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1 Uvod

Jednou z nejcastéjSich pfic¢in Vv rozvinutych zemich jsou nadorova onemocnéni. Jde

0 celosvétove rozsifeny problém a pocet nemocnych ro¢né stoupa (Siegel & kol., 2013).

90-95 % nadorovych onemocnéni je zpusobeno zivotnim stylem, pouze v 5-10 % hraje
roli dédi¢nost. Tento problém je velice vyznamnym pievazné v rozvinutych zemich, kde
dochdzi k prodluzovani primérné délky zivota a nedodrzuje se zdravy zivotni styl. Koufeni,
fyzicka inaktivita, nezdravé stravovani, konzumace alkoholu, dlouhé vystavovani se

slune¢nimu zafeni napomahaji rozvoji nadorovych onemocnéni (Jemal & kol., 2011).

vvvvvv

coz ovSem neni mozné provést U vSech ptfipadi. Dal§im moZznym lécebnim postupem je
chemoterapie a radioterapie, kdy hlavni nevyhodou je nespecifi¢nost terapie a pii kterém
dochazi k poskozovani i zdravych bun¢k. Proto je studium a hledani ucingjsi terapie nutné.
Vyzkum novych 1é¢iv znacné pokrocil, ovSem na mnoho nadorovych onemocnéni se stale

nenasel uc¢inny a Setrny zpiisob 1éCby.

Na$ tym se snazi najit cestu v nddorové imunoterapii, zaloZzené na vrozené imunité
a pfechazejici podle poslednich poznatkdl v atak na arovni ziskané imunity, kdy dochazi
k pfimému zacileni na nadorové bunky atudiz nedochazi k poskozeni zdravych bunék.
Vrozena imunita dokéze v nékterych ptipadech vyhledat nadorové bunky a znicit je (Cui &
kol., 2003). Nas pfistup je zaloZen primarn¢ na stimulaci vrozené imunity a nasmérovani
jejiho ataku na nadorové buiiky tim, Ze na n€ kotvime ligandy stimulujici jejich fagocytozu.

Predmétem této diplomové prace je prispét k objasnéni mechanismti ptisobici pfi této terapii.



1.1 Charakteristika nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni se fadi do heterogenni skupiny onemocnéni, vyznacujici se
nekontrolovatelnym délenim bunék ve tkanich aorganech. Pocet nové vznikajicich
nadorovych onemocnéni kazdym rokem nartsta (Siegel & kol., 2013). Mezi charakteristické
rysy nadorovych bunck patii neomezeny replikacni potencidl, necitlivost vuci ristu
inhibujicim signalim, sobéstacnost v potfebé rlustovych faktor, neschopnost apoptozy
(fizend buné¢na smrt), neoangiogeneze (proces novotvorby krevnich kapilar), vytvaieni

metastaz a prorustani do zdravych tkani. (Hanahan & Weinberg, 2000).

1.1.1 Déleni nadorovych onemocnéni

Nadory Ize rozd¢lit podle prortustani do zdravych tkani a vytvareni metastaz. Benigni
nadory jSou nemetastazujici nadory, které zlstavaji na misté svého vzniku. Neproristaji
tedy do okolni tkan¢, pouze ji utlacuji. Jde 0 ohrani¢ené nadory, které je mozné chirurgicky
odstranit. Ve vétsing piipadi nemaji negativni vliv na organismus, ale itento typ muze
ohrozit zivot jedince. Maligni nadory jsou daleko agresivnéjsi a jsou vétsi hrozbou pro

rvr r

organismus. Buiiky maligniho melanomu se §ifi pomoci krevnich kapilar a lymfatickych
lécit. BohuzZel vytvofené metastaze jsou jen té€zko lécitelné, jelikoZ neni snadné je

lokalizovat a casto dochazi k recidivé onemocnéni (Chambers & kol., 2002).

Déle nadory tfidime podle organové lokalizace. Pfikladem jsou nadory plic, varlat,

prsu, tlustého stieva, kize a dalsi.

Dtlezitym rozdélenim je rozliseni podle plvodu, na nadory epitelidlni,
mezenchymalni, hematopoetické, lymforetikularni, neuroektodermalni a nadory smisené,

které pochazeji z vice tkani (Sell, 2004).

1.2 Maligni melanom

Maligni melanom je agresivni, zhoubny novotvar vznikajici z pigmentovych bunék
(melanocytl), ktery se vyskytuje pievazné na kuzi (Clark & kol., 1969). Vyskyt na kazi
vznikd v dasledku expozice kiize UV zéfeni, tedy pti delSim vystaveni kiize slune¢nimu
zateni (De Gruijl & kol., 2001). Maligni melanom muze dale postihnout o¢ni tkan, vzacné

sliznice (rekta, pochvy a nosu). Je fazen mezi neuroektodermové nadory (Sell, 2004).



1.2.1 MysSi melanom B16- F10

Pro naSe terapeutické ucely vyuzivame buniky mysSiho melanomu B16- F10, ktery se
zatazuje do skupiny 4 typti mysich melanomu- B16- FO, B16- Fla B16- BL/6 (Owerwijk &
Restifo, 2001). Melanom B16- F10 je znam vysokou invazivitou a schopnosti vytvaret
vzdalend loziska (pfedevSim metastaze v plicich). Buitky melanomu B16- F10 velmi dobfte
rostou (doba mitotického cyklu je néco malo ptes 12 hodin) a jdou dobie se napéstovat in

vitro (Nakamura & kol., 2002).

1.2.2 Histologie kuZe

Ziskani  znalosti o histologii kize ndm umoZni snadnéjSi  pochopeni
dermatopatologie, kam spadd ndmi zkoumany melanom. Kize mé zivotné dtlezité funkce-
epidermis chrani télo pied ztratou tekutin a zdroven chrani organismus pied skodlivymi vlivy
vnéjsiho prostiedi. Dale se klize podili na regulaci télesné teploty a umoziuje piijem podnéti
z okolniho prostiedi (smyslové receptory). Kize se sklada z epitelové slozky- epidermis
(rohovéjici vrstevnaty dlazdicovy epitel) az vazivové slozky — dermis. Vrstva vazivové
atukové tkang, lezici pod kuzi spolu skuzi vytvareji kozni pokryvku (integumentu
commune). Kozni organy se vyvijeji jako derivaty epitelové slozky. Patii k nim produkty
rohovéni (vlasy anehty) akozni zlazy. Mezi kozni zlazy se také fadi mlécna zlaza

(Ayadurai, 2010).
KoZni pokryvka

Nejvetsi Cast téla je pokryta tenkou kazi s rhombickym polickovanim (drobna
kosoctvere¢na policka). Kize s policky obsahuje vlasy, potni a mazové zlazy. Tlusta kize
s hmatovymi listami je bez vlasti @ mazovych zlaz. Kize je vytvoiena z 3 vrstev: epidermis,
dermis, subcutis. Dermis (Skara) a epidermis jsou spolu- propojeny ve spojovaci dermo-
epidermové zon¢ a hranice mezi nimi je zvinéna. Z dermis vybihaji proti epidermis papily.
Mezi tyto papily se epidermis zasouva sitovité usporadanymi hiebeny vrstvy basale.
Subcutis slouzi k zajisténi spojeni kiize S hloub&ji ulozenymi strukturami, funguje jako
podlozka odolna tlaku. Vlasové folikuly, kozni zlazy jsou v dermis, nékdy mohou zasahovat
az do subcutis (Ayadurai, 2010).

Epidermis- vrstvy epidermis (Obr. 1):

Stratum basale — spodni vrstva epidermis je tvofena jednou vrstvou cylindrickych

bunek, lezicich pfimo na bazalni membrané€. Tato vrstva je zdrojem novych keratinocyti,



obsahuje kmenové bunky epidermis a progenitorové buiiky schopné dé€leni- jejich dcefiné

bunky vstupuji do povrchnéjsich vrstev.

Stratum spinosum - nejtlustsi vrstva epidermis, je vrstva bunck S trnovitymi
vybézky a obsahuje 2 az 5 vrstev polygonalnich bunék, jejichz desmozomové spojeni je

kvali smrsténi vyrazné patrné- trnovité bunky.

Stratum granulosum - obsahuje buiky, ukterych jsou velmi patrna granula
keratohyalinu- jde o cytoplazmatické agregaty, které se skladaji z filament cytokeratinu

a proteint.

Stratum lucidum — se nachazi v kizi s listami mezi vrstvami stratum granulosum
a stratum corneum. Je to eozinofilni vrstva, obsahujici prechodni stadia mezi keratinocytem

a zrohovatélou buiikou.

Stratum corneum- zrohovat¢la vrstva- v téchto buitkach nejsou zadna jadra ani jiné
cytoplazmatické organely. V histologickych prepardtech je tato vrstva vétSinou Spatné
zachovala. Zrohovatéla buiniky jsou polygondlni desticky, pospojované corneodesmozomy
(modifikovany desmozom). Zrohovatéla ¢ast kuize s policky obsahuje az 25 vrstev (v ktzi
s liStovym charakterem az 100 wvrstev). Kdyz doje k proteolytickému rozvolnéni

corneodesmozomtl, zrohovatélé buriky jednotlivé odlupuji (Ayadurai, 2010).
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Obr. 1: Histologicky fez epidermis a jeji zvrstveni, barveno hematoxylin-eosinem (Thomas,
2014).



Rohovéjici vrstevnaty epitel epidermis se skldda z keratinocytli, pigmentovych
bunék- melanocytt (Obr. 2). Dale jsou v epidermis obsazeny Langerhansovy bunky patfici
do imunitniho systému a Merkelovy bunky (dotykové receptory). Epidermis mé 4 vrstvy, 3
spodni vrstvy tvoii keratinocyty, vrchni vrstvu tvofi odumielé zrohovatélé buiky. Tyto
zrohovatélé bunky se postupné odlupuji a nahrazuji je bunky ulozené pod nimi. V epidermis
probiha migrace bunck zbazdlni vrstvy smérem k povrchu. B¢hem tohoto procesu
keratinocyty prochazeji stddiem diferenciace. Cilovym produktem diferenciace jsou
zrohovatélé kozni bunky. Kdyz dojde k vytvotfeni vrstvy zrohovatélych bunck, ziskava
epidermis svou hlavni funkci- udrzovat mechanicky a chemicky odolnou, témét vodotésnou
diftzni bariéru. Funkci této bariéry je zabrana ztraty vody a vnikani hydrofilnich latek do
organismu. Také dochazi k ochrané organismu pted Gcinky kyselin diky keratinu, ktery je
chemicky odolny. Difusni bariéra je tvofena spojenim lipidu a tight junction. Ve zrohovélé
vrstvé jsou mezibunééné prostory vyplnény polarnimi lipidy a vytvaii tzv. Lipidovy uzavér

(Ayadurai, 2010).

Keratinocyty se spojuji pomoci desmozomu, hemidesmosomy ukotvuji bunky bazalni
vrstvy K bazalni laming. V keratinocytech probihaji riznymi sméry svazky cytokeratinovych
filament. Tyto filamenta se upinaji do cytoplazmatické membrany v misté¢ desmosomi .

Celou epidermis prochdzi trakéni sit’, kterd je napojena na kolagenni vlakna dermis.

Melanocyty spolu s Langerhansovymi buiikami se rozliSuji v epidermis specialnimi
barvicimi metodami. Pokud je preparat barven klasickym histologickym barvenim, jde
rozliSit tyto bunky pouze na zdkladé svétlejSiho bunéfného téla oproti keratinocytlim.
Melanocyty se vyskytuji ve stratum basale (spodni vrstva epidermis) a pochazeji z neuralni
listy, do epidermis pouze vcestovaly. Melanocyty syntetizuji tmavé hnédy pigment melanin,
mohou tedy za pigmentaci kiize. Tmavy pigment chrani pokozku pted UV zéafenim
(Tadokoro & kol., 2005). Melanin vznika v melanosomech, dokaze absorbovat UV zafeni
atim ochranuje mitoticky aktivni bunky bazalni vrstvy. Melanocyt tedy zasobuje
keratinocyty a tim, ze pfedavaji vytvorené melanosomy keratinocytiim, Sami 0 sob& obsahuji
malé mnozstvi pigmentu. u syntézy pigmentu v melanocytech ptsobi nékteré cytokiny -
naptiklad TNF-a a hormony- adrenokortikotropni hormon a alpha- Melanocyte-stimulating
hormon. Tyto latky se ve véts$i mife uvoliuji z keratinocytt a dalSich koznich buné€k pii UV

zateni a dochazi k hnédnuti ktize (Ayadurai, 2010).
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Obr. 2: Histologicky fez epidermis a jeji slozky, barveno hematoxylin- eosinem (Thomas,
2014).

Langerhansovy buiiky jsou dendritické buniky epidermis. Mohou se nachazet
I vV jinych sliznicich- napiiklad ve vaginé ¢i konecniku. Langerhansovy bunky maji svij
puvod v kostni dfeni ajsou derivatem hemopoetické kmenové bunky. Jsou velmi blizké
makrofagim (monocytim). Jde 0 antigen prezentujici buiiky imunitniho systému, které se
nachazeji v kiizi. Vazi na sebe antigeny a timto antigenem putuji do lymfatické uzliny, kde
se pfeménuji v interdigitujici dendritické bunky T- zony, nastartuji tim imunitni koZni reakci.
Langerhansovy bunky jsou rovhomérné rozloZzeny mezi keratinocyty a dlouhymi vybézky

kontroluji oblasti. Takto je vytvofena sit’ pro zachyceni antigenti (Ayadurai, 2010).
Dermis a subcutis

Dermis neboli Skara neboli coruim (Obr. 3) je tvofena vazivem, je zodpovédna za
odolnost kiiZze a obsahuje termindlni krevni fecisté (epidermis je bez cév). Dermis se sklada
ze dvou vrstev- z povrchové vrstvy tvofené papilami (stratum papillare) a zbyvajici Casti
stratum reticulare. Stratum papillare je tvofena fidkym vazivem a tenkymi vlakny kolagenu.

Déle je tvorena vlakny elastickymi artiznym typem bunék- bunky imunitniho systému.



Papila obsahuje nervovd zakonceni a vlastni kapilarni klicku. Nervova zakonceni vedou
bolest apocit svédéni. V téchto papilach kize se dale nachdzeji Meissnerova hmatova
téliska. V papilarni dermis dochazi ke koznim z&nétim a builky imunitniho systému
vyuzivaji systém postkapilarnich venul ke vstupu do intersticia. Dermalni zirné bunky
vyplavuji histamin a dal$i u¢inné latky a jsou tedy také zodpovédné za vytvoreni akutniho

zanétu kize- zvySeni permeability cév, otoky, zarudnuti, svédéni (Ayadurai, 2010).

Stratum reticulare je tuhé vazivo se silnymi kolagennimi vlakny, ktera doprovazi
elasticka vldkna. Tato dermis dava kiizi mechanickou odolnost (odolna proti roztrzeni), ale
zaroven je reverzibiln¢ taznd- vlnitym pribéhem kolagennich vldken a jejich miizkovanym
usporddanim. Kdyz dochdzi k natazeni ktize, dojde tim k vyrovnani vlnovitého prib&hu
a také ke zméné tvaru miizek az k paralelnimu usporadani kolagennich vldken. Naopak pfi

ochabnuti taznych sil si obnovi elasticka vlakna ptivodni uspotfadani (Ayadurai, 2010).
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Obr. 3: Histologicky fez dermis a jeji slozky, barveno hematoxylin-eosinem (Thomas, 2014).

Subcutis tvofena fidkym vazivem arozdilnym podilem tukové tkan¢, kde jsou
obsazeny pleten¢ nervovych vldken a cév. Tato podkozni tukova tkai je prostoupena pruhy
vazivovych vldken ama funkci tlakového polstafe (chodidlo), tepelné izolace ¢i zasoby
energie. Vazivova vlakna dermis a subcutis jsou obklopeny rosolovitou hmotou bohatou na

hyalorunan a proteoglykany. Ty na sebe vazi vodu, tudiz kize je velice dulezitou zasobarnou

vody pro organismus (Ayadurai, 2010).



Cévni a nervové zasobeni kuze

Dulezitou funkci cévniho zasobeni kiize je termoregulace. V kizi se vytvari dvé
pleten¢ krevnich cév- plexus superficialis a plexus profundus. Tyto pleten¢ jsou mezi sebou
propojeny cévami, probihajicimi vertikaln€. Proudéni krve ve vendzni Céasti povrchové
dvé pletené, které obsahuji sensitivni a sympaticka vladkna. K sensitivnim receptoriim kiize
probihaji tlusta myelinizovana vlakna typu II, naopak tenkd myelinizovand vlakna ¢i vldkna
bez myelinové pochvy kon¢i volnymi nervovymi zakonCenimi (néktera pronikaji az do
epidermis). Jejich funkci je vedeni pocitu bolesti a svédéni. Postgangliova vlakna spojuji

nervovymi vlakny krevni cévy a potni zlazy (Ayadurai, 2010).

1.2.3 Histologie maligniho melanomu

Rozlisuji se rtizné histologické typy maligniho melanomu, ovSsem vétSina znakl je
spole¢nych. Maligni melanom vzniké obvykle v oblasti dermoepidermalni junkéni zony. Ze
zacatku se nador §ifi jen v epidermis (zde by nemélo dochazet k metastazovani). V tomto
piipad¢ jde o melanoma in situ. Melanocyty nadoru se tu nachazeji pouze ve str. basale
(kize tlustého typu), vétSinou ve zvySeném mnozstvi. Nékdy se nadorové buiiky mohou
vyskytovat ve vysSich etdzich epidermis- "pagetoidni” uspofadani. Zde jsou jiz bunky
atypického tvaru v podobé hyperchromatického jadra, napadného jadérka. Také dochazi ke
zméné v poméru velikosti jadra a cytoplazmy, tvar a velikost bunék je nepravidelny. Bunky
obsahujici velké mnozstvi melaninu se mohou nachazet i v rohové vrstvé. Vznikaji nadorova
hnizda rizného tvaru a velikosti, nachazejici se v junkéni zonach (spojeni mezi epidermis

a §karou) i v jinych vrstvach epidermis. Skara reaguje zané&tlivym infiltratem.

Pokud se atypické melanocyty nachazeji i ve Skafe jde 0 invazivni melanom. Je zde
op¢t typicka asymetrie, neostré ohraniceni, nerovnomérné odstupy mezi nadorovymi hnizdy.
V dermadlni ¢asti nddoru nedochazi k vyzravani nddorovych bunck. OvSem mitozy, vyskyt
melaninu jsou zcela normalni a mizeme je naleznout v rtiznych ¢astech nadoru. Pigment
melanin muze nékdy chybét uplné, jde 0 amelanoticky maligni melanom, u tohoto typu
melanomu se vytvareji sheets- splyvajici plochy. V nékterych ¢astech nadoru muze dokonce
dojit ke ztraté bunécné koheze. Mohou se zde vyskytovat nekrotické melanocyty. Povrch

byva zviedovatén (Smoller, 2006).

Histologicky se rozliSuje nékolik typi melanomu. Tyto zakladni typy odpovidaji

i klinickému rozdéleni melanomu (Smoller, 2006).
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Superficial spreading melanoma (SSM)- povrchové se Sifici melanom, ktery je
nejcasteji se vyskytujicim typem- 75% vSech melanomti. Tento melanom je typickym svym
pagetoidnim uspofadanim atypickych nadorovych bunék aobvykle rozsifené epidermis,
které je typické v in situ fazi. Pagetoidni rozsifeni znamena, ze mezi epidermis SSM jsou
rozeznatelné zmény ve struktufe- slabé ohrani¢eni melanocytti atyto melanocyty jsou
neorganizované, abnormalné¢ rozmistény, melanocyty jsou také pfitomny nad bazalni
vrstvou. U tohoto typu jsou také patrné ne spolu-drzici hnizda (shluky) melanocyti (Obr. 4)
aje zde typické laterdlni rozSifeni malignich melanocyti mezi epidermis. Epidermalni
melanocyty jsou rozlozeny neorganizovan¢ a je typické, ze jednotlivé buiiky jsou ptilehlé do
shluki bun¢k podél epidermalni listy az dokonce V suprapapilarni vrstvé a zaroven dochazi
k pagetoidni migraci melanocytt (Obr. 5), ktera se $ifi do Sitky 1éze (u benigniho nadoru jde
0 migraci ohniskovou). Intraepidermalni buniky melanomu maji eozinofilni cytoplazmu

a tyto bunky jsou velké, pleomorfni (vicetvary) (Obr. 6). Dale v nich miZeme najit mitozy.

Podpiirnou diagnézou nadoru je zénétliva reakce, kdy zanétlivy infiltrat obklopuje
invazivni melanomy. V tomto infiltratu se vyskytuji lymfocyty a poté nasleduje nekrotizace
bun¢k nadoru. U invazivnich melanomt je také typicka regrese. Tyto zmény jsou
histologicky podobné jako u vytvafeni jizvy a dochazi ke vzniku loZiskovému zvétSovani

papilarni dermis (Smoller, 2006).
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Obr. 4: Histologicky fez Superficial spreading melanoma (Thomas, 2014).
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Obr. 5: Pagetoidn

melanomu (Thomas, 2014).

Obr. 6: Pleomorfni, velké intraecpidermalni buitky melanomu (Thomas, 2014).
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Nodularni melanom (NM)se vyskytuje nejcastéji na trupu téla a nema radidlni rast,
ale okamzité vstupuje do vertikalni ristové faze, coz vykazuje i rapidni rist a rychly vznik
metastaz. Nevykazuje tedy Sifeni v lateralni oblasti (jako u SMM). Typickym znakem
modularniho melanomu jsou ostra ohrani¢eni mnozicich se melanocyti (Obr. 7). Tyto
melanomy maji typické epiteloidni melanocyty S velkou cytoplazmou, jadro a vyrazna
jadérka. U modularniho melanomu jsou bunky pleomorfni anastiva zde ulcerace
(zviedovaténi) povrchu nadoru dfive nez U jinych typil. Pegetoidni buiiky nejsou tak casté

jako u SSM (Smoller, 2006).

%

|

‘.

Obr. 7: (a, b) Nodularni melanom, znazorfiujici ostra ohrani¢eni mnozicich se melanocyti,
hojné mnozeni atypickych melanocytii v dermis (Smoller, 2006).
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Lentigo maligna melanom (LMM) ma jako fazi in situ lentigo maligna, ta se
vyznacuje atrofii epidermis. Lentigo maligna melanom je melanom invadujici do dermis,
vétSinou jde 0 bazalni umisténi ¢asto dendritickych nadorovych melanocytd. Jakmile dojde
K progresi, vznikaji junkéni hnizda z vietenovitych melanocytd. Bunky jsou
hyperchromatické a atypické (Casto bez jadra a vyrazného jadérka), (Obr. 7). V zavislosti na
véku a lokalizaci, je vyrazna solarni elastoza vaziva. Az po delsi dob¢ (cca 14 let) pronikaji
jednotlivé bunky a jejich hnizda do Skary amoznosti vzniku metastaz. Vietenovité

v v

melanocyty jsou u cév mezi retikularni dermis a je zde patrné Sifeni nadoru podél nervovych

vlaken. Vyrazné cévy jsou dulezitym faktorem u diagnostiky toho typu melanomu (Obr. 8)
(Smoller, 2006).

Obr. 7: Proliferace bunék vietenovitého tvaru a hyperchromatické melanocyty (Smoller,
2006).
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Obr. 8: Retikularni dermis avni obsazené melanocyty atypického tvaru piitomné

u zvétsSenych cév (Smoller, 2006).

Akralni lentigézni melanom (ALM) ma lokalizaci na koncové ¢asti koncetin
(v nehtovém lazku pod nehtem) a vyskytuje se velmi ziidka. Epidermis pfi tomto typu
melanomu je hyperplasticka s lentigindzni hyperplazii. Bunky nadoru jsou vietenovité
dendritické (typické v invazivnim nadoru), ale mohou se zde nachazet i buiky epiteloidni.
Uvaziva je nadmérnd tvorba kolagenu ve stromatu, tkan je pak tuha- "jizevnatd”
(desmoplazie). Melanocyty jsou zde pfitomné v hnizdech a také jako jednotlivé buiiky okolo
dermal epidermal junction. Pagetoidni rozsifeni je v celé Sifce 1éze. Intraepidermalni
melanocyty jsou Casto hyperchromatické, spiralovité a jadérka nejsou pfilis vidét. Dermalni

melanocyty maji vietenovity tvar a jsou hyperchromatické (Obr. 9) (Smoller, 2006).

Obr. 9: Fibrotické stroma S melanocyty vietenovitého tvaru (Smoller, 2006).
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1.2.4 Apoptoza a nekréza

Bunééna smrt mize nastat apoptézou ¢i nekrézou. Nekréza je vzdy patologicka
avznikd ireverzibilnim poskozenim buiky — fyzikdlnimi nebo chemickymi vlivy,
patogenem, ischemiii. Dochazi pii ni k ruptufe cytoplazmatické membrany a membran
lysozomi. Enzymy z lysozoml a cytoplazma vytékaji ven, buiikka se rozpadd a vznikaji
substance vyvolavajici zanét. Zanét pritahuje bilé krvinky, jde o tzv. zanétlivou reakci
(Zeiss, 2003; Hirsch & kol., 1997; Trump & kol., 1997).

Apoptéza (programovana smrt buiky) je na rozdil od nekrézy regulovany,
fyziologicky d¢j, ktery piislusné buiky vede k "sebevrazednému programu” (Kerr & kol.,
1972). Hraje dilezitou roli pti udrzovani homeostazy vnitiniho prostiedi, v embryonalnim
vyvoji a v fad€ procest imunitniho systému (imunitni odpoveéd’, tolerance a suprese) (Melino
& Vaux, 2010). Apoptoza vétsinou nenarusuje celou populaci bungk, ale pouze jednotlivé
buiiky. Dochézi k rozstépeni DNA pomoci enzymil na mensi fragmenty. Jadro a télo buiky
se rozpadaji na fragmenty ohrani¢ené cytoplazmatickou membranou. Fragmenty jsou
rozpoznavany makrofagy asousednimi bunkami pomoci povrchovych molekul
Vv cytoplazmatické membrané (fosfatidyl serin) a dochazi k fagocytoze fragmenti. Nevznika
zadna zanétliva reakce. Morfologické znaky apoptozy je kondenzace a precipitace
chromatinu, svrasténi buiiky, vznik fragmentt, které jsou ohrani¢ené membranou. Apoptozu
rizné- absenci rustovych faktorti, hormont a signalti pteziti, vzestupem p53. Apoptoza vsak
kon¢i vzdy stejné pocinaje aktivaci protedz z rodiny kaspaz, ktera postupné vede k rozpadu
jadra a bunééného téla (Wong, 2011; Trump & kol., 1997).

1.2.4.1 Vyznam apopt6zy u maligniho melanomu

Maligni melanom roste velmi agresivné, cCasto metastazuje ama znacnou
terapeutickou rezistenci, coz poukazuje na porusenou rovnovahu U tohoto typu nadoru.
Dulezitym mechanismem pii vzniku neurodegenerativnich naddorovych onemocnéni je prave
zvySena uroven apoptozy. Noveé popsané molekularni mechanismy apoptézy u melanomu

pfispivaji k racionalni 1é¢b¢ tohoto onemocnéni.
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Apoptoza v bunkach nadord probihd podobné jako v jinych bunkéch organismu.
V nadorech je mozné navodit apoptézu pomoci imunoterapie, chemoterapie nebo radiace.
V kancerogenezi hraji podstatnou roli poruchy v pribéhu apoptézy v dusledku genetickych
defektti nebo pasobenim regula¢nich faktori. Prokazani téchto zmén ma vyznamnou roli pro
diagnostiku nadorovych onemocnéni atim pfispét k vybéru vhodné terapie. u maligniho
melanomu je dulezity systém CD95, jelikoZ je hlavnim efektorem imunitniho systému proto
by blok v jeho signalni draze mohl byt zodpovédny za selhani imunoterapie u pacienti (Peter
& kol., 2007)

Ovlivnéni apoptozy se stalo jednou z hlavnich myslenek protinadorové terapie, ktera
vede ke sniZzeni ristového potencialu nadorovych bunék, navratu nadoru a K pozitivnimu

piistupu protinadorové terapie (Wong, 2011).

Tumor supresorovy protein p53 je transkripéni faktor, ktery kontroluje integritu
genomové DNA. Pokud dojde k poskozeni genomové DNA (ioniza¢nim, UV zafenim) vede
aktivace p53 k zahajeni mechanismu, opravujici poSkozenou DNA nebo k iniciaci procest,
vedouci k apoptéze. Pokud se jedna o normalni bunky, vede aktivace p53 k zastaveni
bunétného cyklu, u transformovanych bunc¢k dojde spiSe ke spusténi apoptdzy. Tumor
supresorovy protein p53 jako supresor nadorového rustu je velmi dilezity, coz vyplyva ze
zjisténi, Ze mutace nebo ztrata alel p53 se nachazi u vice nez 50 % vsech nadord (Wong,
2011; Wei & kol., 2012).
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1.3 Nadorové bujeni a imunitni systém

1.3.1 Nadorové antigeny

Aby imunitni systém dokazal rozpoznat nadorové buiky, musi nést na svém povrchu
antigenni znaky- nadorové antigeny. Tyto nadorové antigeny jsou proteiny, které jsou
produkované nadorovymi bunkami a poté jsou exprimovany na jejich povrchu. Nadorové
antigeny se d€li na tumor specifické antigeny, které se vyskytuji pouze na nadorovych
buiikach a tumor asociované antigeny, které se vyskytuji jak na buitkach naddorovych tak na

zdravych (Finn, 2008).

Tumor specifické antigeny (TSA) se nachazeji pouze na nadorovych bunikach a jejich
produkci zpiisobuji vétSinou bodové mutace. Diky t€émto mutacim se pozméni proteiny na

povrchu nadorovych bunék (Philipps & kol.,1985).

Tumor asociované antigeny (TAA) se nachazi na nadorovych bunkach ale ina
zdravych buiikach a jsou vyuzivany jako markery pro diagnostiku nadorovych onemocnéni

(Old & Chen, 1998).

1.3.2 Protinadorova imunitni odpovéd’

Imunitni systém dokaZe bojovat proti nddorovym buiikdm v nékolika rovinach, které
zahrnuji mechanismy nespecifické i specifické aty vytvareji tumor-supresivni celek. Pti
protinadorové imunitni odpovédi se uplatiuji v hlavni roli NK buniky, B a T- lymfocyty,
interferony 1. i 1. Typu (INF I, INF I1) a perforiny (Dunn & kol., 2004).

NK buiiky, objevujici se ve vSech organech t¢la, maji v kazdém organu jiné
zastoupeni. Jsou velmi dilezitou slozkou ptirozené imunity, i ptes to, ze v periferni krvi
vytvaii pouze 5-10% mononukledrnich bunék, coz je smés lymfocytarni a monocyto-
makrofagové fady. Vyssi pocet NK bunék se vyskytuje v jatrech, slezin€ a plicich (Ferlazzo
& kol., 2004). Napiiklad v lymfatickych organech je desetkrat vyssi poc¢et NK bunék oproti
periferni krvi (Gregoire & kol., 2007). Role NK a NKT bun¢k v obrané proti vzniku nadoru
a poté vzniku metastdz se potvrdila v pokusech na mysich, zbavenych lymfocytl (Smyth&
kol., 2000). Jakmile dojde ke styku NK bunky s bunikou poskozenou, reaguji NK bunky
velice rychle a jejich cytotoxicita neni zavisla na pfitomnosti HLA (MHC) systému (French
& Yokoyama, 2003; Smyth & kol., 2001).NK bunky nesou na svém povrchu receptory pro
MHC i molekuly. Nastavaji 2 moznosti: receptory se obsadi MHC i molekulou atim se
pusobeni NK buné¢k inhibuje nebo se receptory neobsadi MHC i molekulou atim dojde
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k zlikvidovani postizené bunky NK bunkami. Nadorové bunky stahuji expesi MHC
I molekul, kvili pisobeni T-lymfocytd, tim se stavaji pro NK bunky viditelnymi. Absence
MHC i molekul na nadorovych bunikach umozni NK buikam jejich rozpoznani a zniceni.

(Garcia-Lora & kol., 2003).

Kdyz dojde k aktivaci NK bun¢k, vytvofi se fada cytokinti a chemokinti, které se také
ucastni imunitni reakce, jelikoZz vedou k autokrinni a parakrinni aktivaci bunék. Takto NK
bunky reguluji ptirozenou i ziskanou imunitu (Biron & kol., 1999). Na povrchu NK bun¢k
jsou molekuly, fungujici jako receptory pro cytokiny achemokiny. Naptiklad krevni
lymfocyty maji na svém povrchu CD56 a CD3 molekuly, ovsem NK buiikdm uplné chybi
receptor T- lymfocyti- CD3 molekula. Molekulu CD7 obsahuji na svém povrchu vSechny
NK burniky (Robertson & Ritz, 1990). Dalsi molekula na povrchu NK bun¢k je molekula
CD16 ahlavni membranovou molekulou NK bun¢k je molekula CD56 (Lanier & kol.,
1986).

Do protinddorové imunity se také tadi makrofagy. Makrofagy tvoii vétSinu
leukocytll v nddoru, zapfic¢inuji 1yzu bunék a tvoii dillezZitou soucast zanétlivého infiltratu.
Dale produkuji tumor necrosis factor beta- TNF-f, ktery se dokaZe vazat na receptory na
povrchu bunék a tak zpusobit jejich programovanou bunécnou smrt (Alleva & kol., 1994).
Prekurzorem makrofagli jsou monocyty, které se do néadoru dostdvaji cilené, diky
chemokinim produkovanych nadorem- Colony Stimulation Factor 1, Vascular Endothelial
Growth Factor a CC chemokinti. V magrofagy asociované s nadory (TAM) se pfeménuji ve
tkani. Makrofagy ze zdravé ¢i zanétlivé tkané dokazi lyzovat nadorové bunky, prezentuji
Tumor asociované antigeny lymfocytim a produkuji imunostimulaéni cytokiny. Cytokiny
dokazi zajistit del§i ptezivani makrofagi v prostiedi nadoru a dohromady jsou schopny
vytvofit cytotoxicitu proti nadorovym buiikdm. OvSem nékdy mohou makrofagy asociované
s nadorem rust nadoru podporovat ato vlivem nadorovych cytokint IL-4, IL-10 a TGF-B
(Elgert & kol., 1998).

Dendritické buriky jsou v nadoru zastoupeny rovnomérné jako makrofagy, spolu
patii k antigen prezentujicim bunkam- APC. Dendritické bunky hraji dtlezitou ulohu ve
spousténi specifické imunity ajsou schopné spojit vrozenou a pravé specifickou imunitu.
Mechanismy specifické imunity jsou spustény fagocytujicimi dendritickymi bunikami, které
prezentuji antigeny CD8+ T-lymfocytim ¢i CD4+ T-lymfocytim (Takahashi & Kobayashi,
2003). Dendritické bunky exprimuji velké mnozstvi molekul MHC II a T- lymfocytim
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prezentuji antigen. Antigeny uvolnéné z rozpadlych nadorovych bunék jsou zpracovany
antigen prezentujicimi buikami av komplexu s MHC II molekulami jsou prezentovany
CDA4+ T- lymfocytam. Tito tzv. helper cells podporuji protinadorovou reakci. Helpery se déli
na Thl a Th2 subpopulaci, podle sekrece cytokinti. Thl aktivuji antigen prezentujici buiiku
(nejvice dendritickou buiiku). Tato dendritické burika aktivuje CD8+ cytotoxické lymfocyty-
CTL.CTL poté rozpoznavaji antigen prezentovany v komplexu s MHC i na té samé antigen
prezentujici bunce. Thl lymfocyt také zajistuje proliferaci CTL, diky produkci
cytokinti- IL-2. Po zachyceni antigenu migruji dendritické bunky do lymfoidnich orgéant,
kde pravé prezentuji antigen lymfocytim — dojde tedy k vlastni imunitni reakci. Timto se
zanou roz§ifovat antigen specifické T- lymfocyty avzapéti se aktivuji B- lymfocyty.
B- lymfocyty jsou aktivovany na plazmatické buniky schopné tvorby protilatek diky Th2
lymfocytim. Plazmaticka buiika vyméSuje tumor specifické protilatky atim podporuje
protinadorovy atak(Wang, 2001; Morel & Oriss, 1998). Dendritické bunky se vyuzivaji jako
vakciny proti nadorim, diky tomu, ze jsou nejucingj$imi antigen presentujicimi bunikami.
Existuji rtizné strategie, kdy se do dendritickych bunék dodévaji tumor associated antigens
za pomoci nadorové RNA, nadorovych lyzath ¢i nddorovych bun€k po apoptoze, které jsou
schopny vyvolat a posilovat protinadorovou imunitu. Dale existuje alternativni cesta, ktera
navozuje protinadorovou imunitu. Jde o0 aplikaci bunék ziskanych fGzi dendritickych
a nadorovych bunék, coz ma za nasledek vyvolani silné protinddorové imunitni odpovédi.
Fuze téchto bunék mé& mnoho vyhod pro prezentaci nddorovych peptidi anavozeni
protinadorové imunity. Jednou z vyhod je zpracovani a prezentace neidentifikovanych TAA,
znacna prezentace TAA kostimula¢nich molekul, dale pak aktivace polyklonalnich CD4+

a CD8+ T-bunék, ¢imz napomaha T- buitkam k navozeni CTL reakci (Koido & kol., 2013).

1.3.3 Mechanismy tniku nadorovych bunék

Nédorové buiiky maji celou fadu Unikovych mechanismt pfed imunitnim systémem.
Na uniku nadorovych bunék se podili nddorové buiky abuiiky imunitniho systému-
pfevazné s nadory asociované makrofagy- TAM a CD4+, CD25+ regula¢ni T- lymfocyty
(Sasada & kol., 2003). Nador unika pfed imunitnim systémem tim, Ze se pied nim schovava
nebo maskuje a chova se jako by v organismu viibec nebyl nebo naopak aktivné paralyzuje

imunitni systém (Hatina, 2005).
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Jednim z téchto mechanismt je aktivni snizovani exprese MHC i molekul na povrchu
nadorovych bunék. Toto snizovani exprese MHC ichrani nadorové bunky pred
cytotoxickymi T- lymfocyty, ale také umoznuje atak Natural Killer bunék. Nadory se brani
proti tomuto utoku expresi transformovanych MHC Ib, NK bunky rozpoznaji nddorovou

bunku s MHC Ib jako vlastni a uz na ni neuto¢i (Haynes- Gilmore & kol., 2014).

Dal$im mechanismem obrany nadoru proti imunitnimu systému je produkce cytokinu
tumor growth factor beta- TGF- 3. Tento cytokin vyvolava tvorbu regulac¢nich T-lymfocyta
(Tregs) a tim dochazi k supresi ataku CTL. T-lymfocyty (Tregs) jsou typem lymfocytd, které
vznikaji z CD4+ bunck. Tregs udrzuji toleranci imunitniho systému vici svym vlastnim
tkanim(Sasada & kol., 2003). Interleukin 10 uvolfovany nddorem ma také suprimujici
ucinek stejné jako TGF-B. Spolu dokazi tlumit protinddorovou funkci makrofagii zménou
fenotypu. Protinadorovy Tumor associated macrophages (TAM M2) fenotyp se ufastni
pfemény jinych makrofagii na tento alternativni typ. Nador se snazi udrzet tento signal co
mozna nejvyrazngjsi, ale tato zména je vratna pomoci zvyseni zanétlivych cytokint (Chan &

kol., 2011).

Dulezitou roli v unikovych mechanismech hraje interakce Fas-receptoru a Fas-ligandu.
Navazanim ligandu na receptor zapficini apoptozu, ktera hraje dileZitou tlohu v regulaci
organismu. Lymfocyty exprimuji Fas-ligand s cilem likvidovat nadorové buiky, ale tyto se
brani tim, Ze potlacuji expresi Fas-receptoru. Fas ligand je transmembranovy protein, b&zné
se nachazejici na povrchu T-lymfocytd. T- lymfocyty maji na svém povrchu i Fas- receptor,
tim je zarucena jejich regulace (Kim, & kol., 2007). Pokud dojde k navazani Fas- ligandu
nadorovych bunék na Fas-receptor T-lymfocytli, dojde k programované bunétné smrti
T- lymfocytu. Jde tedy o cileny mechanismus nadorti jak znicit buiiky imunitniho systému
(O’Connell & kol., 1999).

1.4 TImunoterapie zaloZena na aktivaci sloZek vrozené imunity

NaSe pozornost je vénovana prevazné vrozené imunité na zaklad€ praci profesora
Cuiho adoktora Underhilla. Profesor Zheng Cui objevil mutaci SR/ CR u jedné z mysi
BALBY/ c. Timto objevem ukazal na fakt, Ze nddory mohou byt ni¢eny vrozenou imunitou.
Z této mySi BALB/ ¢ vznikl kmen mysi SR/ CR se schopnosti spontanni regrese nadorovych
bunék (SR) nebo kompletni rezistence vuci transplantaci téchto bunék (CR). Vysoké davky

nadorovych buné¢k jsou pro divoky typ (WT) mysi smrtelné, na rozdil od mySi SR/ CR, které
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témto davkam odolaji. Leukocyty mysi s SR/ CR mutaci jsou schopné rozeznat naddorové
bunky jako télu cizi a rychle je zni¢i. Diky tomu jsou mysi S mutaci SR/ CR tak odolné viici
nadorim. Protinddorova odpovéd’ vychdzi z vrozené imunity, jelikoz SR/ CR mysi se dokazi
vypoiadat s nadorovymi buiitkami velmi rychle bez piedchoziho kontaktu. V dal$ich studiich
doslo ke zjisténi, ze pokud se pfenesou leukocyty (granulocyty, makrofagy, NK buiiky)
z SR/ CR mysi na nemutované mysi se sarkomem S180 (i na jiné nadory), dosdhne se
vyraznych 1é¢ivych G¢inkt. V konkrétnim piikladu mysi se sarkomem S180 doslo ke
stabilizaci ¢1 dokonce Uplného vymizeni nadort (9 ze 14), kdy mysi S Gplnou regresi ziistaly
bez znamek nadorového bujeni 10 mésict. Bunky vrozené imunity SR/ CR mysi dokazi
rozeznat urCité vlastnosti, spoleéné vSem nadorovym bunkam a proto dochazi k jejich
zniceni. (Hicks & kol., 2006). Dale bylo zjisténo, ze mutace SR/ CR je zavisla na staii mysi.
u mys$i mladsich jak 4 mésice doslo k Uiplné odolnosti proti transplantovanym nadortim tzv.
complete resistant- CR. umysi starSich doslo k pfijmuti nadoru, ale poté byly postupné
zni¢eny- spontaneous regression- SR (Hicks & kol., 2006). Také byla provedena studie, pii
niz se zjistilo, Ze mutace SR/ CR se da pfenést i na jiné linie mysi, kiizenim dojde k pfenosu
mutace na potomky. Vyuzivany byly mysi linie C57BL/ 6, nude mice, které postradaji
thymus a CAST / Ei. unahych mysi (nude mice), které postradaji thymus se T-lymfocyty
vyskytuji velmi vzacné, prokazalo se, Ze aby doSlo k zlikvidovani nadoru je nutnd vrozena

imunita- NK buriky, neutrofily, makrofagy (Cui & kol., 2003; Hicks & kol., 2006).

Na zaklad¢ prace profesora Cuiho doslo k nami zvolené terapii. Je znamo, ze nador je
malo imunogenni a uplatiiuje imunosupresivni mechanismy, nd§ imunitni systém ho tedy
nedokaze pfirozené znilit. Z tohoto divodu je tfeba nadorové bunky oznacit, aby doslo
Kk vyvolani ataku na urovni vrozené imunity, ktery nasleduje atak imunity ziskané. Jelikoz
vrozena imunita rozpoznava velmi dobfe molekularni motiv patogennich orgamnismu (viz

dale), byly pro ucely tohoto oznaeni pouzity prave tyto struktury. (Janotova & kol.,2014).

1.4.1 Rozpoznavani pritomnosti patogenu vrozenou imunitou

Vrozend imunity ma receptory, rozpoznavajici molekuly patogennich
mikroorganismi. Tyto receptory se nazyvaji Pathogen Associated Molecular Patterns
(PAMPs). Typickym PAMPs jsou lipopolysacharidy, peptidoglykeny, glukany a mannany
(Beutler, 2004). Na fagocytech adalsich buinikach vrozené imunity jsou pfitomny

membranové receptory Pattern Recognition Receptors (PRRS), které umoznuji rozpoznani
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nebezpecné invaze patogena imunitnim systémem. Imunitni systém poté spusti imunitni

zanétlivou reakci a poté nasleduje atak imunity ziskané (Takeuchi & Akira, 2010).

Jedno z moznych déleni PRR, je déleni na sekretované, fagocytarni a signalni:

Sekretované receptory, funguji jako opsoniny, které oznaci Castici za cizorodou.
Diky tomu mohou fagocyty akomplement rozpoznat mikrobialni povrchy. Pfikladem
21yklohexane21o receptoru je manose-binding lectin- MBL, dale pak C- reaktivni protein-
CRP, coz je protein akutni faze, ktery se vaze na motivy na fosfolipidech, které jsou soucasti
bakterialniho povrchu. Vazba na PAMPszaaktivuje fagocytujici bunky a klasickou cestu
komplementu (Chang & kol., 2002). Sekretované receptory se navazi na PAMPs riznych

patogent a dojde ke spusténi komplementové kaskady, dojde k opzonizaci a také k urychleni
fagocytozy.

Fagocytarni receptory

Fagocytarni receptory jsou na povrchu fagocytujicich bunék- jako jsou makrofagy,
dendritické buriky ¢i neutrofily. Jakmile dojde k rozpoznani mikrobialnich PAMPs, PRRs
zajisti jejich navazani na povrch fagocyti a ty zapficini jejich usmrceni- fagocytézou daného
mikroorganismu. Do této skupiny fagocytarnich receptort patii uklidové receptory-
scavenger receptory, které jsou exprimované hlavné na buinikach myeloidni fady vcetné
dendritickych bun¢k a makrofagl. Scavenger receptory jsou schopné vazat ligandy a slozky
bakterialnich stén a jsou schopné rozeznat apoptotické burnky a endogenni molekuly (Dunne
& kol., 1994). Dale se jedna o formylpeptidové receptory (FRPSs), dectin 1 a manoézovy
receptor, ktery je schopen rozpoznat polysacharidy obsahujici D- manézu (Le & kol., 2002;
Stahl & Ezekowitz, 1998).

Signalni receptory

vvvvvv

ptikladem signalnich receptori jsou membranové vazané Toll- like receptory- TLR
a cytoplazmatické- NOD- like receptory- NLRs (Moresco & kol., 2011). NLRs maji
podobnou funkci jako Toll- like receptory a funguji jako druha vina ochrany proti pruniku
patogent (Opitz & kol.,2004).
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TLR receptory jsou schopné rozpoznat chemické struktury typické pro patogeny.
Mezi tyto patogeny se fadi lipopolysacharidy (LPS), lipoproteiny, prokaryotické a virové
nukleonové kyseliny. Kazdé TLR vaze urcité ligandy- TLR 1, 2, 4, 6 jsou schopné rozpoznat
¢ast bunécné stény bakterii- LPS, lipoproteiny, lipoteichovou kyselinu ¢i peptidoglykeny.
Intracelularni TLR jsou schopné rozpoznat virovou dsRNA- piikladem je TLR 3 a SSRNA,
kde je prikladem TLR 7,8. Dalsim TLR, ktery je schopen rozpoznat nametylovany usek
DNA bakterii aviru je TLR 9(Akira & Taked, 2004). Signalni receptory aktivuji
prozanétlivé cytokiny- IL- 1, IL-6, IL- 8, TNF. Sekrece cytokinti aindukce receptort je
dialezitd pro imunitni reakci ajeji regulaci. TLR jsou lokalizovany na povrchu bunék c¢i
Vv intracelularnich membranach- TLR 3, 7, 8, 9 z celkovych 11 TLR znamych u savci
(11 TLR umysi a 10 TLR u savci). Jsou to transmebranové glykoproteiny S extracelularni
doménou, ktera obsahuje leucin (Akira & kol., 2006).

1.4.2 Imunomodulaéni latky pouzité p¥i terapii melanomu B16- F10

1.42.1 Manan

Manan se nachazi na bunééné sténé kvasinek (napiiklad Saccharomyces cerevisiae)
a gramnegativnich bakterii. Jde 0 polysacharid, ktery se sklada z D-mano6zy. D- mandézy jsou
spojené glykosidickou vazbou (Lipke & Ovalle, 1998). Manan slouzi jako PAMPs pro vazbu
PRRs. Tato vazba vznika diky receptorim MBL (sekterovany) a MR na povrchu makrofagii.
Tim dojde kaktivaci komplementového systému lektinovou drahou a fagocytézou

podporujici opsonizaci (Yeeprae & kol.,2006; Gadjeva & kol., 2001).

Manoza binding lektin- MBL je sérovy protein, ktery rozeznava jednotlivé PAMPs
s terminalni D- manoézou, L- fukozou a N- acetyl- D- glukosaminem a vaze se na né. Takto
se Ucastni aktivace komplementu a ma funkci opsoninu pro fagocytéozu (Takahashi &
Ezekowitz, 2005). Aktivace komlementové kaskady vede k vytvoreni jednotek C3b aiC3b
(maji téz funkci opsonintl). Jednotky C3b aiC3b rozeznava komplement receptor 3- CR3,
ktery je umistovan na povrch neutrofili béhem jejich aktivovani (Vetvicka & kol., 1996).
Sérovy protein MBL je syntetizovan jako monomer obsahujici doménu, ktera rozpozna
C- terminélni karbohydrat (Carbohydrate recognition domain — CRD), vrchni oblast
a kolagenovou oblast (Epstein & kol., 1996).
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Manozovy receptor je exprimovan na makrofagach, dendritickych bunkach a jde
0 transmembranovy glykoprotein. Radi se do skupiny fagocytarnich PRRs, jehoZ ligandem
je terminalni D- mandéza mananu. Dilezitou funkci tohoto receptoru je regulace imunitni
odpovédi a samoziejmé fagocytéza (Takahashi & kol, 1998; Gazi & Martinez- Pomares,
2009). Mandzovy receptor se sklada z péti domén, kdy ektodoména manodzového receptoru
ma osm karbohydrat rozpoznavajicich domén. Tyto domény jsou schopné rozpoznat vzorce
cukru, které jsou obsazeny na povrchu bakterii, kvasinek, parazitii ¢i hub (Takahashi & kol,
1998).

K redukci nddoru umysi C57BL/ 6N nedochazelo po aplikaci volného mananu
(Bruzlova, 2012). Volny manan totiz nedokazal zajistit zaktivovani fagocytarniho receptoru
ligandy vazanych na povrchu mikroorganisma (Underhill & Gantner, 2004). Pokud vsak
doslo k ukotveni mananu na povrch nadorovych bunck, doSlo k protinddorovému efektu
(Bruzlové, 2012). Nazor Underhilla a Gantnera (2004), ze mezi signalni a fagocytarni
signalizaci dochazi ke spoluptsobeni, potvrdil ivelky protinadorovy ucinek u kotveného

mananu pomoci kotvy BAM v kombinaci s LPS a LPS/ LTA (Bruzlova, 2012).

1.4.2.2 Flagelin

Flagelin je slozkou bicika u bakterii. TLR 5 rozpoznava flagelin z bakterii (Gram-
pozitivnich i Gram-negativnich), jeho aktivovani podnécuje produkci TNF-B a spousti
systém NFkB (Hayashi & kol., 2001). Ptikladem imunoterapie pomoci flagelinu je terapie
karcinomu tlustého stieva pretransplantovaného do mysi (z lidského karcinomu). Pii této

terapii doslo k redukci nadoru aplikovanim flagelinu do okoli nadorového bujeni (Rhee &

kol., 2008).

1.4.2.3 Resiquimod (R848)

Resiquimod, ¢len velké imidazoquinolinové rodiny, funguje jako modifikétor
imunitni odpovédi. Je to nizkomolekularni synteticky agonista TLR 7 a TLR 8. u R848
a imigimodu (také ¢len imidazoquinolinové skupiny) byl zjistén antivirovy a protinadorovy
ucinek (u R848 silnéjsi protinadorovy i antivirovy ucinek). Oba jsou schopni aktivovat
imunitni systém indukci cytokint. Jde naptiklad o cytokiny INF- a, IL-1B, IL- 6, TNF- a.
Diky témto cytokinlim poté dochazi ke stimulaci monocytli, makrofagt, dendritickych bunck

(Tomai & kol., 1995; Dockrell & Kinghorn, 2001).
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1.4.2.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes patii do skupiny intracelularnich patogenli. Imunoterapie
nadorového onemocnéni pomoci této malé, pohyblivé, Gram-pozitivni bakterie (ptivodce
listeriozy) je zalozeno na cileném vazani peptidovych a proteinovych antigenu, kdy se
Listeria monocytogenes pouziva jako vektor pro toto vazani (Wallecha & kol., 2009),
(Farber & Peterkin, 1991). V nasem piipad¢ jsme pouzivali teplem usmrcené bakterie,
fungujici predevsim jako TLR2 agonist (Flo & kol., 2000).

1.4.25 Polyl:

Poly I: C je agonista TLR 3. Jde 0 imitaci dvouietézcové virové RNA, ktera navozuje
protinadorovou imunitni reakci. Dochazi k produkci INF- o, INF- B, IL- 1, IL- 6, IL- 12
a TNF-a (Zhou & kol., 2013).

1.4.2.6 Pam3CSK4

Pam3CSK4 je synteticky triacyl lipoprotein (LP), ktery napodobuje acylovany
aminovy konec bakteridlniho lipoproteinu. Je to UCinny aktivator prozanétlivého
transkrip¢niho faktoru NF- kB. Tato aktivace zprostiedkovava interakci mezi TLR2 a TLR1,
které rozpoznavaji LP se tfemi mastnymi kyselinami, strukturdlné charakteristickym

bakterialnim LP (Ozinsky & kol.,2000).

1.4.2.7 Keyhole limpet hemocyanin- KLH
KLH je velky mettaloprotein pochéazejici zhemolymfy mékkySe Megathura
crenulata. Jeho protinddorovy ucinek byl zjiStén U mySiho nadoru mocového meéchyre

(Lamm & kol.,1993).
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1.4.3 Latky pouzité k ukotveni terapeutik na molekuly

1.4.3.1 Biocompatible Anchor for Cell Membrane- BAM

Tato biokompatibilni kotva BAM m4 na jednom konci hydrofébni olejovou skupinu
ana druhém konci je hydrofilni skupina tvofena polyethylenglykolem (PEG) aukoncena
reaktivni NHS skupinou, pomoci které dochdzi k navazani terapeutik. Olejova skupina

umoziuje pevné ukotveni do cytoplazmatické membrany nadorové bunky (Kato & kol.,

2003; NOF Corporation, 2015).

1.4.3.2 Succinimidyl- 4- (N- maleimidomethyl) 25yklohexane- 1- carboxylate- SMCC
SMCC je amin- sulfanyl membranovy biokonjugat, obsahujici  N-
hydroxysuccinimidovou a maleimidovou skupinu. N- hydroxysuccinimid (NHS) reaguje
s primarnimi aminy a maleimidova skupina reaguje s thiolovou skupinou cysteinu (Bieniarz
& kol., 1996). SMCC je biokonjugat fadici se mezi heterebifunk¢ni ¢inidla, C0z znamena, ze
na kazdém konci mé jinou reaktivni skupinu, tim tedy umoziuji spojovani molekul
S odpovidajicimi funkénimi skupinami (homobifunkéni ¢inidla maji na konci totozné
reaktivni skupiny).Biokonjugace neboli crosslinking je proces chemického spojovani 2 nebo

vice molekul kovalentni vazbou. (Thermo Fisher Scientific Inc. Rockgord, IL).

Ke spravnému navazani SMCC k povrchu nadorovych bunék, je zapotiebi nejdiive
zajistit pritomnost sulfhydrylovych skupin na jejich povrchu. K tomu se vyuziva Tris(2-
carboxyethyl) phosphine(Janotova & kol., 2014).

1.4.3.3 Tris (2 — carboxyethyl) phosphine — TCEP

TCEP dokaze redukci cysteini potfebné — SH vazby uvolnit atim umoznit
kovalentni vazbu SMCC, ktera nese terapeutika (Janotova & kol., 2014). TCEP dokaze
redukovat alkylové disulfidy a je resistentni vii¢i oxidaci vzduchu (Thermo Fisher Scientific

Inc. Rockgord, IL).
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1.5 Histologické barveni
Cilem klasického barveni je zdiraznit nejduleZzitéjsi struktury tkané tak, aby se od sebe
daly odlisit. Jde o0 rtiznou afinitu barviv k uréitym slozkdm tkani. Za barveni jsou vétSinou

zodpovédné elektrostatické interakce mezi barvivem a slozkou tkang.

Bazicka- kationova barviva se vazi na aniontové slozky, kterymi mohou byt DNA,
RNA, sulfatované glykosaminoglykany. Oznacuji se jako bazofilni. Bazicka barviva se
vyuzivaji k barveni jader. Nejbéznéjsim bazickym barvivem je hematoxylin, toto barvivo se
pouziva nejCastéji. Pfi tomto barveni je haematein komplexné vazan s ionty kovl, kdy jsou
ionty kovl nositeli kladného nédboje. VéEtSinou jsou do roztoku barviva davany ve formé
kamenct. Komplex barviva a iontd U kamence hlinit¢ého oznac¢ujeme jako haemalaun. Jinak
je to zelezity hematoxylin ¢i chromovy hematoxylin. Mezi dal$i bazické barveni se tadi
Pappenheimovo barveni (methylenova modt, azur), Giemsovo barveni (pro fezy lymfatickou

tkani) a Nisslovo barveni (pouzivané v neuroanatomii).

Kysela- aniontova barviva se vazi na kationové slozky, kterymi mohou byt rizné
cytoplazmatické proteiny, hemoglobin, mitochondrie. Oznacuji se jako eozinofilni nebo
acidofilni. Kyseld barviva se pouZzivaji nejCastéji k barveni cytoplazmy. Nejb&znéjSim
barvivem je eosin. Dale jsou pouzivana kysela barviva jako naptiklad azokarmin, kysely

fuchsin, ponceau, oranZ G a kyselina pikrova.

U barveni hematoxylin- eosin (H. E.) se zfetelné zdlrazni jadra a cytoplazma, kdy
jédra jsou obarvena modrou barvou (modrocernd), cytoplazma obarvi eosin razoveé (svétle
fialové), Cervenou znaci krvaceni (pokud je bohata na ribozomy tak je modrava), kolagenni

vlakna Cervené a elasticka vlakna bled¢€ cervené ¢i nezbarvena (Fischer & kol., 2008).
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2 Cile prace

Hledani cesty k nejvhodnéjsi nadorové imunoterapii, ktera bude pouzitelna

V huménni medicin¢.
Studium mechanism probihajici pfi nadorové imunoterapii histologickymi

metodami.

Histologické vyhodnoceni prib&éhu imunoterapie zaloZzené na pouziti smési Listeria

monocytogenes- SMCC, manan- SMCC, R- 848 a POLY I: C.

Na zéklad¢ histologického vyhodnoceni popsat typické nalezy u nelééenych nadort
anadort lécenych pomoci smési Listeriamonocytogenes- SMCC, manan- SMCC,
R- 848 aPOLY I: C.
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3 Materialy a metody
3.1 Chemikalie
V pokusech byly pouzivany tyto chemikalie:

Aditiva- antibioticka/ antimykoticka smés (amphotericin B, peniciliin G, streptomycin)
(Biosera)

BAM (Biocompatible Anchor for Membrane), Mw 4000 (NOF Europe)
EDTA — Kkyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma Aldrich)

FCS — bovinni fetalni sérum (HyClone)

Flagelin — z bakterie Bacillus subtilis (InvivoGen)

Keyhole limpet hemocyanin- KLH (Sigma-Aldrich)

Krevni agar (P-Lab a.s., Ceské republika)

Listeria monocytogenes (Heat killed Listeria monocytogenes) (InvivoGen)
Manan — z Saccharomyces cerevisce (Sigma- Aldrich)

Pam3CSK4 (InvivoGen)

Poly 1:C (Sigma- Aldrich)

Reziquimod (R-848) (ENZO)

RPMI 1640 (Sigma- Aldrich)

SMCC (Succinimidyl-4-(N- maleimidomethyl) cyklohexane-1-carboxylate)
(Thermo Scientific)

TCEP- Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (Sigma Aldrich)
Trypanova mod¥ (Sigma Aldrich)

Trypsin (Sigma Aldrich)
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3.2 Laboratorni zvirata

Pti vSech in vivo pokusech byly pouzity samice inbrednich mysi kmene C57BL/6N od
spole¢nosti Charles River Laboratories. Pfi zahajeni pokusu, byly mysi staré 8 tydnu a jejich
vaha byla 18-20 g. VSechny mysi byly chovany za standartnich podminek, v mistnosti
s fotoperiodou 12/12, pii konstantni teploté 22°C, relativni vlhkosti vzduchu 65 % aza

stalého piisunu potravy (granulovana smés) a sterilni vody.

3.3 Nadorova bunécna linie

Pfi naSich experimentech byly pouzity nadorové buiky z buné¢né linie melanomu
B16-F10, vénované od prof. Rihové (Mikrobiologicky Gstav AV, CR, Praha). Buiiky byly
umistény v termostatu o teploté 37 °C v atmosféie nasycené vodnimi parami a 5% oxidem
uhli¢itym. Tato kultivace probihala v médiu RPMI 1640 s 10% bovinnim fetalnim sérem
a saditivy otéchto vyslednych koncentracich: Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin G
100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml a L-glutamin 292 pg/ml.

3.4 Priprava nadorovych bunék B16- F10 pro pouZiti in vivo

Poté, co nadorové buiky narostly v dostacujicim mnozstvi a vytvotily souvislou
vrstvu, jsme odstranili kultivaéni médium a narostld bunécnd kolonie byla 3x promyta
sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). K promytym adherovanym bunkam
byla pfidana trypsiniza¢ni smés (0,02% trypsin, 0,02% EDTA v PBS). Bunky byly
inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 5 minut za Gcelem uvolnéni adherovanych
bun¢k. Poté doslo k zastaveni trypsinizace piidanim 15 ml média RPMI 1640 s 10% FCS.
Suspenze uvolnénych bunék byla prelita do centrifugaci zkumavky a centrifugovana
(10 min, 150G, 4°C). Dale byly bunky nafedény na pozadovany objem piidanim RPMI
1640. Aby se stanovil pocet bun¢k, bylo odpipetovano malé mnozstvi bun¢k do zkumavky
a obarveno trypanovou modii (v poméru 1:1). Bunky byly spocitany v Blirgerové komirce
(mrtvé bunky nabarvené modre, zivé bunky zUstavaji bilé) a vysledna koncentrace byla

upravena na 4 miliony bun¢k/ ml RPMI 1640.
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3.5 Transplantace bunék melanomu B16- F10

Transplantace mysiho melanomu byla provadéna na osmitydennich mysich oholenych
ve spodni ¢asti zad, kdy jim bylo do pravého oholené¢ho boku podkozné aplikovano 400 000
bun¢k melanomu B16- F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra na mys.

3.6 Meéreni a vypocet velikosti nadori

Velikost nadoru byla méfena pomoci kaliperu a z namétenych hodnot byl vypocitan
objem nadoru podle vzorce V= n/ 6AB?, kde a piedstavuje nejvétsi rozmér nadoru (délku)
a B pfedstavuje nejmensi rozmér nadoru (vysku), (Inaba & kol., 1986). Nadory byly mysim

b&hem pokusu méfeny obden a nasledné objemy byly statisticky vyhodnoceny.

3.7 Poditani plicnich metastaz
Po vypitvani mysich plic, byly plice uchovany v 4 % roztoku formaldehydu. Nésledné
byly prohliZeny pod binokularni lupou, kdy se spocitala vSechna metastatické loziska, ktera

vypadaji jako ¢erné te¢ky rtznych tvaru (Vétvicka & kol.,2007).

3.8 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledna data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu MS Excel
a STATISTICA 13. Grafy pro ptrezivani mysi byly vytvofené na zakladé testu Kaplan-Meier
pomoci programu STATISTICA 13 astatistickd vyznamnost byla zjiStovana pomoci
ANOVY pro opakovana méfeni doplnéna post-hoc Tukeyovym testem, poptipadé Unequal

N testem. Analyza ptezivani byla po ukonceni 1é¢by provedena pomoci Log- rank testu.
3.9 Priprava terapeutickych latek pro in vivo experimenty

3.9.1 Priprava manan- BAM

Po pétidenni redukéni aminaci roztoku mananu kyanoborohydridem sodnym
v prostiedi octanu amonného pii pH= 7,5 apfi teplot€ 50°C byl ziskan roztok manan-
NH;Roztok manan- NH; byl skrz dialyza¢ni membranu MWCO 3500 (Serva) dialyzovan
proti PBS (ptes noc za stalého michani a pfi teploté 4°C) (Torosantucci & kol.,2005). Pii
pH=7,3 byla BAM navazana na aminoskupinu mananu(Kato & kol.,2004). K12 ml
0,25 mM mannan-NH; bylo pfidano 600 pl 7,3 mM BAM 40 V DMSO. Roztok byl
promichan a inkubovan pfi pokojové teploté 2 hodiny . Poté doslo k zastaveni reakce 600 pl

1 M TRIS/ HCI pH=8. Nasledovala dalsi dialyza a kone¢na tprava na 0,2 mM roztok
manan-BAMgo V PBS.
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3.9.2 Priprava Pam3CSK4-BAM
Byl smichan 1 mg Pam3CSK4+ 1,9 ml PBS+ 100 pl 6,6 mM roztoku
BAM_yo00v DMSO. Roztok byl inkubovan piipokojové teploté 1 hodinu.

3.9.3 Priprava Pam3CSK4-BAM + manan- BAM
Byl smichan 1 mg Pam3CSK4+ 1,9 ml 0,2mM manan- BAM + 100 ul 6,6 mM
BAMyo00v DMSO.Roztok byl inkubovan pti pokojové teploté 1 hodinu.

3.9.4 Priprava flagelin-BAM

Bylo smichano 0,1 ml zasobniho roztoku flagelinu (100 ug/ ml PBS) + 5 ul roztoku
BAM 400 vV DMSO. Roztok byl inkubovan pii pokojové teploté 1 hodinu. Poté doslo
k pfidani 1,9 ml PBS..

3.9.5 Priprava flagelin-BAM+ manan- BAM

Bylo smichano 0,1 ml zasobniho roztoku flagelinu (100 pg/ ml PBS) + 5 ul roztoku
BAM 4000 v DMSO. Roztok byl inkubovan pii pokojové teploté 1 hodinu. Poté doslo
k pfidani 1,9 ml 0,2 mM manan- BAM.

3.9.6 Priprava Resiquimodu.HCI (R-848. HCI)
Z R-848 byl nejdfive piipraven pomoci ekvivalentu HCl hydrochlorid. Tento
hydrochlorid jsme ziskali smichanim 1,5 mg R-848 s 4,2 pl 3,5% HCI a nasledn¢ jsme jeho

koncentraci upravili pfidanim PBS.

3.9.7 Priprava manan- SMCC

Roztok mananu-NH;(pfipraven vySe popsanym zpusobem) byl pouzit k navazani
SMCC (heterobifunkéni ¢inidlo) na aminoskupinu mananu. Byl pfipraven 0,2 mM manan-
SMCC v PBS.

3.9.8 Priprava Listerie monocytogenes

Tepelné usmrcené bakterie Listeria monocytogenes byly nejdiive rozsuspendovany
v PBS (10 ' bakterii na 1 ml PBS). Poté doslo k upraveni koncentrace suspenze tak, aby
odpovidala 1 miliard¢ bakterii na 1 ml PBS.

3.9.9 Priprava Listerie monocytogenes- SMCC

Z vytvofené suspenze 10 *° bakterii Listeria monocytogenes v 1 ml PBS doslo
k odebrani 300ul aspolecné s0,75 mg SMCCse vse tadn¢ promichalo ve 3 ml PBS.
Inkubace pfii pokojové teploté probihala 40 minut apoté nasledovala dialyza proti PBS
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pomoci dialyzaéni membrany MWCO 3500 (ptes noc za stdlého michani, pti 4°C). Poté
doslo opét kupraveni koncentrace, aby odpovidala 1 miliardé bakterii Listeria

monocytogenes s navazanym SMCC na 1 ml PBS.

3.9.10 Priprava Listerie monocytogenes- SMCC v 0,2mM manan-SMCC

Ze suspenze 10 ¥ bakterii Listeria monocytogenes v 1 ml PBS doslo k odebrani
300ul a spolecné s 0,75 mg SMCCse vse fadné promichalo ve 3 ml roztoku manan- SMCC
v PBS. Piiprava manan-SMCC je popsana vyse (kapitola 4.9.4.). Tento roztok byl opét
inkubovan (40 minut, pokojova teplota), poté dialyzovan proti PBS pfes noc (pfes
dialyzacni mebranu, za stadlého michani, pii teploté¢ 4°C). Vyslednou koncentraci jsme
upravili na 1 miliardu bakterii Listeria monocytogeness navazanym SMCC na 1 ml roztoku
mananu- SMCC v PBS.

3.9.11 Priprava redukéniho ¢inidla TCEP
. Reduk¢ni ¢inidla, redukujici disulfidické mustky (cystin), aby byla — SH skupina
ptistupna pro vazbu SMCC. V naSem ptipad¢ bylo pouZzito redukéni ¢inidlo TCEP.

50 mM roztok Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP) v PBS

3.9.12 Priprava ostatnich experimentalnich latek
Ostatni terapeutické latky byly pfipravovany vzajemnym smichanim roztokl (piiprava
téchto roztokl popsana ve vySe uvedenych kapitolach) nebo smichanim nékterého roztoku

s chemikaliemi uvedenymi ve vyse uvedené kapitole (kapitola 4.1).
3.10 Histologicka analyza

3.10.1 Priprava histologickych preparati

Mysi melanomy byly extirpovany po aplikaci terapeutické latky ve dnech popsanych
u schématu histologického pokusu (viz. dale). Nadory byly fixovany ve 4% roztoku
formaldehydu pfi pokojové teploté. Po vyjmuti z formaldehydu byly nadory krajeny na
vhodnou velikost a nasledovalo odvodnéni a poté prosyceni vzorku parafinem. Nasledujici
den byly vzorky zality parafinem na parafinové lince (LEICA EG1150 H) a hned poté¢ byly
zchlazeny. Z takto vytvorenych parafinovych blockti se na sankovém mikrotomu (LEICA
SM 2000R) nakréjely histologické fezy o tloustce 5 um. Rezy byly nataZeny na vodni
hladiné pii priblizné 50°C apfeneseny na podlozni sklicka. Nasledovalo fixovani
VvV termostatu po dobu 30 minuta nasledné odparafinovani xylenem. Kazdy histologicky

preparat byl nabarven zakladni metodou Hematoxylin-eosin. Dale nasledovalo odvodnéni
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vzestupnou alkoholovou fadou aobarvené histologické ftezy byly zamontovany do

montovaciho média.

3.10.2 Vyhodnoceni histologickych preparati

K pozorovani preparata byl pouzit mikroskop (Olympus CX41), zvétSeni objektivu
40x s piipojenim fotoaparatu (Olympus E-MS I1). Veskera fotodokumentace byla potfizena
timto digitalnim fotoaparatem. Vyhodnocovani histologickych preparatii bylo provedeno
analyzou fazi v programu QuickPHOTOMICRO 3.1. K vyhodnoceni nekréz pomoci
programu QuickPHOTOMICRO 3.1 byly pouzity snimky pfi zvétSeni objektivu 4x. V tomto
programu bylo provedeno vyhodnoceni obrazové analyzy fotografii, kdy se na fotografiich
histologickych preparati oznacovala nekréza a zbytky tumordzni tkané analyzou fazi. Poté

bylo vypocitano, jakou procentualni ¢ast tvori nekroza.

Vyhodnoceni ostatnich histologickych nalezti- rozsah apoptozy, vyskyt granulocytd
a plazmocyti bylo provedeno podle histologického hodnoceni na kiizky, které jsou
znazornény V nasledujici tabulce (Tabulka I). Touto metodou byl vyhodnocen také rozsah

nekrozy pro porovnani s vyhodnocenim pomoci analyzy fazi.
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Tabulka I.:

Hodnoceni na kiizky

Piepocet kiizkii na ti‘etiny

Pi‘epocet na procenta [%0]

+ Zastoupeni sledovanych bunék | 33,33
do 1/3

++ Zastoupeni sledovanych buné¢k | 66,67
do 2/3

+++ Vice jak 2/3 sledovanych bun¢k | 100

3.11 Jednotlivé experimenty

Mysi byly 12. den po transplantaci nadorti randomizovany do skupin, vytvofenych

podle typu 1é¢by. Byly jim zmé&feny velikosti melanomu a doslo k zahajeni terapie.

3.11.1 Pokus ¢&. 1: U¢inek Pam3CSK4-BAM v kombinaci s mananem- BAM na terapii

maligniho melanomu.

K tomuto pokusu bylo pouzito 30 samic myS$iho kmene C57BL/6, které byly nahodné

rozdéleny po péti do Sesti 6 skupin (A, B, C. D, E, K) podle podavanych terapeutickych

roztoku.

Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10 bylo mysSim intratumoralné aplikovano po 50 ul

jednotlivych roztoka dle nasledujiciho schématu:

Skupina A: 0,5 mg Pam3CSK4/ml PBS

Skupina B: 0,5 mg Pam3CSK4- BAM/mI PBS

Skupina C: 0,5 mg Pam3CSK4/ml 0,2 mM manan- BAM v PBS

Skupina D: 0,5 mg Pam3CSK4- BAM /ml 0,2 MM manan- BAM v PBS

Skupina E: 0,2 mM manan- BAM v PBS

Skupina K: PBS

Po zahjjeni terapie byly vzdy ve dnech 0, 2, 4, 6, §, 10, 12 a 14 méfeny velikosti

nadorl a po uplynuti ¢trnacti dnt od zah4jeni terapie byly mysi po zméfeni velikosti nadoru

usmrceny cervikalni dislokaci (zlomeni vazu) anasledné¢ jim byly vyjmuty plice pro

vyhodnocovani metastaz plic.
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3.11.2 Pokus ¢. 2: Lécba melanomu pomoci aplikace kotvenéhoflagelinu v kombinaci
s kotvenym mananem.
Pro tento pokus bylo pouzito 25 samic mySiho kmene C57BL/6, které byly
randomizovany po péti do péti skupin (A, B, C, D, K) podle podavanych terapeutik.

Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10 bylo mySim intratumoralné aplikovano po 50 wul
jednotlivych terapeutickych roztoku takto:

Skupina A: 5 ug flagelinu/ml PBS

Skupina B: 5 ug flagelin-BAM/mI PBS

Skupina C: 5 ug flagelinu /ml 0,2 mM manan- BAM v PBS
Skupina D: 5 nug flagelinu- BAM/ml 0,2 MM manan- BAM v PBS
Skupina K: PBS

U mys$i byla obden az do c¢trnact¢ho dne od zahajeni terapie meéfena velikost

melanomd, poté byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci a byly jim spocitany metastaze.

3.11.3 Pokus ¢. 3: Terapie melanomu B16- F10 zaloZena na pouZiti R- 848.HCI,
kotvenych a nekotvenych bakterii Listerii monocytogenes a kotveného mananu.
Do tohoto pokusu bylo zahrnuto 30 samic mySiho kmene C57BL/6, které byly
ndhodné rozdéleny po Sesti do péti skupin (A, B, C, D, K) podle aplikovanych 1é€ivych
latek.

Terapeutické smési byly podavany ve ctyfech tfidennich pulzech, konkrétné ve
dnech- 0, 1, 2, 8,9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26. Nejprve bylo vzdy intratumoralné aplikovano
redukéni €inidlo TCEP- 50 pl na mys. Po uplynuti jedné hodiny nésledovala intratumoralni

aplikace terapeutickych smési 50 pl na mys dle nasledujiciho schématu:
Skupina A: 0,5 mg R- 848.HCI/ml PBS
Skupina B: 1 mld Listeria+ 0,5 mg R- 848.HCI/ml PBS
Skupina C: 1 mld Listeria- SMCC+ 0,5 mg R- 848.HCI/ml PBS
Skupina D: 1 mld Listeria- SMCC+ 0,5 mg R- 848.HCI/ml 0,2 mM manan- SMCC

v PBS
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Skupina K: PBS

U mysi byla vzdy ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30
méfena velikost nddord apo ukonceni experimentu byla sledovana doba pieziti mysi

a zaznamenavana data jejich thyna (kviili vyhodnocovani analyzy pteziti).

3.11.4 Pokus ¢&. 4: Terapie zaloZena na pouZziti smési R- 848.HCl| v kombinaci
s kovalentné vazanym mananem, Pam3CSK4 a KLH u mysi se dvéma nadory.
K tomuto pokusu bylo pouZzito 24 mysi se dvéma nadory (na pravém a levém boku),
které byly randomizovany po Sesti do c¢tyt skupin (A, B, C, K) podle aplikovanych

terapeutickych latek. Terapeuticka latka byla vzdy aplikovana do pravého nadoru.

Lécba probihala ve ¢tyfech tfidennich pulzech a to ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17,
18, 24, 25, 26, kdy bylo vSem skupindm nejdiive aplikovdno redukéni €inidlo TCEP
(50 ul/ mys) aohodinu pozd&ji se aplikovala terapeuticka smés (50 pl/my$) podle

nasledujiciho schématu:
Skupina A: 0,5 mg R- 848.HCI / ml 0,2 mM mannan- SMCC v PBS

Skupina B: 0,5 mg R- 848.HCI / ml + 0,5 mg KLH/ ml0,2 mM mannan- SMCC
v PBS

Skupina C: 0,5 mg R- 848 + 0,5 mg pam3CSK4 / ml 0,2 mM mannan- SMCC
v PBS

Skupina K: PBS

U mysi byla obden az do tficatého dne od zah4jeni terapie métena velikost melanomu
(jak na pravé, tak i levé strané), poté byla sledovana doba pieziti mySi a zaznamenavana data

jejich thynd.

3.11.5 Pokus ¢. S: Histologické vyhodnoceni pribéhu terapie maligniho melanomu
zaloZené na kombinaci latek- Listeria monocytogenes- SMCC, manan- SMCC,
R- 848.HCl a POLY I:C.
Pro tento pokus bylo pouzito 51 samic mySiho kmene C57BL/6. Pied zahéjenim
1é€by jsme nahodné vybraly 3 mysi S malym, stfednim a velkym nadorem, které byly
usmrceny cervikalni dislokaci a byly jim vypitvany melanomy, které se daly do formalinu

a pozdéji byly vyuzity pro histologické vyhodnoceni. Tyto 3 vyjmuté nadory slouzily jako
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kontrola. Ostatni mysi byly randomizovany po dvaceti ¢tyfechmySich do dvou skupin
(A, K). Dvanacty den po transplantaci melanomu byla zahéjena 1écba, kterd probihala ve
Ctyfech tiidennich pulzech ato ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26, kdy bylo
nejdiive aplikovano vSem skupinam reduk¢ni ¢inidlo TCEP (50 upl) apo hodiné se

aplikovala terapeutickd smés podle tohoto schématu:

Skupina A: 1 mld Listeria monocytogenes-SMCC + 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg
POLY I:C/ml 0,2 mM manan-SMCC v PBS

Skupina K: PBS

Velikost nadorti byla méfena u vSech mysi ve dnech 3, 7, 11, 15, 19, 19, 23,27 a 31
avzdy v tyto dny (3, 7, 11, 15, 19, 19, 23, 27 a 31) byly vybrany tii mysi z 1é¢ené skupiny
a a tfi mysi z kontrolni skupiny K, kdy se vybiral vzdy z kazdé skupiny maly, stfedni a velky
melanom. Tyto mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci a poté jim byly vypitvany nadory,

které se ukladaly do formalinu a byly pozd¢ji histologicky analyzovany.
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4  Vysledky

4.1 Pokus & 1: U€inek Pam3CSK4-BAM v kombinaci s mananem- BAM na

terapii maligniho melanomu.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda kotvené Pam3CSK4 v kombinaci
s kotvenym mananem ma na rist nadoru vétsi vliv, nez samotné kotvené ¢i nekotvené
Pam3CSK4 a kotveny manan. Z grafu (Obr. 10), kde jsou zndzornény objemy jednotlivych
skupin. Je ziejmé, ze na rist nddoru mé opravdu nejvétsi vliv kotvené Pam3CSK4
v kombinaci s kotvenym mananem- nejvice snizoval velikost nadoru. U¢inek této smési byl
statisticky vyznamny ve srovnani se skupinou B, nicméné vliv této terapie, ani zadné jiné

nevykazal ve srovnéani s kontrolou signifikantni rozdil.
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Obr. 10: Vliv Pam3CSK4-BAM v kombinaci s mananem- BAM na velikost melanomul.

A- Pam3CSK4, B- Pam3CSK4- BAM, C- Pam3CSK4+ manan-BAM, D- Pam3CSK4-
BAM+ manan-BAM, E- Manan-BAM, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani se skupinou B: * P < 0,05, ** P <0, 005.
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Po ukonceni terapie byly spocitany metastaze u jednotlivych skupin. Graf (Obr. 11)
znazornuje vliv 1é¢by na intenzitu metastazovani, tedy na primérny pocet metastdz v plicich
u mysi, U kterych byly nalezeny. Z grafu je zfejmé, Ze v kontrolni skupiné K byl ptitomny

nejvyssi pocet metastaz.
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Obr. 11: Vliv Pam3CSK4 v kombinaci s mananem- BAM na primérny pocet metastiz

Vv plicich.

A- Pam3CSK4, B- Pam3CSK4- BAM, C- Pam3CSK4+ manan-BAM, D- Pam3CSK4-
BAM+ manan-BAM, E- Manan-BAM, K- PBS.
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Na dalsim uvadéném grafu (Obr. 12) je zaznamenan prevalence metastaz
u jednotlivych skupin (v procentech). Ve vétsiné skupin (B, C, E, K) byl vyskyt metastaz

vysoky. Nejnizsi procentudlni vyskyt metastdz byl u lé€enych skupin a a D.

90 -
80 -
70 -
§60_ mA
N
< 50 - B
g uC
- D
)
X
z mE
230 -
B K
20 -
10 -
0_
Skupina

Obr. 12: Vliv Pam3CSK4-BAM v kombinaci s mananem- BAM na prevalenci metastaz

Vv plicich u mysi jednotlivych skupin.

A- Pam3CSK4, B- Pam3CSK4- BAM, C- Pam3CSK4+ manan-BAM, D- Pam3CSK4-
BAM+ manan-BAM, E- Manan-BAM, K- PBS.
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4.2 Pokus ¢. 2: Lécba melanomu pomoci aplikace kotveného flagelinu

v kombinaci s ketvenym mananem.

V tomto pokusu jsme se zabyvali 1é€bou melanomu pomoci kotveného a nekotveného
flagelinu a jeno kombinaci s mananem. Z grafu (Obr. 13) je patrné, ze na rist nadoru ma
nejvétsi vliv terapie S pouzitim flagelinu- BAM ve spojeni s mananem- BAM. Zadny

terapeuticky preparat ale nedosahl statisticky vyznamného ucinku ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 13: Vliv flagelinu- BAM v kombinaci s mananem- BAM na velikost melanomu.

A- flagelin, B- flagelin- BAM, C- flagelin+ manan- BAM, D- flagelin- BAM+ manan-
BAM, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani se skupinou B: * P < 0,05
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Po ukonceni této terapie byly vyhodnoceny metastazy u jednotlivych skupin. Z grafu
(Obr. 14) vyplyva, ze prumérny pocet metastaz na mys$ je nejvyssi U kontrolni skupiny K,
ktera mé¢la primérné 15 metastdz na mysS. Uskupiny C, léCené flagelinem ve spojeni
s mananem- BAM se nenachazely metastazy zadné. Dale je z grafu ziejmé, Ze skupina A,
1écenéd pouze flagelinem a skupina D, 1éCena kombinaci flagelinu- BAM a mananu- BAM
maji velmi nizky primérny pocet metastdz na mys, ktera nedosahuje primérné ani jedné

metastaze na mys.

40 -

35 -
)g}BO-
g
N
‘8 25 -
E mA
E
2 20 - B
2
g2 C
e
Eis =0
§ m K
&

10 -

5_

0 ;

Skupina

Obr. 14: Vliv flagelinu- BAM v kombinaci s mananem- BAM na pramérny pocet metastaz

Vv plicich.

A- flagelin, B- flagelin- BAM, C- flagelin+ manan- BAM, D- flagelin- BAM+ manan-
BAM, K- PBS.

42



Z nasledujiciho grafu (Obr.15) vyplyvd, Ze metastaze se nejvice vyskytovaly
u skupiny B- lé¢ené pomoci flagelinu- BAM a u kontrolni skupiny K, kdy byl vyskyt
metastaz okolo 80 %. Oproti tomu U skupiny lééené flagelinem- BAM v kombinaci

s mananem- BAM, je procentudlni vyskyt nulovy.
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Obr. 15: Vliv flagelinu- BAM v kombinaci s mananem- BAM na procentualni vyskyt

metastaz v plicich.

A- flagelin, B- flagelin- BAM, C- flagelin+ manan- BAM, D- flagelin- BAM+ manan-
BAM, K- PBS.

43



4.3 Pokus ¢. 3: Terapie melanomu B16- F10 zaloZena na pouZziti R- 848.HCI,
kotvenych a nekotvenych bakterii Listeria monocytogenes a kotveného
mananu.

Z grafu (Obr. 16), kde jsou zaznamenany objemy jednotlivych skupin je ziejmé, Ze na
rast nadoru ma nejveétsi vliv terapiec pomoci kovalentné kotvené Listerie v kombinaci
s R- 848 a kovalentné vazanym mananem. U¢inek této smési byl viak vyssi ve srovnani se

samotnym R-848 az ke konci experimentu.
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Obr. 16: Vliv R- 848 v kombinaci s Listéria monocytogenes a mananem-SMCC na velikost
melanomu.

A-Resiquimod.HCI (R- 848), B- Listeria+ R- 848, C- Listeria- SMCC+ R- 848, D- Listeria-
SMCC+ R- 848+ manan-SMCC, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani S kontrolni skupinou K: * P < 0,05,
**P <0, 005.

Hladina statistické¢ vyznamnosti ve srovnani se skupinou C: o P <0,05.
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Po ukonéeni pokusu byla pozorovana doba pteziti mysi, aby bylo ukdzano, jaky vliv
maji jednotlivé terapie na prodlouzeni Zivota myS$i. Ze zaznamenanych dat (Obr. 17) je
patrné, Ze terapie pomoci smési Listerie- SMCC, R- 848 a mananu- SMCC m¢la velky vliv
na preziti mysi. V této skupin€ prfezili pozorovanou hranici 100 dni tfi mysi. V tomto
experimentu se hranici 100 dni podafilo ptezit jedné mysi ze skupiny C, 1éCené Listéria-
SMCC ve spojeni s R- 848. Doslo zde ke statistické vyznamnosti v preziti mysi, kdy

nejvyssich hodnost statistické vyznamnosti dosahla skupina D.
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Obr. 17: Vliv Listerie v kombinaci s R- 848 a mananem- SMCC na dobu piezivani mysi.

A-Resiquimod.HCI (R- 848), B- Listeriat+ R- 848, C- Listeria- SMCC+ R- 848, D- Listeria-
SMCC+ R- 848+ manan-SMCC, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani S kontrolni skupinou K: * P < 0,05, **P <0, 01
**x P <(), 005.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani se skupinou B: 0 P < 0,05.
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4.4 Pokus ¢. 4: Terapie zaloZena na pouziti smési R- 848 v kombinaci
s kovalentné vazanym mananem, Pam3CSK4 a KLH umysi se dvéma
nadory.

Z grafu (Obr. 18), kde jsou znazornény objemy levych nelé¢enych nadort jednotlivych
skupin, je zfejmé, Ze na rust nadoru ma nejvétsi vliv terapie pravych nadori pomoci R-848
v kombinaci s kovalentné vazanym mananem aPam3CSK4. Ucinek této smési byl
statisticky vyznamny ve srovnani S kontrolni skupinou. Statisticky vyznamnou skupinou je
ve srovnani S kontrolni skupinou K iskupina B, 1é¢ena pomoci R-848 v kombinaci

s kovalentn¢ vdzanym mananem a KLH.
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Obr. 18: Vliv terapie nadord pomoci R-848+ manan-SMCC v kombinaci s KLH, ¢i

v kombinaci s Pam3CSK4 nartst paralelnich nadort.

A- R- 848+ 0,2 mM manan- SMCC, B- R- 848+ 0,2 mM manan- SMCC+ KLH, C- R- 848+
0,2 mM manan- SMCC+ Pam3CSK4, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani S kontrolni skupinou K: * P < 0,01,

** P <0, 00s.

46



Po ukonceni experimentu byla pozorovana doba pieziti mysi, coz slouzilo ke zjisténi,
jaky vliv maji jednotlivé terapie na prodlouzeni zivota mysi. Z grafu (Obr. 19) je patrné, ze
7zadna my$ nedosahla hranice preziti 100 dnd arozdily v preziti mySi byly statisticky

vyznamne.
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Obr. 19: Vliv R- 848+ manan- SMCC v kombinaci s KLH, ¢ s Pam3CSK4 na dobu

pfeZzivani mysi se dvéma nadory.

A- R- 848+ 0,2 mM manan- SMCC, B- R- 848+ 0,2 mM manan- SMCC+ KLH, C- R- 848+
0,2 mM manan- SMCC+ Pam3CSK4, K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani S kontrolni skupinou K: * P < 0,05,

**P<0,01.
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4.5 Pokus €. 5:Histologické vyhodnoceni pribéhu terapie maligniho melanomu
zaloZzené na kombinaci latek- Listeria monocytogenes- SMCC, manan-
SMCC, R-848 a POLY I: C.

V tomto experimentu $lo 0 histologické vyhodnoceni prabéhu terapie, kdy se
zjistovalo jak velky vliv ma terapie zalozena na kombinaci latek Listeria monocytogenes-
SMCC, manan- SMCC, R- 848 aPOLY I: C. Na nasledujicim grafu (Obr. 20) je
vyhodnocen vliv terapie na objem melanomu. Z grafu je patrné Ze na rdst nadoru ma tato

terapie velmi silny vliv. Uginek této smési byl statisticky vyznamny ve srovnani s kontrolni

skupinou.

10000 -
9000 -
8000 -
7000 -
6000

5000

mA
m K

4000

Objem nadoru [mm?]

3000
2000
1000

0 3 7 11 15 19 23 27
Pocet dni terapie

Obr. 20: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci smananem- SMCC, R- 848
a POLY I: C na velikost melanomu.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848.HCl a POLY I: C,K- PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani S kontrolni skupinou K: * P < 0,005.
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Obr. 21 znazoriuje tutéz terapii, ovSem zde se zjiStovalo, do jaké miry vyvolavaji
nami pouzivané ligandy histologické zmény U melanomu. Jako hlavni kritérium jsme zvolili
ptitomnost nekrozy ajeji rozsah (hodnoceni na k#izky). Na obr. 21 je tedy vyhodnocena

nekrotizace nadoru. Vidime zde, Ze tato terapie ma velky vliv na vyskyt nekrozy.
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Obr. 21: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci smananem- SMCC, R- 848

a POLY I: C na nekrotizaci melanomu.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848.HCl a POLY I: C, K- PBS.
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Pro porovnani je na nasledujicim grafu (Obr. 22) znazornéna také nekrotizace
nadoru, kde vidime obdobné zastoupeni nekrozy (jak u lécené, tak i kontrolni skupiny) jako
u piedchoziho grafu. Tento graf byl vyhodnocen analyzou fazi. Lze konstatovat velmi

dobrou korelaci obou metod vyhodnoceni.
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Obr. 22: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci s mananem- SMCC, R- 848
a POLY I: C na nekrotizaci melanomu.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848. HCl a POLY I: C, K- PBS.

V ptiloze 1 ukazuji obrazky 26- 43 typické vzorky odebirané v ur¢itych dnech
terapie- 0, 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31. Z celé tady fotografii je patrna vyrazna nekrotizace
tkang, ktera koreluje s predeslym grafickym znazornénim (Obr. 21, Obr. 22). Tyto snimky
byly pouzity pii zvétSeni objektivu 4x, aby byla obsazena celd plocha nadoru a bylo zfetelné
zastoupeni nekrozy anddorové masy. V piiloze 1 je vzdy na obrazku vlevo znazornéna
kontrolni skupina a na obrazku vpravo skupina lé¢ena smési Listeria monocytogenes- SMCC
v kombinaci s mananem- SMCC, R- 848 aPOLY I: C. Pii histologickém porovnani
kontrolni skupiny a skupiny 1é¢ené vidime na fotografiich (ptiloha 1) zejména znacny rozdil
mezi strukturami nachazejicich se u kontroly alécené skupiny. U kontrolni skupiny je
nadorova masa tvofena prevazné melanocyty, uléceného melanomu dochazi k pireméné

tumorové masy na nekrotickou masu (N).

V ptiloze 2 obrazky 44-49 znazoriuji vétsi detail typickych neléenych nadort, kde

Jsou pritomné pouze pigmentové bunky-melanocyty, zrna melaninu, poptipadé
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invazemelanomovych bun¢k do okoli, coz piinasi vétsi prostor k ristu nadoru. (Obr. 47).
Déle je zde patrna nekrotizace nadoru, z divodu velkych rozméri melanomu nelééenych
melanomu (Obr. 20). Z grafu (Obr. 20) je zjevné, ze 27. den terapie dosahovaly objemy
nadort nejvyssich hodnot, coz koreluje s vyskytem nekrozy u takto velkych nadort, snimky
jsou zaznamenany v piiloze 2 (Obr. 48). U takto velkych nadort v kontrolni skupiné dochazi
také k vyskytu hemoragie- krvaceni do nekrézy, zobrazené také v ptiloze 2 pii detailnéjSim

zvétSeni (Obr. 49).

Priloha 3 (obrazky 48- 69) ukazuje typické histologické nalezy pii likvidaci
nadorovych bunék terapii pomoci smési Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci
smananem- SMCC, R- 848 a POLY I: C. Snimky jsou pofizenypii vétsim zvétSeni objektivu

pro detailngjsi zobrazeni bunék.

Jako dal$i kritérium jsme zvolili pfitomnost apoptézy a jeji rozsah (hodnoceni na
ktizky, prepoCteno na procenta). Obr. 23 ukazuje procentudlni mnozstvi apoptozy
v melanomu a je patrné, Ze rozsah apoptozy nadorovych bun€k pievazuje ve vSech dnech

nami pouzité terapie rozsah apoptoz v kontrolni skupiné.
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Obr. 23: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci smananem- SMCC, R- 848
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a POLY I: C na vyskyt apoptozy.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848 HCl a POLY I: C, K- PBS.
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Nejvétsi rozsah apoptdzy je zndzornén na grafu (Obr. 23) patnacty den terapie, kdy
dosahuje 50%, vyskyt apoptozy patnacty den terapie je zachycen na fotografii v ptiloze 3
(Obr. 58), kde je zobrazen kousek nadoru obklopeny apoptopickymi nadorovymi buiikami.
Dalsi fotografie apoptozy (Obr. 54, 55, 56) byly potizeny z histologického preparatu
jedenacty den terapie, kdy dosahuje pies 20% plochy nédoru. Na téchto snimcich je
apoptoza znazornéna spolu s nekrézou, kterou obklopuje. Stejné plochy dosahuje apoptoza
i v den devatenacty (Obr. 23) zobrazené na obrazku 60 v piiloze 3, kdy apoptéza prostupuje
nekrotickou masu.

DalS$im moZnym kritériem, ur€ujicim histologické zmény U melanomu nami
vybranou terapeutickou smési, je vyskyt granulocytarniho infiltratu. Znacna granulocytarni
infiltrace u léCené skupiny vyrazné pievySuje vyskyt granulocyti U kontrolni skupiny.
Nejveétsi zastoupeni granulocytii se vyskytuje uléceného melanomu patnacty den terapie,

kdy dosahuje celych 50%.
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Obr. 24: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci smananem- SMCC, R- 848
a POLY I: C na vyskyt granulocytt.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848.HCl a POLY I: C, K- PBS.
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V piiloze 3 ukazuji obrazky 50- 69 typické vzorky odebirané ve dnech terapie- 0, 3,
7, 11, 15, 19, 23, 27, 31 ve vétsSim detailu, aby byl patrny granulocytarni infiltrat. Tyto
fotografie byly nafoceny pti zvétSeni objektivu 20x, 40x nebo 60X. Tykaji se pouze 1é¢ené
skupiny, v kontrolni skupiné byl vyskyt granulocyti oproti 1é¢ené skupiné minimalni. Tteti
den terapie je vyskyt granulocytli okolo 16%, granulocyty jsou zaznamendny v piiloze 3
(Obr. 50). Sedmy den je granulocytarni infiltrace daleko vyssi a dosahuje pies 30%, kdy je
na fotografii (Obr. 51) znazornén granulocytarni popraSek- poprasky zbytkt jader
granulocytii po vzniklém boji infiltratu imunitniho systému a nadorovych bun¢k. Obrazek 52
zobrazuje granulocyty ve vétSim detailu. Nejvyssi vyskyt granulocytarni infiltrace je
patnacty den terapie, kdy dosahuje 50%. 15. den terapie je znazornén v piiloze 3 (Obr. 66-
67). Velky vyskyt granulocytarni infiltrace (okolo 40%) je dle grafu (Obr. 24) piitomny
i dvacaty sedmy den, coZ je zachyceno na fotografii v ptiloze 3 (Obr. 66), kde je naplava
granulocytd. Fotografie (Obr. 41) v priloze 1 znazornuje dvacaty sedmy den terapie, kdy byl
uUmysi pfitomny strup (3x3) aze snimku (Obr. 66) v piiloze 3 je parny velky vyskyt
granulocytarniho infiltratu, dale se zde nachdzi vazivo s fibrilarni strukturou. Pfimy zébér na

granulocyty 27. den terapie je zobrazen na snimku v piiloze 3 (Obr. 67).
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Poslednim hodnocenym kritériem je vyskyt plazmocyti (kone¢né diferenciacni
stadium B- lymfocytti)) v melanomu. Z grafu (Obr. 25) je patrné, Ze plazmocyty se daleko ve
vetsi mite vyskytuji v 1é€ené skupiné oproti skupiné kontrolni, kde je zastoupeni plazmocyt
minimalni. Nejveétsi nartst vyskytu plazmocytl je patrny U lé¢eného melanomu devatenécty

den, kdy dosahuje 55%.
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Obr. 25: Vliv Listeria monocytogenes- SMCC v kombinaci s mananem- SMCC, R- 848
a POLY I: C na vyskyt plazmocytt.

A- Listeria monocytogenes- SMCC + manan- SMCC+ R- 848.HCl a POLY I: C, K- PBS.

Plazmocyty se vlécené skupiné ve zvySené mife vyskytuji sedmy, jedenacty
a patnacty den, kdy dosahuji pies 20 % plochy nadoru (Obr. 25) Fotografie plazmocytl jsou
zobrazeny v ptiloze 3 (Obr. 53), kde jsou ve tkanové reakci sedmy den terapie, dale jsou
znazornény 11 den terapie na obrazku 57, kde jsou zastoupeny nejvice kolem nekrozy a na
obrazku 59, kde jsou zobrazeny spolu s granulocyty (smiSeny infiltrat). Nejvétsi vyskyt
plazmocytl je devatenacty den terapie (Obr. 25), ktery zachycuje fotografie (Obr. 61), na
které je zobrazen sval a zaplava plazmocytl. Dvacaty tfeti den terapie dosahuji plazmocyty
témet 45% plochy nadoru a jsou znazornény na fotografiich (Obr. 62, 64), kdy na obrazku

64 jsou znazornény v lymfoplazmocytarnim infiltratu.
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V ptiloze 3 jsou také obrazky (63-65) histologickych preparati obsahujici dalsi
bunky imunitniho systému- makrofagy a zralé¢ lymfocyty, které byly patrné ve vétsi miie
u lé¢ené skupiny (oproti kontrole) a to od tfetiho dne terapie. Vyskyt lymfocyti a makrofagi
nebyl graficky zndzornén z divodu malého procentudlniho zastoupeni. Nejvétsi naplava
lymfocytt byla 23. den terapie (Obr. 63, 64). Vyskyt makrofagh pak 19. a 23. den terapie
(Obr. 65).

Dale jsou v ptiloze 3 ptitomny obrazky (68, 69) mysi epidermis ve vétsim detailu
(oproti obrazku 43 v piiloze 1, kde je zobrazena v mensim zvétSeni) VSechny tyto obrazky
jsou potizené po tficatém prvnim dnu terapie. Na obrdzku 68 je vidét pouze lehka nekroza
a ulcerace epidermis. Je patrné, Ze nador zcela vymizel, je zde viditelné normalni vazivo. Na

obrazku 49 a 69 je zobrazena papilarni vrstva, podkozi nekroticka tkan s fibrinem-tzv. strup.
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5 Diskuze

V této praci se navazuje na predchozi vyzkumy provedenych na Katedfe medicinské
biologie, které jsou zaméfeny na naddorovou imunoterapii predev§im S vyuZzitim vrozené
imunity. V piedchozich pokusech doslo k velkému u¢inku v redukci nadorového bujeni, ¢i
dokonce k uplnému vymizeni nadoru. Vykonané pokusy s flagelinem, LPS ¢i Zymosanem
ukazuji, Ze bakterialni motivy jsou u¢innymi agonisty PRR a dochézi k redukci nddorového
bujeni (Mariani & kol., 2007; Rhee & kol., 2008). V praci Underhilla a Gantnera (2004) se
pojednava o nutnosti soucasné stimulace PRR. Vliv této stimulace byl potvrzen v mnoha
ptedeslych pokusech, kdy kombinace signalnich a fagocytarnich PRR vedla k synergii, pii
které bylo dosazeno vyrazné redukci nadorového bujeni (Janotova & kol., 2014). V této
praci byla feSena otdzka hledani nejvhodnéjsi terapie, kterd by nahradila LPS adekvatnimi
agonisty TLR receptord spolu v kombinaci s motivy fagocytarnimi. Divodem nahrady LPS
je lidska citlivost vic¢i LPS, kterd mizZe v urcité davce vyvolat septicky Sok, smrt (Sauter &
kol., 1980). Z davodu vysoké toxicity neni tedy mozné vyuzit tohoto agonisty TLR
vV humanni medicin¢ (Janotova & kol., 2014). Cilem nas$i prace bylo tedy hledani cesty k
nejvhodnéjsi nddorové imunoterapie, ktera bude uc¢innd v humanni mediciné a dale studium
mechanismi probihajicich pfi nddorové imunoterapii. Tyto mechanismy jsou analyzovany
z hlediska dynamiky bunéénych zmén v nadoru. PfestoZe se nas vyzkumny tym zabyval
prevazné imunitou vrozenou, kterd meéla vliv na redukci nddorového ristu, je jisté, ze

| imunita ziskana hraje dilezitou roli v téchto mechanismech.

Cilem prvnich dvou experimenti bylo zjistit, zda Pam3CSK4 jakozto TLR1,2 ligand
ptipadné flagelin /TLRS ligand) bude mozno pouzit jako nahradu LPS a zda tyto ligandy
vykazi synergii s kotvenym mananem (stimulace fagocytdzy) pti redukci nadorového ristu.
I presto, ze flagelin v roli imunoterapeutika pisobil pii terapii lidského karcinomu tlustého
stteva transplantovaného mysSim velmi dobfe, a aplikaci flagelinu do okoli nadoru doslo
k vyrazné redukci nadoru (Rhee & kol., 2008), v nasich experimentech nebyl na redukci
nadoru zaznamendn statisticky vyznamny vliv. Samotny flagelin nevyvoldval vyznamnou
redukei nadoru, coZ plné podpofilo praci Kovaroveé (2013), kdy pfi histologické analyze
dosla k zavéru, ze flagelin vykazoval pouze slaby efekt a tudiz se jako ekvivalent k LPS
neosveédcil. V nasem experimentu nepomohlo ani vazani flagelinu pomocim kotvy BAM
a ani kombinace s mananem- BAM. Toll- like receptor 5 (TLR 5) rozpoznava flagelin
z Gram- pozitivnich a Gram-negativnich bakterii. Aktivace receptoru spousti signdlni systém

NFkB , ktery stimuluje produkci prozanétlivych cytokini- TNF- o (Hayashi & kol., 2001).
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Flagelinse ukazal jako nevhodny pro nasi terapii, pfedpokladame, ze z divodu malé

stimulace tvorby prozanétlivych cytokind, ale to by bylo tieba ovéfit.

Kotvené ¢i nekotvené Pam3CSK4 (prvni experiment) a kotveny ¢i nekotveny flagelin
byl pouzity s mananem —BAM. JelikoZ volna mano6za nevyvolava zadny protinadorovy
ucinek (Maierova 2012), bylo zapotiebi manan vézat. V ptedeslych pokusech se doslo
Kk zavéru, ze manan (agonista MBL), patfici do skupiny PRRs musi byt kotven do membrany
nadorovych bun¢k. Timto ukotvenim dojde k aktivaci komplementu, kterda vede
k opsonizace na trovni iC3b adegradaci takto oznacené bunky (Janotova a kol., 2014).
Nutnost kotveni ligandt a jejich synergie vychazi opét z poznatki Underhilla a Gantnera
(2004).

Kotvené ¢i nekotvené Pam3CSK4 spolu s mananem-BAM pouzit¢ v prvnim
experimentu akotveny ¢i nekotveny flagelint manan-BAM v druhém experimentu
nevyvolal zdaleka takovy protinddorovy tcinek ve srovnani S terapii pomoci manan-BAM+
LPS. (Maierova, 2012), kde kombinace manan-BAM sLPS dosihla enormniho
synergického ptisobeni. Vse je shrnuto v praci Janotové a kolektivu (Janotova & kol., 2014).
Mezi novéjsi nahrady LPS se fadi také Resiquimod (R-848)- agonista TLR7/8. Nami pouzita
terapeutika (Pam3CSK4, flagelin v kombinaci s mananem-BAM) ve srovnani s 1é¢bou R-
848 v kombinaci s mananem —-BAM vykazuji také daleko mensi redukci nadorového rustu.
V praci Glaserové (2015) vykazovala kombinace R- 848+ manan — BAM synergii a bylo zde
dosazeno 74,7% prumérné redukce nadorového ristu, ktera byla statisticky vyznamna
(P< 0,0005). V praci Kumzakové (2015) se také potvrdilo, ze 1é¢ba pomoci R- 848+ manan-
BAM se jevi jako ucinnéjsi (redukce nadorového ristu 62,7 %), neZ nami provedena terapie

pomoci Pam3CSK4 ¢i flagelinu.

ODbé tyto terapie byly vSak u€¢inné proti vzniku metastdz. V prvnim pokusu mél nejmensi
zastoupeni metastaz volny Pam3CSK4 a v pokusu druhém nebyla u terapie pomoci flagelin+
manan-BAM pftitomna jedind metastaze. Bakterialni flagelin ti¢inkuje jako silny antigen pro
T- lymfocyty, diky ¢emuz mlZe byt povazovan za potencionalni adjutant. Na rozdil od
jinych TLR agonistli (vyvolavajici pouze Thl imunitni odpovéd’) ma totiZ schopnost vyvolat
Thl iTh2 imunitni odpovéd’. Specifika signalni kaskady je odlisnd u rtiznych typt bunck,
jimiz jsou bunky epitelidlni, endotelové, dendritické, dale makrofagy a T- lymfocyty.
Flagelin tedy spojuje vrozenou a ziskanou imunitu v piipadé dendritickych bunék

a T-lymfocytu (Steiner., 2007). Obdobné informace jsou zjistény i u Pam3CSK4.
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TLR receptory jsou schopné aktivovat odpovéd’ ziskané imunity na n€kolika rovinéch,
ptfikladem je kontrola vyzravani dendritickych bunck a cytokinova produkce (Iwasaki &

Medzhitov, 2004; Pasare & Medzhitov, 2004).

Bylo zjisténo, ze Pam3CSK4 i flagelin maji pfiznivy vliv na vyzravani dendritickych
bunék (Means & kol., 2003; Deifl & kol.,2014). Flagelin a Pam3CSK4 tedy spojuji
vrozenou imunitu se ziskanou imunitou, coz by mohlo byt divodem nizkého vyskytu

metastaz u mysi 1é€enych témito latkami.

Ze vsech testovanych ndhrad LPS v naSich experimentech jsme dosli k zavéru, ze R-
848 vykazoval nejlepsi vysledky. V dalSich experimentech jsme se tedy rozhodli pro jeho

pouzivani.

Utelem tfetiho pokusu bylo testovani pouziti kovalentnd kotvené a volnéListeri
amonocytogenes pro terapii mys$iho melanomu. Listeria monocytogenes je fazena mezi
Gram-pozitivni bakterie ajeji sténa neobsahuje LPS (Farber a Peterkin., 1991). Z tohoto
divodu byla pravé tato bakterie vybrdna. Interakci mezi bakteridlnimi ligandy a TLR2
dochazi k sekreci prozanétlivych cytokini (TNF, IL-12) a chemokint, ¢imz dojde k aktivaci
imunitnich bunék (Torres & kol.,2004). V ptedeslych pokusech doslo ke zjisténi, ze je
vhodné ukotveni jak fagocytarnich tak signalnich receptord, z tohoto divodu byla testovana
jak volna tak kovalentné vazana Listeria monocytogenes, nicméné rozdily mezi témito
zpusoby aplikace nebyly vyrazné. Nejvétsi terapeuticky efekt byl dosazen pomoci smési R-
848, manan-SMCC v kombinaci s Kkotvenou Listerii-SMCC, coz potvrdilo zavéry
Kumzakové (2015). Jak je patrné z vysledkili, nepostradatelnou slozkou u¢inného systému
jemanan- SMCC, jelikoz R-848 v kombinaci s volnou ani kotvenou Listerii na kompletni
vyléceni nestaci. Vyhodnost terapie pomoci smési R- 848 s Listeria monocytogenes- SMCC
a mananem- SMCC je zde sledovana az ke konci 1é¢by, coz koreluje s poznatky Pad’oukové
(Pad’oukova, in prep.), kdy se rovnéz G¢inek smési projevil ve srovnani s u¢inkem slozek az
pozdéji. Je zde také vyznamnd doba pirezivani, kdy pomoci této smési dosSlo ke statistické
vyznamnosti pfezivani mysi a 50% mysi ptezilo hranici 100 dni. Tento pfinosny efekt smési
na pifezivani potvrzuje vysledky diplomové price Kumzakové (2015), kde mél pridavek
Listeria monocytogenes-SMCC na preziti vyrazny vliv. Z provedeného pokusu, kdy
k eliminaci nadort a kompletnimu vyléfeni mySi dochazelo az po ukonceni injikace
terapeutické smési usuzujeme, ze na prvotni atak vrozené imunity navazal atak imunity

ziskané. Tento poznatek, ktery ma zasadni vyznam i pro terapeutické ovlivnéni metastaz
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bude vyzadovat dal$i experimenty. Piispévkem k feSeni této otazky byl i nasledujici

experiment.

Ctvrty experiment se zabyval 1é¢bou pomoci kovalentné vézaného mananu spolu
s R- 848, KLH ¢i Pam3CSK4 a vlivem této terapie na paralelni, neléCeny nador. VIiv terapie
pomoci R-848 + manan-SMCC+ Pam3CSK4 vykazoval statistickou vyznamnost ve srovnani
s kontrolni skupinou. Vliv této terapie pravého nadoru na druhy nador (levy) je mozno davat
do souvislosti svlivem Pam3CSK4 na metastazy, coz vypovida otom, ze jde o Vvliv

systémovy, ktery je dan s nejvetsi pravdépodobnosti iniciaci ziskané imunity.

V tomto experimentu se bohuzel nepodafilo doséhnout statisticky vyznamného pieziti
lé¢enych skupin, coZ mohlo byt zptisobeno velkym zatizenim imunitniho systému organismu

dvéma nadory.

Doposud jsme se zabyvali otdzkou hledani cesty k nejlepsi terapii, tato terapie byla
nalezena acilem posledniho, patého pokusu bylo pfispét k objasnéni mechanismid pii
nadorové terapii. Ukolem tohoto experimentu byla detailni histologicka analyza ptisobeni
smé&si Listeria monocytogenes-SMCC, manan-SMCC, R- 848 a POLY I: C. Tato smés byla
pouzita v ptedeslych pokusech, kdy pfidanim poly (I:C) agonisty TLR3ke smési Listeria
monocytogenes-SMCC, manan-SMCC, R-848 doslo k zesileni synergického ptisobeni a tato
1é¢ba dosahovala az 82,3 % pramérné redukce nadorového rustu (Glaserova, 2015). Z tohoto
divodu byla tato terapeutickd smés vybrana jako nejvhodnéjsi terapie, kde nam S$lo
0 zjisténi, do jaké miry vyvolavaji nami pouzivané ligandy histologické zmény u melanomu.
Tato terapie ma na rist nadoru velmi silny vliv. Uginek této smési byl statisticky vyznamny

ve srovnani S kontrolni skupinou (P < 0,005).

Pozorovéanim histologickych zmén v nadoru doslo ke zjiSténi, Ze nejvétsi zastoupeni
v leukocytarnim infiltratu maji granulocyty. Tato informace 0 nejvétSim zastoupeni
granulocytil koreluje s vysledky Kovérové (2015), kterd pouzila terapii pomoci Zymosanu-
SMCC, ktery manan rovnéz obsahuje. Dale v praci Janotové a kolektivu doslo k zjisténi, ze
vV nddorovém infiltratu maji nejvétsi zastoupeni pravé granulocyty (terapie pomoci mananu
vazaného hydrofobni kotvou BAM+ LPS, dale pak laminarin-BAM + LPS, f-MLFKK-
BAM+ LPS a samotnym LPS (Janotova & kol.,2014).

V tomto experimentu §lo 0 zji$téni, jaké buiikky imunitniho systému se zde vyskytuji

a jake je jejich zastoupeni pfi tétoterapii. Dale byl pozorovan vyskyt nekozy a apoptézy , coz
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by mohlopotencionalné prinést informace 0 zpisobu likvidace nadorovych bunék bunkami
imunitniho systému a jejich zbranémi (granulocyty, plazmocyty, lymfocyty, makrofagy).
Studium nadorové infiltrace pfi tzv. komplexni 1é¢bé - smési Listeria monocytogenes-
SMCC, manan- SMCC, R- 848 a POLY I: C byla zkoumana také pratokovou cytometrii, kde
doslo opét k nejvétsimu vyskytu granulocytli v leukocytarnim infiltratu. Vyskyt granulocytt
Vv pribéhu 1écby pievysoval kontrolni skupinu ato od sedmého dne terapie (Krejcova, in
prep.), coz plné podporuje vysledky histologické analyzy, kdy je zna¢nd granulocytarni

infiltrace u 1é¢ené skupiny vyrazné vyssi nez vyskyt granulocyt U kontrolni skupiny.

V histologickych preparatech jsme dale detekovali plazmocyty, zralé lymfocyty
a makrofagy, kdy zastoupeni zralych lymfocyti a makrofagi bylo velmi nizké a oba typy
bun¢k byly patrné ve vétsi mite U 1é¢ené skupiny (oproti kontrole) a to od tretiho dne terapie.
V préci Krejcové (in prep.) je zastoupeni monocytll/ makrofagl v fadu stovek na mm? coz
koreluje s nizkym procentualnim zastoupenim v histologické analyze. Dale jsou v praci
Krejcové (in prep.) obsazeny informace 0 bunkach ziskané imunity, které dosahuji pfiblizné
15% z celkového leukocytarniho bunécéného infiltratu. Histologické vyhodnoceni také
vypovida 0 spolupraci bun€k vrozené i ziskané imunity. U ziskané imunity jde hlavné
0 vyskyt zralych lymfocytd aplazmocytl- plazmatickych bunck, které jsou konecnym
diferencia¢nim stadiem B- lymfocytl. Vyskyt plazmocytl je v histologické analyze pomérné

Casty a svého maxima dosahuje devatenacty den terapie.

Histologicka analyza také zjistovala rozsah nekrozy. Z piedeslych pokust vime, Ze
1é¢ba pomoci LPS v kombinaci se stimulaci fagocytdz vykazovala nejvétsi efekt v zacatcich
terapie a pokud nedoslo k vyléceni nadoru v pocateéni fazi 1é€by, byly poté tyto nadory
Vv pokrocilé fazi nelécitelné. U terapie pomoci LPS dochazi k rychlé destrukci tumorové
tkang¢, ktera se preménuje v tkan nekrotickou. Rychly nastup nekrotizace tkané je vystizen
v praci Divoké (2014), kdy po aplikaci LPS v kombinaci s kotvenym mananem doslo jiz po
24 hodinach k 68,93% nekrotizaci tkdn€é. Po 72 hodinach doslo po pouziti LPS k 51,61%
nekrotizaci tkané (Divoka, 2014). Pti pouziti nami aplikované smési Listeriamonocytogenes-
SMCC, manan-SMCC, R-848 aPOLY I: C doslo tfeti den (72 hodin) k srovnatelné

vysokému rozsahu nekrézy (45,89%), coz pIn€ podporuje efektivnost této 1€cby.

Atak vrozené imunity, vyvolany zejména vyskytem granulocytarniho infiltratu
spojeny S nekrotizaci nddoru, postupné piechazi v atak ziskané imunity, spojeny vice

s apoptozou, ¢emuz napovidd pomérné vysoky vyskyt apoptdézy od patnactého dne, kdy
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dosahuje témét 56%, dale pak dvacaty sedmy den terapie dosahuje 44,67%. Dale tento atak
vrozené imunity piechazejici v atak imunity ziskané koreluje s vyskytem plazmocytt, ktery
dosahuje vrcholu devatenacty den (55,78%) a dvacaty tieti den (44,67%) dvacaty sedmy den
terapie. Zapojeni ziskané imunity odpovidd nasim vySe uvedenym pozorovanim prib&hu
terapie (postupna likvidace nadort i po ukonceni terapie, vliv na metastazy, vliv na rust
paralelniho nadoru). Zapojeni ziskané imunity potvrdila Kumzakova (2015) pozorovanim

ziskané rezistentnosti mysi vii¢i nadorové retransplantaci.

Timto histologickym vyhodnocenim ziskdme obraz mikroprostfedi nadoru, kde
muzeme vidét v Case postupujici degradaci tkané€, ovSem nejsme schopni rozpoznat vSechny
typy bun¢k- NK bunky, dendritické bunky, poptipadé Tc- lymfocyty, jako dokaze prutokova

cytometrie. Vhodnym feSenim je pouziti imunohistochemického zpracovani.
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6 Zavér

Flagelin a Pam3CSK4 se neosvédcily jako vhodna nahrada LPS v nadorové terapii

zalozené na kombinaci TLR agonistli se stimulaci fagocytozy.

Pam3CSK4 a flagelin v kombinaci s mananem- BAM byli v8ak u¢inné proti vzniku
metastaz, coz si vysvétlujeme stimulaci vyzravani dendritickych bun¢k atedy

spojenim vrozené a ziskané imunity.

Nebyly zjistény zasadni rozdily mezi pouzitim volné ¢&i vazané Listeria

monocytogenes pro ucely nddorové imunoterapie.

Byl potvrzen vyznam pouziti vétSitho komplexu TLR stimulanti a nutnost

jejich kombinace s kotvenim mananu pro u¢innou nadorovou terapii.

Byl studovan vliv imunoterapie primarnich nadorti na riist paralelnich nelécenych
tumort. Nejvétsi efekt byl nalezen u terapie smési R-848 + Pam3CSK4 + manan-
SMCC. Tento systémovy efekt je ddvan do souvislosti S proti metafdzovym vlivem

a interpretovan zapojenim ziskané imunity.

Byly studovany bunééné zmény v nadoru v priibéhu imunoterapie zaloZené na

pouziti TLR agonisti a mananu-SMCC histologickou analyzou.

Histologické vyhodnoceni terapie smési Listeriamonocytogenes-SMCC, manan-
SMCC, R-848 a POLY I:C potvrdilo efektivnost této terapie, kdy doslo k velkému
vyskytu nekrdzy a granulocytarniho infiltratu, ktery byl srovnatelny s Ié¢bou pomoci

terapeutickych smési obsahujicich LPS.

Fotografiemi histologickych preparati byly zdokumentovany typické rysy
neléCeného melanomu itypické nalezy po imunoterapii pomoci smési

Listeriamonocytogenes-SMCC, manan-SMCC, R-848 a POLY I:C.
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8 Priloha

8.1 Priloha 1: Znazornéni vlivu léby na mikroprostifedi melanomu.
Histologicka tkan nelééeného melanomu (kontrolni skupina-PBS) ve
srovnani Sléenym melanomempomoci Listeria monocytogenes- SMCC

v kombinaci s mananem- SMCC, R- 848 a POLY I: C.

Pouzité zkratky:

E- rozvolnéné edematdzni vazivo N- nekroza

Ery- erytrocyty Nf- nekroticka tkan s fibrinem
Gr — granulacni lem (infiltrat) P— poprasky rozlamanych jader

granulocyti

H- hemoragie (krvaceni) Pap darni vrst
- papilarni vrstva

M-melanomové bunky

Obr. 26: Zahajeni terapie- nulty den. Obr. 27: Zahajeni terapie- nulty den.
Kontrolni skupina. Kontrolni skupina.

74



Obr. 28: Tteti den terapie- PBS. Obr. 29: Tieti den terapie- 1éceny melanom.

Obr. 30: Sedmy den terapie- PBS. Obr. 31: Sedmy den terapie- 1é¢eny melanom.
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200 pm

Obr. 32: Jedenacty den terapie- PBS. Obr. 33: Jedenacty den terapie- 1éCeny melanom.

Obr. 34: Patnacty den terapie- PBS. Obr. 35: Patnacty den terapie- 1é¢eny melanom.
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Obr. 36: Devatenacty den terapie- PBS. Obr. 37: Devatenacty den terapie- 1éceny
melanom.

Obr. 38: Dvacaty tfeti den terapie — PBS.  Obr. 39: Dvacaty tieti den terapie- 1é¢eny
melanom.
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Obr. 40: Dvacaty sedmy den terapie- PBS.  Obr. 41: Dvacaty sedmy den terapie- 1éCeny
melanom.

20
—

Obr. 42: Posledni (31) den terapie-PBS.  Obr. 43: Posledni (31) den terapie- 1é¢eny
melanom- epidermis.
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8.2 Priloha 2: Typické histologické nalezy U tumoro6zni tkané.
Pouzité zkratky:

M- melanomové bunky (melanocyty)

Z- zrna melaninu

I- invaze melanomovych bunék do okoli

Obr. 45: Pocateéni den terapie (den 0). Kontrolni skupina. ZvétSeni objektivu 40X.
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Obr. 47: Poc¢ate¢ni den terapie (den 0). Kontrolni skupina. ZvétSeni objektivu 10x. Pismeno

I poukazuje na prostupujici nadorové bunky do dalsi vrstvy kiize- tzv. invaze do okoli.
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Obr. 49: Neléceny melanom dvacaty sedmy den po aplikaci PBS. Zvétseni objektivu 40X.

Krvéceni do nekrozy.
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8.3 Priloha 3: Typické histologické nalezy pri aplikaci Listeria monocytogenes-
SMCC v kombinaci s mananem- SMCC, R- 848 a POLY I: C.

Pouzité zkratky:

A- apoptoza Nf- nekroticka tkan s fibrinem
Ery- erytrocyty P- plazmocyt

Gr- granulocyty Pap- papilarni vrstva

L- lymfocyt Pod- podkozi

M- melanomové bunky S- sval

Mak- makrofag T- tukova bunka

N- nekroéza V- vazivo Z- zrna melanin

Treti den terapie

Obr. 50: Léceny melanom tieti den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni objektivu 40X.
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Sedmy den terapie.

Obr. 51: LéCeny melanom sedmy den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 10x. Nekroza+ granulocytarni poprasek.

Obr. 52: LéCeny melanom sedmy den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 20x. Granulocyty.
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10 pm

Obr. 53: Léceny melanom sedmy den po aplikaci terapeutické smeési. ZvétSeni

objektivu 60x. Plazmocyty ve tkanové reakci.
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Jedenacty den terapie.

Obr. 54: Léceny melanom jedenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 20x.

S e
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Obr. 55: Léceny melanom jedenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 40x.
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Obr. 56: Léceny melanom jedenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni
objektivu 40x.

Obr. 57: LéCeny melanom jedenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 20x.
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Patnacty den terapie.

Obr. 58: Léceny melanom patnacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni
objektivu 20x.

Obr. 59: Léceny melanom patnacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 40x. SmiSeny infiltrat- granulocyty, plazmocyty.
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Devatenacty den terapie.

Obr. 60: Léceny melanom devatenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 10x.

Obr. 61: Léceny melanom devatenacty den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 40x. Plazmocyty.
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Dvacaty tieti den terapie.

Obr. 62: LéCeny melanom dvacaty tieti den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni
objektivu 40x.

Obr. 63: Léceny melanom dvacaty tfeti den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 40x. Lymfocyty.
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Obr. 64: LéCeny melanom dvacaty tfeti den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 40x. Lymfoplazmocytarni infiltrat.

Obr. 65: LéCeny melanom dvacaty tieti den po aplikaci terapeutické smési. ZvétSeni

objektivu 100x. Makrofag.
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Dvacaty sedmy den terapie.

Obr. 66: Dvacaty sedmy den terapie- 1é€eny melanom. Strup- vazivo s fibrilarni strukturou

a ndplava granulocytil. ZvétSeni objektivu 40X.

Obr. 67: Dvacaty sedmy den terapie- 1é¢eny melanom. Granulocyty. ZvétSeni objektivu 40x.
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Tricaty prvni den terapie.

Obr. 68: LéCeny melanom tiicaty prvni den terapie. Epidermis- strup. ZvétSeni

objektivu 10x.

Obr. 69: Léceny melanom tficaty prvni den terapie. Epidermis- nekroticka tkan s fibrinem.

ZvétSeni objektivu 10X.
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