovani mocnych ptirozenych imunitnich podnétt, jako jsou viry a bakterie, multi-
PRR ligandy, ptedstavuje zajimavou novou fadu c¢inidel v imunoterapii nadorovych
onemocnéni anebo ocCkovani. Je ovSem tieba provézt dalsi studie pro vyvinuti co nejlepsi

kombinace PRR agonisti pro danou aplikaci.”
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4. Testované chemikalie.

4.1. Lipopolysacharid.

Bakteridlni lipopolysacharid (LPS) je hlavni konstrukéni prvek wvnéjsi stény vSech
gramnegativnich bakterii a i¢inny aktivator imunitniho systému. Stimuluje zejména vrozenou
imunitni odpovéd''? a naslednd po spuiténi sekrece cytokinti z makrofagi (IL1, IL6, TNF-

113
)

o také aktivuje produkci kostimulacnich molekul potiebnych pro adaptivni imunitni

< pl12
odpoveéd™ ~.

LPS je rozpoznavan Toll-like receptorem 4 (TLR4), ktery interaguje se tiemi riznymi
extracelularnimi proteiny: LPS vdazajici protein (LBP), CD14 a myeloidni diferenciacni
protein 2 (MD-2), k vyvolani signalni kaskady vedouci k aktivaci NF-kB a produkci

prozanétlivych cytoking.'*

Bakteridlni lipopolysacharidy (LPS) se typicky skladaji z hydrofobni domény znamé jako
lipid A (neboli endotoxin) a z distalniho polysacharidu (neboli O-antigenu).''
Charakteristické strukturni rysy bunécné stény E. coli mizete vidét na Obr. 22. Pro vyvolani
endotoxinové odezvy u lidskych bun¢k jsou nutné zejména jeho dvé fosfatové skupiny a jeho

dva acyloxyacylové zbytky. ''® "7

I O I R

n

PPEtn —|

Outer membrane { \

. ¥
Lipoproteins | ———>
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Undecaprenyl
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Inner membrane { o
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Obr. 22: Model vnitini a vnéj$i membrany E. coli K-12. H7
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LPS se sklada z regionu polysacharidt, ktery je ukotven ve vnéjsi bakterialni membrané
pomoci lipidu A (zodpovédny za imunostimulacni aktivitu LPS). Lipid A je glukosamin
disacharid spojeny k hydroxylu mastnych kyselin. Pocet mastnych kyselin ptipojenych
k lipidu A je hlavnim determinantem imunogenicity endotoxinu. Nejaktivnéj$i forma lipidu A
obsahuje Sest mastnych acylovych skupin a nachazi se u patogennich bakterii (Escherichia
coli a Salmonella) (Obr. 23). Underacylated lipid A struktury, které obsahuji ¢tyfi nebo pét
mastnych kyselin (Obr. 23), indukuji vyrazné¢ mén¢ obrannych imunitnich odpovédi hostitele
a mohou inhibovat silnou endotoxickou reakci vyvolanou hexa—acylovanym LPS (v zavislosti
na davce). Tito antagonisté LPS byly izolovani z Rhodobacter sphaeroides, Porphyromonas

gingivalis a E. coli u kmenu nesouciho mutaci v genu msbB.''®

e o E. coli g o R.sphaeroides
o aP
A O S
Ho™" o) o '°'°g§:;4v/ &
0 N mo Ox NH mo
o= © NH o~ © NH
o] 0 O o o
° HO
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" Cu "
Cu Cie Cu
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Obr. 23: Struktura agonisty hexa-acylovany lipidu A z E. coli a antagonisty penta-acylovany lipidu A

o114
z R.sphaeroides.

Hlavni funkci O-antigenu je generovani jeho strukturalni diversity diky laterdlnimu pfenosu
17

gen.'
Schéma aktivace TLR4 receptort lipidem A a nasledné prodkuce citokinli je zndzornéno na
Obr. 24. Podle soucasného modelu je LPS dopraven k CDI14 lektin-vazajicimu proteinu
(LBP) a pteveden k MD-2 za vzniku monomerniho endotoxinu: MD-2 komplex, ktery vaze a
aktivuje TLR4."""'?° K aktivaci TLR4 miZe ovSem pii fadové vys§§ich mnozstvich endotoxinu
dojit 1 bez LPB a CD14. Canonical lipid vaze MD-2 a indukuje konformaéni zmény, které
vyvolavaji TLR4 oligomerizaci a signalizaci.] 1

Underacylated lipid A vyuziva nékolika odliSnych mechanismii, které blokuji na LPS zavislou
aktivaci TLR4. Hlavni mechanismus je zaloZen na pfimé konkurenci mezi under-acylovanym

LPS a hexa-acylovanym LPS o stejné vazebné misto na MD-2. Sekundarni mechanismus
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zahrnuje schopnost underacylated LPS: MD-2 komplexti inhibovat u¢inek hexa-acylovaného
endotoxinu, MD-2 komplexd na TLR4."" Pochopeni molekularnich mechanismi
lipopolysacharidem indukované aktivace TLR4 je klicové pro vyvoj antagonisti

terapeutickych lipid A.

NF:xB!
SEPTIC SHOCK « - - - -TFN(!.IL-I/w(uus

Obr. 24: Schéma aktivace TLR4 receptort a nasledné produkce cytokind. 1

Tyto déje jsou zadouci pro odstranéni lokalni infekce. OvSem systémové zpusobuji tézké
sepse a navic rizné mediatory a koagulaéni faktory mohou poskodit malé krevni cévy a vedou
ke gramnegativnimu septickému Soku doprovazeném diseminovanou intravaskularni
koagulaci a multiorganovym selhanim.'*" > '** Synteticky vytvoteny LPS respektive lipid A
sam o sob& zpiisobuje podobné spektrum uinki pii injekéni aplikaci do zvitat.'"’

Antagonisté LPS se staly potencidlnimi terapeutickymi latkami k 1é¢bé septického Soku.

V této diplomové praci jsme zvolili lipopolysacharid jako aktivator TLR4 receptori a

nasledné produkeci cytokinti a tim nabuzeni vrozenych obrannych imunitnich reakei proti tkani

melanomu.
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4.2. Laminarin.

Laminarin (strukturni vzorec na Obr. 25) je zasobni glukan (polysacharid glukdzy)
vyskytujici se u hnédych fas. Ty ji vyuZzivaji jako zdsobni rezervu sacharidii podobné jako
chrysolaminarin fytoplanktonu. Laminarin je vytvofen fotosyntézou a skldda se z linearniho
beta(1-3)-glukanu s glukézou navazanou P(1-6)- vazbami.'** Nejcast&ji vyuZivanou fasou pro

vyrobu laminarinu je Laminaria digitata.

OH

1

Obr. 25: Strukturni vzorec laminarinu z Laminaria digitata.'”

Jde o agonistu TLR-2, oligomer beta-glukanu. VaZe se také na Dectin-1 '*°

a proteinu
MyD88 '%’. Kombinaci aktivace TLR2 a Dec-1 je klidova pti produkei prozanétlivého faktoru
TNFa a pro rozpoznani a odpovéd’ na patogena.'?’ Navazanim na Dectin-1 vlastng blokuje
vazbu catic beta(1-3)-glukanu (jako je zymosan) na Dectin-1. Neni tedy vhodné kombinovat
pii 1écbé vicero typli oligomerti beta glukanu, jako je naptiklad kombinace zymosanu a
laminarinu. 27> "%

Aktivita laminarinu se li$i v zavislosti na isoformé jeho receptoru. Buiky exprimujici
isoformu lidského Dectinu-1b nereaguji na laminarin, zatimco buiiky exprimujici isoformu

. , . . e e, . .12
lidského Dectinu-1a jsou velmi citlivé na laminarin.'*

Rostliné polysacharidy vykazuji mnoho prospéSnych terapeutickych vlastnosti. Tyto u¢inky
vznikaji v disledku modulace vrozené imunity, pfesnéji fe¢eno regulaci funkce makrofagi a
hematopoezy makrofagii.'* Vyrazné zvysuji hladinu mRNA interleukinu IL-1B a tumor
nekrotizujicitho faktoru alfa (TNF-a) a zvySuji DNA vazebnou aktivitu jaderné¢ho faktoru
kappa-B u lidskych monocyti."*” Bylo také zaznamenéano, Ze od fas odvozené polysacharidy
(jako je fukoidan Immunon, Paramylo a Immulina) zvySuji fagocytarni a sekre¢ni aktivitu
makrofagl a indukuji produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), oxidu dusnatého (NO) a
nékterych cytokintt (TNF-a, IL - 1, IL-6 a).'*
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Laminarin také vyznamné zvysuje uvoliovani vapniku, H,O,, NO, MCP-1, VEGF, LIF a G-
CSF se zvysenou expresi STAT1, STAT3, c-Jun, c-Fos, a COX-2 u RAW-264 mysi. Tyto
vysledky naznacuji, Ze laminarin mé imunostimulacni vlastnosti a posiluje imunitni reakce

pomoci TF drahy v makrofazich. *!

4.3. Mannan.

Mannan je agonistou Mannan binding lektinu (MBL), ktery patii mezi sekretované PRRs.
Spousti kaskadu komplementu vedouci az k lyzi buiiky. Nachézi se na bunécné sténé kvasnic
Saccharomyces cerevisiae. Je slozen z dlohé kostry a-1,6-mandz, ke kterym je na vedlejSim

fetézci navazana o-1,6-mandza a oz-l,3-manc’>za.13 2

Imunitni systém povazuje mannan za cizorodou latku. Normalni zdravé bunky totiz
nevystavuji své manosové zbytky na svém povrchu. Zbytky kyseliny sialové chrani vétSinu
sav¢ich bundk pied vazbou MBL."*? Apoptotické buiiky maji tendenci ztracet své sialové
zbytky kyseliny, coz vede ke zvySené expozici mannosy, N-acetylglukosaminu a fukosy.'**
Tyto cukerné zbytky zprosttedkovavaji odstrandni takovychto bungk v jatrech.'*

Bylo prokazano, ze se MBL vaze pfimo na bunécné linie v pozdéjsi fazi apoptdzy a také na
vacky apoptotickych a nekrotickych bunék. To vyvolava MBL vazbu na calreticulin-receptor
na povrchu fagocytl, ktery se zase spojuje s receptorem a2-makroglobulinu (CD-91). Tento
komplex (calreticulin - CD91) zprostiedkovava nezanétlivé odstranéni umirajicich

hostitelskych bungk.'*

Pouze po ztraté¢ ochranych povrchovych zbytka kyseliny sialové v disledku transformace
bundk dojde k vystaveni téchto manosovych zbytkd glykoproteint.'*® Takto vystavené
manosy pak stimuluji MBL-receptor (manozu vazajici lektinovy receptor) a tim se spousti
lektinova cesta aktivace komplementu vedouci k vytvofeni komplementového MAC

komplexu a nasledné lyze transformované buiiky (viz.schéma na obrazku €. 26).

-40-



‘ Antigen-antibocy complex | Sugar residues (mannose) \ | Actvating surfaces '

Cig. Cir, Cle /C3°
c2 \\\ C-l — /D
St 40 ’/P'ooe'dm
I C3 convertases ]
Cla
ca <:cm Anaphylatoxin
[
I CS convertases ]
s _»Cba Anaphylatoxin
Csb TN csh Chemotaxin
cs
:
c3
C9n)
[ ceswma |
—/\‘\
P %
Sublytc eftects Lysis

Obr. 26: Schéma aktivace komplementu. 137

Mannan slouzi také jako fagocytarni motiv pro fagocytujici bunky (makrofagy, dendritické
buriky, neutrofily). Interakce s odpovidajicim PRRs vede k fagocytoze mikroorganismu.
Navazani mannanu na nadorové bunky vedlo k iniciaci imunitniho ataku a likvidaci takto

oznacenych bungk.'**

V poslednich letech doslo také k oziveni zajmu o rozvoj u¢innych nevirovych nosic¢li pro
vyvoj DNA vakcin a genové terapie. Oxidovany a redukovany mannan se v nich vyuziva jako
nosi¢, diky kterému se 1€¢ivy protein dopravi do antigen prezentujicih bun¢k, coz vede k
(¢inné indukei bundénych odpovedi.'*

4.4. N-formyl methioninové motivy.

N-formylmethionin je prvni aminokyselinou, ktera zahajuje syntézu proteinii u prokaryont.'*

U zivociSnych bun¢k zacCina proteosyntéza methioninem. N-formylmethioninové motivy se
pfi tvorbé télu vlastnich proteinll nevytvaieji a jsou proto povazovany systémémem jako

cizorodé.

V organismu pusobi jako chemotakticka substance fidici migraci bunék. Fagocyty vyuzivaji
N-formylmethionin (fMet) jako chemicky signal k vystopovéani bakterii. Di a tripeptidy
obsahujici formylmethionin jsou chemoatraktanty, které velmi silné ptitahuji neutrofily,

makrofagy, leukocyty, monocyty.'*! 143143
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Formyl peptidové receptory (FPRs) jsou malou skupinou transmembranovych domén 7 krat
prostupujicich memtranou. Radi se do skupiny GPCRs (s receptory spiazené G-proteiny). U
savcl jsou exprimovany pievazné na leukocytech a fagocytech a maji velky vyznam pfti
hostitelké obrang a zan&tu.'**

Jsou znamy 3 lidské FPRs (FPRI1, FPR2/ALX, and FPR3). Spolecné¢ sdili vyznamnou
sekvencni homologii a jsou kédovany sdruzenymi geny (clustered genes). Spole¢né se vazou
na neobyCejné pocetnou a strukturdln¢ rozmanitou skupinu agonistickych ligandd,
zahrnujicich N-formylové a nonformylové peptidy rozmanitych kompozic, které lakaji
(chemoatrakce) a aktivatuji fagocyty. Dovedou rozeznat jakékoli formylové peptidy, tj. od
jakékoli bakterie a mitochondrie. Aktivace formylpeptidovych receptorii vede k zesileni
bunééné migrace, fagocytdzy a uvolnéni prozanétlivych mediatora. Slouzi tedy k aktivaci jak

signalnich, tak fagocytarnich receptort.'*

Pti studiu strukturalnich pozadavkl pro aktivaci signalnich a fagocytarnich receptorti bylo
zjisténo, ze formylové skupiny jsou pro aktivitu formylovych atraktantli esencidlni a
methionin je rovn&Z pro aktivitu kli¢ovy. '*' Piitomnost siry a del3i fetézec zvysuji aktivaci
téchto receptort. Dulezitym prvkem pro funk¢nost téchto motivli je fenylalanin v pozici 3.
Eliminovani termindIni karboxylové skupiny vede k tisicinasobnému snizeni aktivity.
MET-LEU-PHE, N-formyl-NLE-LEU-PHE a N-formyl-MET-MET-MET-MET.'**

V ramci této diplomové prace jsme pii vyzkumu pouzivali N-formyl-MET-LEU-PHE (s K

kviili vazbg).
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5. Cile prace.

Na zaklad¢ histologickych analyz popsat vzniklé rozdilné ndlezy mezi neléCenym a lécenym

melanomem pomoci roztoku lipopolysacharidu.
Prokazat nebo vyloucit uc¢innost lipopolysacharidu pii 1é¢bé melanomu.

Prokazat nebo vylouc¢it u¢innost laminarinu-BAM, mannanu-BAM, {-MLKK-BAM a jejich
kombinaci s roztokem lipopolysacharidu pti 1écbé melanomu B16-F10 a popsat histologické

nalezy v jednotlivych skupinach.

6. Material and metodika.

6.1. Chemikalie

RPMI 1640 (Sigma —Aldrich)

Fetalni bovinni sérum — déle zkracené¢ FCS (Sigma-Aldrich)
Antibioticka/ antimykoticka smés (PLL)

Trypsin

EDTA

Trypanova modr

Laminarin - zkracené¢ LAM (Sigma Aldrich)

Mannan - zkradcené M, z Sacccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich)
Lipopolysacharid — dale zkracené LPS, z E.Coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich)

BAMyg0 - Biocompatible Anchor for Biomolecules, dale zkracené¢ BAM, Mw 4000 (NOF
EUROPE-Grobbendonk, Belgium).

f-MLFKK- zkracené F (Schafer-N, Copenhagen, Denmark)
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6.2. Piriprava roztokiu pouzivanych pii terapii.
6.2.1. Priprava 0,2mM roztoku laminarinu-BAM v PBS.

Laminarin byl nejprve redukéné¢ aminovan: Laminarin rozpuStény v prostfedi octanu
amonného byl redukovan kyanoborohydridem sodnym (NaBH;CN) pii pH 7,5 a pfi teploté
50°C po 5 dni. Poté byla tato smés pres noc pii 4°C dialyzovana s pouzitim MWCO 3500
dialyzac¢niho stiivka (Serva- Heidelberg, Germamy) proti PBS.

Navazani biokompatibilni kotvy pro bunécné membrany (BAM, Mw 4000), ktera obsahuje
jeden alifaticky fetézec kyseliny olejové, bylo zprostifedkovano navazanim na diive

vytvofenou aminoskupinu. Toto navazovani se odehravalo pri pH 7,3 dle Kato et al.'*

Béhem jedné hodiny pii pokojové teploté piitom zreagovala N-hydroxysukcinimid skupina
(NHS) BAM kotvy s aminoskupinou laminarinu. Po dialyze provedené stejné, jak je vyse
uvedeno, byl ziskany 0,2 mM roztok laminarinu-BAM v PBS pied konecnym uzitim zmrazen

na -20°C.

6.2.2. Priprava 0,2mM roztoku laminarinu-BAM obsahujiciho LPS.

V 0,2 mM roztoku laminarinu-BAM v PBS, ziskaném v pfedchozim bodég, byl rozpustén LPS

na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku.

6.2.3. Priprava 0,2mM roztoku mannanu-BAM v PBS.

Ptiprava této slouceniny probihala za stejnych podminek jako ptiprava laminarinu: tj. nejprve
byl mannan redukéné aminovan v prostedi octanu amonného a NABH3;CN. Déle se tato smés

dialyzovala uzitim dialyza¢niho stfeva o MWCO 3500 oproti PBS.

Kotva BAM se také navazovala stejnym zpusobem jako v ptipad¢ laminarinu. Po dialyze
provedené jak vySe uvedeno, byl ziskany 0,2 mM roztok mannanu-BAM v PBS pred

kone¢nym uZitim zmrazen na -20°C.
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6.2.4. Priprava 0,2mM roztoku mannanu-BAM obsahujiciho LPS.

V 0,2 mM roztoku mannanu-BAM v PBS, ziskaném v predchozim bod¢, byl rozpustén LPS

na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku.

6.2.5. Priprava 0,5mM roztoku f-MLFKK-BAM v PBS.

Navazani kotvy BAM na a-aminoskupinu lysinu f-MLFKK probé¢hlo stejnym postupem jako
u laminarinu a mannanu. Vznikl 0,5mM roztok f-MLFKK-BAM v PBS.

6.2.6. Priprava 0,5mM roztoku f-MLFKK-BAM obsahujiciho LPS.

V 0,5 mM roztoku -MLFKK-BAM v PBS, ziskaném v piedchozim bod¢, byl rozpustén LPS

na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku.

6.2.7. Priprava roztoku lipopolysacharidu (LPS).

Byl ptipraven roztok LPS1 o koncentraci 10mg/ml PBS (pro prvni experiment) a roztok LPS2

o koncentraci 0,5 mg/ml PBS (na zadvérecny experiment).

6.3. Laboratorni mysi.

Samice mys$i SPF C57BL/6 (Charles River Laboratories-Sulzfeld, Germany) byly chovany v
plastikovych klecich s podestylkou z dfevénych hoblin v mistnosti s konstatni teplotou 22°C a
vzdusnou vlhkosti 65%. Svételné podminky mistnosti byly nastaveny na 12hodin svétla a

12hodin tmy. Béhem celého dne mély volny piistup ke sterilizované strave i vode.
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6.4. Kultivace bunéc¢né linie bunék melanomu B16-F10.

Buiiky melanomu B16-F10 (American Type Culture Collection-ATCC,Manassas,VA) byly
kultivovany v RPMI 1640 s 10% fetdlnim bovinnim sérem (FCS) a antibiotiky (PLL) pfti

teploté 37°C ve vzdusné atmosféie obohacené 5% oxidem uhli¢itym.

Pti dosazeni predpokladané koncentrace bunék bylo slito kultivacni medium a bunky byly
tiikrat promyty sterilnim PBS, nasledné pak trypsiniza¢ni smési (0,02% trypsin, 0,02% EDTA
v PBS). Poté bylo 0,5ml této trypsinizacni smési piidano k burikdm melanomu a inkubovéano
nekolik minut pti 37°C. Pied centrifugaci byla tato suspenze bun¢k doplnéna RPMI 1640 s
10% FCS na objem 20ml a déle centrifugovana 10 minut pii 150G a 4°C. Supernatant byl slit
a bunky v peletu byly nasledné promyty v RPMI 1640 bez FCS séra, rozsuspedovany v 5 ml
RPMI 1640 a smichany s trypanovou modii v poméru 1:1. Koncentrace zivych bunék byla

spo&itana v Biirkerové komirce a nafedéna na 4 x 10° bungk v ml RPMI 1640.

6.5. Transplantace bunék melanomu B16-F10.

Ve staif 8 tydnd a piiblizné vaze 18-20g bylo jednotlivym mysim transplantovano 4 x 10
bunék melanomu B16-F10 rozsuspendovanych v 0.1 ml RPMI bez FCS, injekci subkutalné

(s.c.) do oholené slabiny na pravém boku.

6.6. Méi‘eni objemu nador.

Rozméry nadorti byly métfeny u prvniho pokusu kaliperem kazdy druhy den. Z téchto dat byl
vypocten objem nadorové masy pomoci vzorce: V = g X A X B? kde A je nejvétsi rozmér

nadoru (jeho délka) a B nejmensi (vyska). '’

6.7. Méi‘eni teploty nadori.

Teplota nadort byla méfena u prvniho experimentu kazdy druhy den. U kazdé mysi byla
zaznamenana teplota nadoru t€la na pravé Casti zad a teplota na lévém boku mysi. Hodnota
naméfené teploty nadoru byla nasledné porovnavéana s povrchovou teplotou téla mysi (na levém
boku). K méteni byl pouzit bezdotykovy teplomér uréeny pro hlodavce (IR Rodent Thermometer

153 IRB, Bioseb). Prikladal se na vzdalenost 2 mm od méteného mista.
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6.8. Vyhodnoceni dat.

Takto ziskand data byla vyhodnocena a graficky zpracovana v programu Microsoft Excel.
V piipad€ histologické analyzy jednordzové a vicenasobné aplikace LPS byla procentuelni

redukce objemu oproti kontrolni skupin€ vypoctena trojclenkou.

6.9. Histologicka studie.

6.9.1. Pitva, fixace vzorku, odvodnéni a prosyceni parafinem.

Melanomy byly extirpovany v ¢asech specifikovanych u schémat histologickych analyz po
aplikované testované terapeutické latce. Tumory byly pfi pokojové teploté fixovany v 4%
neutralnim roztoku formaldehydu. Po 14 dnech fixace byly vzorky pfevedeny do parafinu
nejprve vzestupnou alkoholovou tfadou (pii 20°C) a poté stoupajici koncentraci parafinu (v

termostatu pii 55°C) viz. Tab. II1.

Tab. III: Odvodnéni a zalévani objektti do parafinu.

Chemicka latka Doba puisobeni  Poznamky
Promyti vodou 15min pii 20°C
‘g 70% Ethanol 60min pti 20°C
Y E 80% Ethanol 60min pii 20°C
B 0 96% Ethanol 60min P¥i 20°C
58  96% Ethanol 60min Pti 20°C, nenechavat ve stejném
o ethanolu jako v predeslém
____________ kroku.
Aceton 60min V digestoti pti 20°C
=
% Xylen 60min V digestofi pti 20°C
:’g =~ Xylen 90min V digestofi pti 20°C, nepouzivat
‘" 8 stejny xylen jako v predchozim
:‘§ g kroku.
'%é g Xylen-parafin (1:3) 2-4h (pfes noc) V termostatu pii 55°C.
o °  Xylen-parafin (1:1) 4-6h(do obéda) V termostatu pii 55°C
é Xylen-parafin (3:1) 8-12h(ptes noc) V termostatu pti 54°C.
I~ Parafin 100% 24h V termostatu pti 54°C, pokazdé

vymeénit za novy parafin.
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6.9.2. Priprava blo¢ki a krajeni, odparafinovani, barveni, odvodnéni,

montovani histologickych iezu.

Vzorek tkané byl pinzetou pfenesen do zalévaci kazety a zalit rozehifatym 100% parafinem
(Fluka, Chemika 76241, purum, pellets sp. 50-52°C). Vychlazené parafinové blocky
obsahujici studovanou tkan byly nakrajeny na mikrotonu MEDISC 25SR- Leica SM2000R na
Sum silné fezy. Ty byly natazeny na vodni hladin¢ o teploté okolo 50°C, pfeneseny na
podlozni sklicka BAMED s.r.o. (MS7625011, Ceské Bud&jovice) a odparafinovany xylenem
a obarveny hematoxylin-eosinovou fadou, odvodnény vzestupnou alkoholovou ftadou,

karboxylenem, xylenem a zamontovany kanadskym balzdmem viz. Tab. IV.

Tab. IV: Pribéh barviciho procesu.

Chemicka latka Doba puisobeni
= 3x Xylen a 5 min
Z 2x 96% Ethanol a 5 min
2 80% Ethanol a 5 min
ag 70% Ethanol a 5 min
<
—§" 2x Destilovana voda 5 min
o
‘5 Hematoxylin 10min
o Tekouci voda 10 min
3 Eosin 5 min
________ m Voda oplachnout
Dest. Voda oplachnot
:g 70% Ethanol oplachnout
2 80% Ethanol oplachnout
g 2x 96% alkohol oplachnout
S 2x Karboxylen 1 min
3x xylen oplachnout
Kanadsky balzam do zaschnuti

6.9.3. Pozorovani iezii pod mikroskopem, fotodokumentace, histologicka

analyza.

K pozorovani preparatii byl pouzit mikroskop Olympus BXS51, tubus Olympus UCMADS3.
Fotodokumentace byla potfizena pomoci této aparatury spole¢né s digitdlnim fotoaparatem

Olympus C5060-ADU a programem na zpracovani fotografii QuickPHOTO Micro 3.0.
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V tomto programu byla také provedena obrazova analyza fotografii. Na fotografiich
histologickych fezli byly oznaceny nekrdzy a zbytky tumordzni tkané. V programu Excel bylo

vypocteno, jakou procentuelni ¢ast tvori nekrdzy.

6.10. In vivo experimenty a jejich histologicka analyza.

6.10.1. Histologicka analyza jednorazové a vicenasobné intratumoralni

aplikace LPS.

V tomto pokusu bylo pouzito 26 mysi, které byly 12 dni po transplantaci melanomovych
bunék randomizovany do 3 skupin (do 2 skupin po 9, tieti kontrolni skupina byla pouze po 8).
Prvnim dvéma skupindm (skupiny A, B) byl intratumoralné aplikovan roztok LPS dle
schematu viz. Tab IV, tieti skupina byla vedena jako kontrolni (skupina C) a byl ji aplikovan

pufrovany fyziologicky roztok (PBS).

Rozméry nadort byly méfeny pti zahéjeni terapie (v Case 0), dale pak 1 den, 2 dny, 4 dny, 6
dni, 8 dni po zahajeni 1écby vzdy pied aplikaci terapeutickych latek.

Teploty nadort byly méteny v Case 0, poté v Case 6h, 12h, 24h po zahajeni 1écby vzdy pred

aplikaci testovanych chemikalii.

Po zméteni velikosti tumorti byla provedena ve dnech 1, 2, 4, 6 dni po zahdjeni terapie u
jednotlivych skupin extirpace tumorti. Ve dnech 1, 2, 4 dny po zahajeni terapie byla tato
extirpace provedena po 2 mysich z jednotlivych skupin, v 6. dni po zahéjeni 1éCby po jedné
mysi z jednotlivych skupin. Tyto tumory byly dale zpracovany histologickou analyzou.

Zbyvajici ptezivsi mysi byly ponechdny na pozorovani.

Tab. V: Schema experimentu s jednorazovou a vicenasobnou intratumoralni aplikaci LPS.

Skupina Testovana latka Frekvence aplikace  Frekvence extirpace ~ Pocet mysi ve sk.
A LPS o koncentraci v c¢aseO, poté2dny, 1,2,4,6dnipo 9
10mg/ml PBS 4 dny, 6 dni po zajajeni terapie
... t@hdjeniterapie
B LPS o koncentraci v caseO 1,2,4,6 dnipo 9
oo \Omg/mlPBS zajdjeniterapie
C PBS v Case 0 1,2,4,6dnipo 8

zajajeni terapie
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6.10.2. Histologicka analyza vlivu roztoku laminarinu-BAM, f-MLFKK-
BAM, mannanu-BAM, lipopolysacharidu a kombinace téchto latek na

melanomové nadory.

V tomto pokusu bylo pouzito 44 mysi, které¢ byly dvanacty den po transplantaci
melanomovych bunék randomizovany do 8 skupin (do 7 skupin po 6, v sedmé kontrolni

skupiné byly pouze dvé mysi).

Pti zahajeni pokusu (v ¢ase 0) bylo vSem skupinam vpraveno i.t. 50ul testovanych latek dle

schematu viz. Tab.VI. Skupina K byla povazovana jako kontrola.

Rozméry nadort byly méteny pii zahdjeni terapie (v Case 0), dale vzdy pted extirpaci nadoru
a to v hodinach 24h, 48h, 72h po aplikaci tesovanych latek. Po zméteni velikosti tumort byla
vzdy provedena extirpace tumort 2 mysi z jednotlivych skupin, pouze u skupiny K byla
extirpace provedena pouze ve 24h a 48h po aplikaci PBS. Tyto tumory byly dale zpracovany

histologickou analyzou.

Tab.VI: Schema experimentu studia laminarinu-BAM, f~MLFKK-BAM a mannanu-BAM,
LPS a kombinace téchto latek na melanomové buriky.

Skupina Testovana latka Frekvence extirpace  Pocet mysi ve sk.

LPS LPS o koncentraci 0,5mg/ml PBS 24h, 48h, 72h 6

M 0,2 mM mannan-BAMyno v PBS 24h, 48h, 72h 6
0,2 mM mannan-BAMyy a 0,5mg

M/LPS LPS /ml PBS 24h, 48h, 72h 6

LAM 0,2 mM laminarin-BAMyqq v PBS 24h, 48h, 72h 6
0,2 mM laminarin-BAM;go

LAM/LPS 2 0,5mg LPS /ml PBS 24h, 48h, 72h 6

F 0,2 mM f-MLFKK-BAMuyp v PBS  24h, 48h, 72h 6
0,2 mM f-MLFKK-BAM 409

F/LPS 2 0,5mg LPS /ml PBS 24h, 48h, 72h 6

K PBS 24h, 48h 2
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7. Vysledky.

7.1. Histologicka analyza jednorazové a vicenasobné intratumoralni

aplikace LPS.
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Obr. 27 : Vyhodnoceni vlivu jednorazové a vicenasobné aplikace LPS na objem tumoru (v mm?).
Skupina A (10 mg lipopolysacharidu/ml PBS aplikovano ve dnech 0, 2, 4 a 6), B (10 mg
lipopolysacharidu/ml PBS aplikovano 1x), C (PBS aplikovano 1x).

Jak uvadi Obr. 27 objem nadorti ve vSech ptipadech testovanych latek se nejprve zvétsil. Uz 2
dny po zahajeni 1é¢by se ale jeho objem u obou zptsobu aplikace LPS prudce redukoval. U
LPS aplikovaného opakované doslo dokonce jiz za 2 dny po aplikaci k redukci na 10, 23%
oproti objemu nadoru u kotrolni skupiny, u LPS aplikovaného pouze pti zahdjeni terapie klesl
na 31, 88% oproti objemu nadoru u kotrolni skupiny. Drobna reakce byla zaznamenéna i u
kontroly, jeji objem tumoru ale v dalSich Casovych intervalech dale rostl. Rozdil mezi
vicendsobnou a jednorazovou aplikaci LPS se nejprve zdal byt zna¢ny viz. ¢tvrty den terapie,
v poslednim testovaném dnu se ale jeho hodnoty témét vyrovnaly. Néadorovda masa
vykazovala vysokou reaktivnost vi¢i LPS v obou pfipadech, coz je vidét zejména
v poslednim dni, kdy je nador témét zlikvidovan (u LPS aplikovaného opakované redukce na
4,01% a u LPS aplikovaného pouze pii zahdjeni terapie redukce na 3,61% oproti objemu

tumoru v kontrole). Dokonce doslo k vylé€eni jedné mysi po ¢tyinasobné aplikaci LPS, kdy
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tato mys uhynula ve stafi 105 dnli bez ndlezu tumoru nicméné s rozsahlymi mokvajicimi

lozisky v mistech ptiivodniho tumoru.
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Obr. 28: Vyhodnoceni vlivu jednorazové a vicenanobné aplikace LPS na teplotu tumoru a mysi(v °C).
Skupina A (10 mg LPS/ml PBS aplikovano ve dnech 0,2,4,a 6, teplota métfena na tumoru), a (10 mg
LPS/ml PBS aplikovano ve dnech 0,2,4,a 6, teplota méfena na boku), B (10 mg LPS/ml PBS
aplikovano 1x, teplota méfena na tumoru), b (10 mg LPS/ml PBS aplikovano 1x, teplota méfena na

boku), C (PBS aplikovano 1x, teplota méfena na tumoru), ¢ (PBS aplikovano 1x, teplota méfena na
boku).

Na Obr. 28 muZete vidét vyhodnoceni proménlivosti teplot u jednotlivych skupin. Zadna
tendence pii1 pozorovani zmén teplot v reakci na aplikaci LPS nebyla prokazatelné
pozorovana. V n¢kolika ptipadech doslo k prudkému poklesu teploty mysi pod 29°C a

naslednému thynu téchto mysi.

Histologicka analvza:

Pti histologickém porovnani kontroly, jednordzové a vicenasobné aplikace LPS (viz. piiloha
3) vidite na fotografiich zejména znacny rozdil mezi strukturami nachézejicimi se u kontroly
(K) a jednotlivymi aplikacemi LPS (LPS1x, LPS 4krat). Zatimco u kontroly je nddorova masa
tvofena zejména melanocyty (m) u obou aplikaci LPS doSlo v reakci na tento roztok k dilataci
cév (d), pricestovani infiltratu imunitnich bunék a nasledné preméné tumorové masy na masu
nekrotickou (n). Na fotografii K v ptfiloze 3 bych také rada upozornila na zrna barviva

melaninu (z). Na obou fotografiich aplikace LPS v ptiloze 3 je patrny také ptechod, kdy u
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LPS1x dochazi zejména v okoli dilatovanych cév (d) k vytvoieni nekrotické tkané (n) a
ubytku nadorové masy (znazornéno Sipkami) a na fotografii LPS 4x krat je tato nekroticka
masa uz rovnhomérné rozprostiena pres celé nekrotické lozisko. Oba tyto nalezy se
vyskytovaly napti¢ ob&ma skupinami lé¢enymi roztokem LPS. Zadné vyznamné histologické
rozdily mezi obéma skupinami aplikace LPS nebyly pozorovany. VSechny 3 fotografie jsou
pro snadn¢jsi porovnani potfizeny v dobé 24h po aplikaci testovanych latek objektivem se
zvétSenim 10x. V dalsi ¢asti jsem se zaméfila na typické histologické nalezy nekrotické tkané

nalezené u kontrolni skupiny viz. ptilohy 4.1 a 4.2. Mezi zékladni rysy tumoru patii rychle a

nekontrolované se délici buiiky. Tento jev mlizeme pozorovat velice snadno na fotografii A
v ptiloze 4.1 (nékteré byly oznaceny pro ndzornost Sipkami). Mnozstvi jader v jednotlivych
burikach i tvar bunék se diky nartstajimu mnoZzstvi bunék a zmenSujicimu se prostoru rapidné
1i81 (nalezy kulatych, spiralovitych i jinak nepravidelnych bun€k na fotografii B a pii vétSim
piiblizeni na fotografii C v pfiloze 4.1). Nador (m) pro ziskani vétsitho prostoru k ristu
prorusta v piipadé fotografie B 1 do dalSich vrstev klize. Je vidét jak se postupné rozsifuje

mezi svalovymi vlakny (s).

Pti delsi dobé rtstu nadoru viz. pfiloha 4.2 je deformace bunck jeSté vice patrna viz.
fotografie D. Na fotografii E miizete vidét jak zrovna délici se bunky v telofazi (zndzornéno
Sipkami) tak také mnozstvi hnéd€ zbarvenych zrn uvolnéného barviva melaninu (z). Ty jsou
patrna 1 v dalSich fotografiich (ptiloha 4.1 fotografie A, C). Na fotografii F mizete pozorovat
dalsi znak rostouciho tumoru- neovaskularizaci. Vidite mnozstvi nové vytvorenych cév (c)

rozlicnych rozmért od jemnych kapilar az po veétsi cévy.

V ptiloze 5 (5.1, 5.2, 5.3, 5.4) jsem se zaméfila na typické nalezy v histologickych fezech po
l1é¢be lipopolysacharidem (LPS). Na fotografiich A, B, C, D, E, F (pfiloha 5.1, 5.2) mtzete

pozorovat bunéény infiltrat pri zvetSeni objektivu 40x (fotografie A, B, C) a pii zvétSeni
objektivu 100x (fotografie D, E, F). Nachazeji se v ném jak polymorfonukleary (neutrofily
(n)), tak 1 kulatojaderné bunky ((fagocyty (f), lymfocyty (1)).

Na fotogafii G (ptiloha 5.3) je patrnd rozsahla nekrdza vznikld nasledkem aplikace LPS.
Uvolnénd zrna melaninu (z) z destruovanych melanocytti jsou patrna zejména ve stiedu
nekrozy. Nalevo nahote vidite také dilatované cévy (d). Ty jsou také dobie patrné pii vétSim
zvétSeni na fotografii H. Na této fotografii je nahote vlevo vidét nové vznikajici nekroza (n),
kdy jsou patrné i poprasky zbytkl jader granulocytd po vzniklém boji infiltratu imunitniho
systému hostitele a nadorovych struktur (oznaceno Sipkou). Na fotografii I je vidét druhy

zpusob vzniku nekrotické tkané (prvni zplisob- nekroza vznikla nejprve v okoli cév a poté se
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rozsifujici masou tumoru viz. fotografie F ptiloha 4.2.), kdy dochazi k vytvofeni
granulomatdzniho lemu obklopujiciho celou nadorovou masu, v nejblizsim okoli zacina
infiltrat destruovat tuto masu a vznika zde nekroza kruhovitého typu postupné se rozsiujici ke

sttedu tumoru. To je vidét i na fotografii L ve vét§im zvétSeni (ptiloha 5.4).

Na fotografiich J, K v ptiloze 5.4 je vidét jak masivni tato infiltrace je. Nejde o stovky bunck
ale o tadoveé vétsi pocty. Infiltrat se volné prolina s nové vzniklou nekrézou (nartizovéla

barva).

Celkové¢ je mozno konstatovat, ze zatimco u nadorG v kontrolni (PBS) skupiné je mozno
pozorovat de€lici se bunky a proristajici tumor skrz dalsi vrstvy kize, LPS se projevuje
vznikem nekrotické tkané, vznikem granulomatdézniho lemu a nahromadénim bunécného

infiltratu. Tyto zmény nejsou ovlivnény vicenasobnou aplikaci LPS.
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6. 2. Histologicka analyza vlivu roztoku laminarinu-BAM, f-MLFKK-BAM,
mannanu-BAM, lipopolysacharidu a kombinace téchto latek na

melanomové nadory.
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Obr. 29: Vyhodnoceni vlivu aplikovanych latek na rozsah nekréz (v %) 24h, 48h a 72h po terapii.
Skupina LPS (0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), M (0,2 mM manan-BAM v PBS), M/LPS (0,2 mM
f-MLF a 0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), K (PBS).

Na Obr. 29 je znazornéno grafické vyhodnoceni procentuelniho mnozstvi nekrézy vytvorené
jako nasledek aplikace lipopolysacharidu (LPS), manannu-BAM (M) a jejich vzdjemné
kombinace v rozmezi od 24h do 72h po aplikaci. Z prvniho sloupecku lze vidét, ze aplikace
LPS vyvolala pomérné rychlou destrukei tumoru. Uz ve 24h po aplikaci bylo 71% melanomu
preménéno na nekrotickou tkan. Toto doklada i fotografie v priloze ¢. 6 LPS2, kde mizete
pozorovat rozsahlou nekrézu (n) a také dilatované cévy (d) u tumoru dole. Tato jednorazova
aplikace LPS se ve vzrlstajicim ¢asovém horizontu projevovala nekrozami v mirné¢ vétSim

rozsahu (v 48h nekrdza dosahovala 35,7%; v 72h 50%).

Utinek mananu-BAM (M) by se dal oproti tomu popsat zprvu jako pozvolny, kdy zpo&atku
zpusobila 43% destrukci tumoru, s ptibyvajici dobou po aplikaci M pozvolna naristala jeho

ucinnost na 55%.
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Kombinace manannu s lipopolysacharidem (M/LPS) ve 24h po aplikaci zpiisobila pfiblizné
69% redukci melanomu. V 48h po aplikaci uz dokonce vykazovala zna¢nou synergii, kdy z
35,7% nekrotizace tkané pti pisobeni LPS a 34,3% nekrotizace pii aplikaci mannanu vzrostla
az na 83,7%. V 72h po aplikaci se pohybovaly vSechny 3 testované vzorky na pfiblizné stejné

hladin€ uc¢innosti (mirné nad 50%). V kontrolni skupiné (K) byl rozsah nekroz minimalni.
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Obr. 30 : Vyhodnoceni vlivu aplikovanych latek na rozsah nekréz (v %) 24h, 48h a 72h po terapii.
Skupina LPS (0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), F (0,5mM roztoku f-MLFKK-BAM v PBS), F/LPS
(0,5mM roztoku f-MLFKK-BAM v LPS), K (PBS).

Obr. 30 udava vliv LPS, - MLFKK-BAM a smési téchto latek. Nebyl pozorovan vyrazny
aditivni efekt u kombinace fMLFF-BAM (F) s LPS (F/LPS). Doslo jen k mirnému navySeni
uc¢innosti LPS ve spojeni s F v 48h, 72h po aplikaci. U kombinace F/LPS je patrnd tendence
navysovat se vzrastajicim ¢asem plynule svoji uéinnost (z 33,8% pti 24h pies 39,9% pti 48h

az na 51,3% piti 72h po aplikaci).
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Obr. 31: Vyhodnoceni vlivu aplikovanych latek na rozsah nekroz (v %) 24h, 48h a 72h po terapii.
Skupina LPS (0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), M (0,2 mM manan-BAM v PBS), M/LPS (0,2 mM
f-MLF a 0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS ), K (PBS).

Na Obr. 31 je vidét vyrazny aditivni efekt pifi kominaci LPS s laminarinem-BAM
(LPS/LAM) a to jak v 48h (35,7% u LPS; 69,4% u LAM; 100% u LAM/LPS) tak i po 72h po
aplikaci (50% u LPS; 26% u LAM; 78% u LAM/LPA). Ve 48h po aplikaci doslo dokonce ke
kompletnimu vymizeni tumoru, coz doklada i fotografie LAM/LPS 4 v ptiloze 10.
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Obr. 32: Vyhodnoceni vlivu aplikovanych latek na rozsah nekroz (v %) 24h, 48h a 72h po terapii
monokomponentovymi latkami. Skupina LPS (0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), M (0,2 mM manan-
BAM v PBS), F (0,5 mM {f-MLF v PBS), K (PBS).

Pro porovnani u¢inku monoslozkovych latek byl sestaven Obr. 32 a detailni histologicka
analyzy je uvedena v pfiloze 6, 7, 8. Analyza byla provedena v postupnych c¢asovych

mtervalech:

24h po aplikaci monosloZkovvch testovanych latek

V prvnim ¢asovém useku Obr. 32 je ziejmé, Zze LPS zpusobil nejvétsi plosnou redukci
nadorovych struktur (71%). Dale pak testované latky vyvolavaly nekrézu sestupné u
terapeutickych latek u LAM (49,7%), nasledovan piiblizné ve stejné ucinnosti M (42,8%) a F
(40,7%). Kontrola (K) vykazovala mizivou redukci nddorovych struktur (8,5%).

Jak je uvedeno v ptiloze 6, v zanétlivém infiltratu u vSech testovanych latek prevazovaly ve

24h po 1é¢bé polymorfonukleary nad kulatobunécnou zanétlivou celulizaci.

Néhlednout na nekroticka loZiska je moZzno v ptiloze 6, kde je vidét jak vzniklé nekrdzy (n)
tak také zbylé melanocyty (m) u vSech testovanych latek a dilatované cévy (d) na fotografiich

K1, M2, F1. Granula¢ni lem (gr) lze dobfe pozorovat na fotografiich LPS2, LAMI.
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48h po aplikaci monoslozkovvch testovanych latek

Ve 48hod po aplikaci testovanych latek se potadi u¢innosti vyvolani infiltrace a nasledné
nekrézy tumoru zménilo (Obr 32, druhy Casovy usek) Nejvétsi ti€innost vykazoval tentokrat
LAM (69,4%), az poté LPS (35,7%). Obdobnou uc¢innost mély dalsi agonist¢é TLRs M
(34,3%) a F (28,4%). V kontrolni skupin€ opét nedoSlo k vyrazné redukei tumoru (nekroza
pouhych 5,3%).

Histologicka analyza (ptiloha 7) ukézala, ze u M pievladaly neutrofily nad kulatobunéénym
infiltratem. Ve vSech ostatnich latkach F, LAM, LPS zacala pfevazovat kulatobunecna
infiltrace. V této priloze lze vidét opét nekrdzy (n) 1 zbytky tumoru (m) na vSech fotografiich
a také velké dilatované cévy (d) na fotografii F4. Pozornost zasluhuje, ze u LAM na fotografii

LAM4 je celé nekrotické lozisko prokrvacené.

72h po aplikaci monosloZkovych testovanych latek

Ve 72hod po aplikaci se jevil LPS (50,1%) podobné uUc¢inny jako M (55,4%). F (31,4%)
ucinkoval v podobné sile jako LAM (26%) (Obr. 32, tieti Casovy usek). Kontrola nebyla

bohuzel z duvodu nedostatku materialu ve 72h testovana.

Z histologické analyzy (ptfiloha 8) vyplyva, ze u vSech testovanych monokomponentnich
latkach se pii1 72h stale drzela pievaha kulatobunééné infiltrace nad neutrofily, vyjma LAM,

kde se prekvapivé zmeénil pomér infiltratu ve prospéch neutrofil.

Na histologickych fotografiich v této ptiloze je kromé jiného (popisky nekrézy, melanocyti a
dilatovanych cév) tifeba upozornit na pravdépodovné misto vpichu u fotografie LPS6 a
naslednou okolni nekrézu. Dale na fotografiit M6 a LAM6 je vidét Siroky granulacni lem.
Fotografie LAM6 byla ptidana zejména z diivodu velice hezky rozpoznatelného rozvolnéného
edematdzniho vaziva (e). Tento jev se vyskytoval pomérné hojn¢ zejména u testovanych latek
72 h po jejich aplikaci a v pfiloZzené piiloze monoslozkovych testovanych latek je muzete
pozorovat také na histologickych fotografiich v ptiloze 6 (fotografie LPS2 a LAM1), ptiloze 7
( fotografie LPS3).

Pokud tedy vzajemné¢ porovname jednotlivé monoslozkové testované latky, projevuje se LPS,
LAM i M jako velice u¢inné terapeutické latky s vysokou schopnosti likvidovat tumor (v

rozmezi 43%-71% pifemény tumoru na nekrotickou masu). F se ve svych tumor-likvidacnich

-59-



ucincich tolik neprojevil (pfiblizn€ 30% destrukce nadorové tkané€). Pii zkoumani infiltratu
napii¢ skupinami nebyly pozorovany u jednotlivych testovanych latek zadné vyraznéjsi

rozdily v kvalitativnim bunééném slozeni tohoto infiltratu.
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Obr. 33 Vyhodnoceni vlivu aplikovanych latek na rozsah nekréz (v %) 24h, 48h a 72h po terapii
kombinovanymi latkami. Skupina LPS (0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS), M/LPS (0,2 mM manan-
BAM a 0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS ), F/LPS (0,5 mM f-MLF a 0,5 mg lipopolysacharidu/ml
PBS , LAM/LPS (0,2 mM laminarin-BAM a 0,5 mg lipopolysacharidu/ml PBS, K (PBS).

Pro porovnani uc¢inku latek kombinovanych s LPS byl sestaven Obr. 33 a detailni histologicka
analyza je uvedena v ptiloze 9, 10 a 11. Analyza byla provedena v postupnych ¢asovych

mtervalech:

24h po aplikaci kombinovanvch testovanych latek s LPS

Po aplikaci kombinované 1écby s LPS jevila nejvétsi ucinnost 24h po Iécbé kombinace
M/LPS (68,9%). Terapie v kombinaci LAM/LPS (25,6%) 1 F/LPS (34,8%) se projevily jako
ucinné(34,8%), prestoze ve srovnani s M/LPS nezptsobovaly tak velkou pfeménu tumoru na

nekrotickou tkan viz. Obr. 33.

Jak vyplyva z histologické analyzy (ptfiloha 9), v zanétlivém infiltratu u M/LPS i u F/LPS
bylo nalezeno vice neutrofilti, naopak U LAM/LPS pfevazoval kulatobunéény infiltrat. Ve
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vSech ptripadech byly v infiltratech pfitomny bazofily. V této priloze vidite na fotografii
M/LPS2 siroky granula¢ni lem. Také na fotografii F/LPS1 pokryva granulacni infiltrat velkou
cast fotografie.

48h po aplikaci kombinovanych testovanych latek s LPS

Ptfi kombinaci LAM/LPS ve 48h po terapii nebyly nalezeny zadné nadorové struktury,
povazujeme tedy nekrézu za uplnou (Obr. 33). Dale pak dle tohoto grafu nejucinnéji

redukoval nador M/LPS (83,7%). Kombinace F/LPS nebyla tak G¢inna (23,1%).

U LAM/LPS je pritomné pouze lozisko tvofené edematdéznim vazivem a drobnymi
hemoragiemi viz. pfiloha 10. V infiltratu LAM/LPS se nachéazi pfevazné¢ kulatobunécné
buriky, ojedinéle s bazofily. Nekroza na fotografiit M/LPS3 v téze piiloze pokryva vétSinu
plochy a zbytek v podstaté tvofi rozvolnéné edematdzni vazivo. Na obrazku F/LPS4 si
povsimnéte velkého pasu edematdzniho vaziva, dale také toho, Ze u velkéd plocha loziska je

nahrazena hemoragiemi a dilatovanymi cévami.

72h po aplikaci kombinovanych testovanych latek s LPS

V 72h po terapii byl opét nejucinnéjsi LAM/LPS (78%) a jak je vidét na na Obr. 33 byly
ostatni terapeutické latky na podobné hlading u¢innosti (kolem 50%). V piiloze 11 miiZete
vidét vyskyt jak nekroz (n) tak také melanocytli (m). Na fotografii LAM/LPSS vidite
granulaéni lem (gr) a také Ze lozisko je velmi hemoragické. Ptfi zkoumani infiltratu se

prokazal nalez jak kulatobunécénych bunék tak bazofili u vSech testovanych latek.

U kombinovanych testovanych latek se ucinnost redukce pohybovala ve vét§iné pripadia
v rozmezi mezi ptiblizné 30% az 80%. Nejlepsi vysledky vykazovala kombinace LAM/LPS.
Jako nejslabsi se opét projevila kombinace s F. V infiltratu opét nebyly pozorovany napftic
skupinami u jednotlivych testovanych latek Zzadné vyraznéjsi rozdily v kvalitativnim

bunééném sloZeni tohoto infiltratu.
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8. Diskuze.

Jiz od konce 19. stoleti je studovano pouziti usmrcenych bakterii, ptipadné z nich izolovanych
PAMPs pro terapii nadorovych onemocnéni. Dr. Coley pouzival inaktivované bakterie
Stereptoccocus pyogenes a Serratia marcescens (tzv. Coleyiv toxin). Vzhledem
k nestandartnosti piipravy tohoto terapeutika, vysokym vedlejsSim ucinkim (horecky) a
nedostatecné dokumentaci vyskledkli byla tato terapie v Sedesatych letech minulého stoleti

X, 148,149
opusténa.

Nasledné se touto problematikou zacala zabyvat velkd spousta védcii. Na principu vyuziti
bakterii a jejich extrakti se jim podatilo vyvinout BCG vakciny. Po objeveni BCG vakciny
doslo k jejimu uspésnému pouziti 1 v protinadorové 1écbé. V piipadé karcinomu mocového

mé&chyfe je tato terapie pouZivana dodnes. '

Koncem, dvacatého stoleti byly popsany molekuly rozpoznatelné vrozenou imunitou
(PAMPs, DAMPs) a jejich receptory. Dalsi intenzivni studim bylo zaméfeno pfedevSim na
studium pouziti agonistii Toll-like receptort pii 1€cbé rakoviny. Tato cesta sice byla spravna,
ale pouhd aplikace téchto motivii do téla pacienta nemohla dosahnout tak velkého ucinku,
nebot’ imunitni systém byl sice nabuzen, ale jeho reakce nebyla sméfovana ke konkrétni

rakovinné burice.

Tohoto zacileni imunitniho ataku na trovni vrozené imunity jsme docilili ukotvenim liganda
fagocytarnich receptort (laminarin, mannan, f~-MLFKK) na membrany nadorovych bungk.
Doslo k redukci nddorového ristu. Tento efekt byl vSak dramaticky zesilen soucasnou
aplikaci TLR4 ligandu — LPS. Jak jsme prokazali pomoci histologie a prutokové cytometrie,
LPS zpisobil mohutnou zanétlivou infiltraci, kterd ve spojeni s instalaci ligand
fagocytarnich receptorti na povrch nadorovych bunék vedla k redukci nadorového ristu az

k upIné eliminaci nadort.

Ukolem této studie byla detailni histologicka analyza pasobeni LPS, ligandd fagocytarnich
receptort a jejich kombinace. V prvnim experimentu byl pouzit LPS o vysoké koncetraci.

Jeho ucinky byly sice mohutné, ale paralelni in vitro studie (vysledky neukdzany) nam
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piinesla zjisténi, ze vyssi koncentrace LPS vykazuji piimé toxické ucinky. Navic dochazelo
casto k thynim mys$i. Proto v druhém experimentu byly pouzity koncentrace, které jsou

netoxické a pusobi tedy jen na urovni imunitni stimulace.

Aditivni efekt, pozorovany v této diplomové praci byl na histologické urovni nejlépe
pozorovatelny v kombinaci laminarin-BAM a LPS (silnd destrukce tumoru a pifeména
v nekrotickou tkan), coz odpovidd zjisténym poznatkim o vhodnosti kombinace LPS a

kotvenych ligandi fagocytarnich receptori'®.

Mirny aditivni efekt byl pozorovan i u
kombinace f-MLFKK-BAM s LPS. Jen piechodnou aditivitu jsme pozorovali u manan-BAM
ve spojeni s LPS, coz pfikladdame zejména malému mnozstvi vzorkl v jednotlivych
podskupinach. S nejvétsi pravdépodobnosti tedy doslo ke zkresleni dat, kdy se Castokrat
vznikla nekrotizace jednoho vzorku ve svych hodnotach velice liSila od druhé, coz je patrné i
ze smérodatnych odchylek. Vyrazny aditivni efekt ligandii fagocytarnich receptorti (na
nadorové buriky kovalentné vazany Zymosan A) a LPS popsala na histologické urovni rovnéz

(v 151
Kovarova ~.

Pro nasledujici studium bych velice doporucovala pii histologickych studiich aplikovat
imunologické znaceni infiltrovanych imunitnich bunék pfisluSnymi antigeny. Pak by jiz
potieba odborné konzultace s patologickym oddélenim nemocnice nebyla nutna. Pro studium
z histologickych preparati bych poté doporucila histologickou analyzu barevnych fazi
v programu QuickPhoto Micro. Tim by se toto zpracovani velice urychlilo. Navic by se dal
veestovaly infiltrat (nabuzené burky imunitniho systému) piesné kvantifikovat a piipadné
lokalizovat v ramci melanomu (jestli se vyskytuji pouze v blizkosti cév nebo piimo atakuji
ligandy fagocytarnich receptori znacené nadorové burky). Takto zpracované histologické

vzorky by se staly hlavnim jasn€ prokazatelnym dikazem tu¢inku 1é¢by.

Ptestoze jsme pouzili v zavérecném experiementu nizs§i koncentraci LPS, doporucovala bych
jeho nahradu jinym stimulatorem TLR, nebot LPS je pro clovéka velmi toxicky a tudiz
klinicky nepouzitelny.'**'2!""**!%* V/ {ivahu p¥ipada analog LPS (MPLA), dale pak Imiquimod
(agonist TLR7), Resiquimod (TLR 7, 8). Tyto latky by pak bylo vhodné kombinovat
s kotvenymi ligandy fagocytarnich receptort (laminarin, manan, f-MLF) jak odpovida nejen
nasi studii °%, ale jak je i ve shod& s predstavou spolupréace ligand signélnich a fagocytarnich

O 1 2
receptori.'
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9. Zavér.

Histologickymi fotografiemi byly zdokumentovany typické rysy melanomu i typické nalezy

po terapii lipopolysaccharidem.

Pomoci kaliperu i histologickymi fotografiemi byla prokdzana ucinnost lipopolysacharidu

jako imunitniho stimulans pti 1é¢bé melanomu.

Pti testovani ligandi fagocytarnich receptort (kotveny laminarin, mannan a f-MLFKK)
samotnych i v kombinaci s LPS byla prokdzéna vysokd redukce nadorovych struktur a také
vzajemny aditivni efekt. Pti kombinaci LPS s kotvenym laminarinem (laminarin-BAM) v 48h

po aplikaci doslo k upIné redukci tumoru a pfemeéné na nekrotickou tkan.

Na zaklad¢ histologickych studii byl popsan ,,mechanismus‘ uvedenych procest. Testované
latky nabudi imunitni systém, dojde k masivni infiltraci zejména granulocyti a nasledné
destrukci nadorovych struktur a jejich pfeméné na nekrotickou tkan. Po urcitém case (prvni
nalezy jiz v 48h po aplikaci, nejcastéji ovsSem v 72h po aplikaci) dochazi k odtranéni téchto

nekroz a jejich nahrazeni edematéznim vazivem.

Byla optimalizovana metoda zpracovani histologickych fotografii porovnanim procentuelniho

zastoupeni imunitni reakci vytvoiné nekrdzy oproti zbyvajici nadorové mase.

Bylo navrzeno nékolik zdokonaleni pro obdobné nésledujici studie.
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Priloha 1: Schéma signalizace aktivaci Toll like receptoriu a Nod like receptorﬁ.58
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Piiloha 2: Piehled TLRs a jejich zakladnich vlastnosti .’

Exprese na

TLR  buiikichim.  PAMPs DAMPs Signal b, o duction
. Adaptor
systému
v Triacylované lipoproteiny TIRAP
+ , ’
%ﬁ; fd‘;“eﬁg ;;%rcg (Pam3CSK4), peptidoglykany, (TLR2 DAMPs) MyD88,  IC
’ T lipopolysacharidy Mal

TLR2+ Bunéény povrch  Diacylatované lipoproteiny Heat Shock Proteiny (HSP 60, 70, Gp96), High mobility group proteiny K/IIR]%% IC
TLR6 Mo, M®, MC, B (FSL-1) (HMGBI), proteoglykany (Versican, fragmenty hyaluronové kyseliny) Me}lll ’

Endosomy dsRNA (poly (I:C)) mRNA IC,
TLR3 B, T, NK, DC tRNA, siRNA tRNA TRIF typel IFN

Bunécny povrch/ T ’

yp . . Heat Shock Proteiny (HSP22, 60, 70,72, Gp96), High mobility group TRIF

endosomy Lipopolysaccharidy (LPS) . . 4 IC,
TLR4 : proteiny (HMGB1),proteoglycany (Versican, Heparin sulfate, fragmenty TIRAP,

Mo, M@, DC, MC, Paclitaxel . : . . . typel IFN

IE hyaluronové kyseliny),Fibronectin, Tenascin-C MyD88

Mal

Bunécény povrch .
TLRS Mo, M®, DC, IE Flagellin MyD88 IC
TLR7  Lndosomy irsn%iio uinoliny (R848) RNA mypgs |G

Mo, M®, DC. B 5 yieao) S8 y typel IFN

Guanosine analogy (Loxoribine)

Endosomy sSRNA, IC,
TLR8 iy M®, DC, MC Imidazoquinoliny (R848) SSRNA MyD88 — pel IEN

Endosomy CpG DNA . IC,
TLRY o M®, DC, BT CpG ODNs Chromatin IgG complex MyD88 el IEN

Endosomy — .
TLR10 Mo, M®, DC profilin-like proteiny MyD88 IC

Mo: monocyty, M®: makrofagy, DC: dendritické buriky, MC: Zirné buriky, B: B-lymfocyty, T: T-lymfocyty, IE: intestinalni epithelium, IC: zanétlivé cytokiny
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Priloha 3: Histologické porovnani kontroly, jednorazové a vicenasobné aplikace LPS.

100 ym

K- melanom 24h po aplikaci PBS, roztok aplikovan

v ¢ase 0.

LPS 1x- melanom 24h po po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovan v ¢ase 0.

LPS 4x- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovan zatim jen v ¢ase 0.

(n)nekréza, (m)melanocyty, (d)dilatované cévy,
(s)svalovina, (p)pokozka, (f) vlasovy folikul, (z)zrna
melaninu.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se
zvétdenim 10x. Usecka je dlohd 100pm.
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Priloha 4.1: Typické histologické nalezy u tumordézni tkané.

A- melanom 48h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v ¢ase 0. Zvétdeni objektivu 40x. Sipky smé&Fuji na délici
se buniky.

B- melanom 48h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v Ease 0. Zvétseni objektivu 20x. Sipka smétuje na
prostupujici melanocyty prostupujici do dalsi vrstvy
kize (svaloviny).

C- melanom 24h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v Case 0. ZvétSeni objektivu 40x. Deformované buriky

melanomu.

(m)melanocyty, (s)svalovina, (z)zrna melaninu.
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Priloha 4.2: Typické histologické nalezy u tumordézni tkané.

| T o

=

J & 'F

D- melanom 48h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v Case 0. Zvétseni objektivu 20x. RGzné deformované
buriky.

E- melanom 48h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v ¢ase 0. Zvétseni objektivu 20x. Sipka smétuje na délici
se bunku v telofazi.

F- melanom 48h po aplikaci PBS, roztok aplikovan
v &ase 0. Zvétdeni objektivu 10x. Sipky sméFuji na cévy

vzniklé pfi neovaskularizaci.

(c)cévy, (m)melanocyty, (d)dilatované cévy, (z)zrna
melaninu.
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Priloha 5.1: Typické histologické nalezy pri aplikaci LPS.

A- melanom 24h po zahajeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovén v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 40x. Infiltrat.

B- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovén v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 40x. Infiltrat.

C- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovén v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 20x. Dilatované cévy a infiltrat (granulocyty).

(m) melanocyty, (d) dilatované cévy, (s) svalova vlakna,
(neu) neutrofily, (1) lymfocyty / monocyty.
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Priloha 5.2: Typické histologické nalezy pri aplikaci LPS.

D- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 100x. Infiltrat.

E- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 100x. Infiltrat.

F- melanom 24h po zahdjeni terapie roztokem
10mgLPS/ml PBS, roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 100x. Infiltrat.

(f) fagocyt, (gr)granulocyt, (er) erytrocyty,
(1) lymfocyt, (n)neutrofil.
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Priloha 5.3: Typické histologické nalezy pri aplikaci LPS.

G- melanom 24h po aplikaci roztoku 10mgLPS/ml PBS,
roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni objektivu 10x.
Vznikajici nekréza, hnédy melanin v nekrézach.

H- melanom 24h po aplikaci roztoku 10mgLPS/ml PBS,
roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni objektivu 40x.
Sipka ukazuje na vznikajici nekrézu. PobliZ 3ipky jsou
také znatelné poprasky jader granulocyt(.

I- melanom 24h po aplikaci roztoku 10mgLPS/ml PBS,
roztok aplikovan v ¢ase 0. Zvétseni objektivu 10x.
Granulézni lem.

(d) dilatované cévy, (n) nekréza, (z) zrna melaninu,
(m) melanocyty, (gr) granuldzni lem.
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Priloha 5.4: Typické histologické nalezy pri aplikaci LPS.

J- melanom 96h po aplikaci roztoku 10mg LPS/ml
PBS, roztok aplikovan pouze v ¢ase 0. Zvétseni
objektivu 10x. Masivni infiltrat.

K- melanom 96h po aplikaci roztoku. 10mgLPS/ml
PBS, aplikovan pouze v ¢ase 0. Zvétseni objektivu
20x. Masivni infiltrat.

L- melanom 24h po aplikaci roztoku 10mgLPS/ml
PBS, roztok aplikovan v ¢ase 0. ZvétSeni objektivu
20x. Infiltrat.
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Priloha 6: Histologické porovnani monoslozkovych latek 24h po terapii.
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K1- melanom v dobé 24h od aplikace PBS.

LPS2- melanom 24h po terapii lipopolysacharidem o
koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M2- melanom po terapii 0,2mM mannanem-BAM

v PBS.

F1- melanom 24h po terapii 0,5mM fMLF-BAM

v PBS.

LAM1-melanom 24h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM v PBS.

(n)nekrdza, (m)melanocyty, (d)dilatované cévy,
(gr)granulacni lem, (e)rozvolnéné edematdzni
vazivo.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se
zvétsenim 4x. Usecka je dloha 400um.




Priloha 7: Histologické porovnani monoslozkovych latek 48h po terapii.

K 3-melanom 48h po aplikaci PBS.

LPS3- melanom 48h lipopolysacharidem o
koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M3- melanom 48h po terapii 0,2mM
mannanem-BAM v PBS.

F 4- melanom 48h po terapii 0,5mM fMLF-BAM
v PBS.

LAM 4-melanom 48h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM v PBS.

LAM4

(n)nekrdza, (m) melanocyty, (d) velké dilatované
cévy, (h) hemoragie (prokrvacené lozZisko), (e)
rozvolnéné edematdzni vazivo.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se

zvétsenim 4x. Usecka je dloha 400pum.
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Priloha 8: Histologické porovnani monoslozkovych latek 72h po terapii.

LES

=
F5 *

LPS6- melanom 72h po terapii lipopolysacharidem o
koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M6- melanom 72h po terapii 0,2mM
mannanem-BAM v PBS.

F5- melanom 72h po terapii 0,5mM fMLF-BAM

v PBS.

LAMS5-melanom 72h 24h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM v PBS.

LAM6-melanom 72h 0,2mM laminarinu-BAM v PBS.

(n) nekrdza, (m)melanocyty, (d) velké dilatované
cévy, (h) hemoragie, (e) rozvolnéné edematdzni
vazivo, (gr) granulacni lem.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se

zvétéenim 4x. Uselka je dlohd 400um.
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Priloha 9: Histologické porovnani monoslozkovych latek v kombinaci s lipopolysacharidem 24h po terapii.
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K 1-melanom 24h po aplikaci PBS.

LPS2- melanom 24h po Iécbé lipopolysacharidem o
koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M/LPS2-melanom 24h po terapii 0,2mM
mannanem-BAM a 0,5mg LPS /ml PBS.

F/LPS1- melanom 24h po terapii 0,5mM fMLF-BAM
a0,5mg LPS /ml PBS.

LAM/LPS2-melanom 24h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM a 0,5mg LPS /ml PBS.

(n)nekrdéza, (m) melanocyty, (e) rozvolnéné
edematdzni vazivo, (gr)granulaéni infiltrat/lem.
Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se
zvétdenim 4x. Usecka je dlouhd 400um.




Priloha 10: Histologické porovnani monoslozkovych latek v kombinaci s lipopolysacharidem 48h po terapii.

M/LPS 3

— K 3-melanom 48h po aplikaci PBS.

LAM/LPS ’ " : > | LPS 3- melanom 48h po [é¢bé lipopolysacharidem o
L 7 At : . koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M/LPS 3- melanom 48h po terapii 0,2mM
mannanem-BAM a 0,5mg LPS /ml PBS.
F/LPS 4- melanom 48h po terapii 0,5mM fMLF-BAM
a0,5mg LPS /ml PBS.
LAM/LPS 4-melanom 48h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM a 0,5mg LPS /ml PBS.

(n)nekrdéza, (m) melanocyty, (e) rozvolnéné
edematdzni vazivo, (gr)granulacni infiltrat/lem, (h)
hemoragie.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se

zvétsenim 4x. Usecka je dloha 400pum.
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Priloha 11: Histologické porovnani monoslozkovych latek v kombinaci s lipopolysacharidem 72h po terapii.

M/LPS 5

F/LPS5 | A S LA

291 -

LPS 5- melanom 72h po lécbé lipopolysacharidem o
koncentraci 0,5mg/ml PBS.

M/LPS 5- melanom 72h po terapii 0,2mM
mannanem-BAM a 0,5mg LPS /ml PBS.

F/LPS 5- melanom 72h po terapii 0,5mM fMLF-BAM
a0,5mg LPS /ml PBS.

LAM/LPS 5-melanom 72h po terapii 0,2mM
laminarinem-BAM a0,5mg LPS /ml PBS.

(n)nekrdéza, (m)melanocyty, (gr) granulacni
infiltrat/lem.

Vsechny fotografie jsou pofizeny objektivem se
zvétsenim 4x. Usecka je dloha 400pum.



