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1. Uvod

N&dorovd onemocnéni jsou stdle zavaznym zdravotnim problémem. Jednim z modernich
smérd lécby je imunoterapie. Ta ma velmi staré zaklady, jiz pfed mnoha lety si Iékafi vSimli
vztahu infekénich onemocnéni a nadorové regrese. Je proto velmi zajimavé prochazet celou

historii, hledat souvislosti a pokusit se najit pouceni i pro soucasny vyzkum.

2. Cile prace

Cilem préce je pFispét k zodpovézeni otdzky moznosti pouziti patogennich organismi a jejich
Casti k terapii nddorovych onemocnéni zmapovanim vyvoje poznani od historickych

prvopocatki az do soucasné doby.

1/ Je néjaky rozdil v pouzivani grampozitivnich nebo gramnegativnich bakterii v lecbé

nadorovych onemocnéni a je jejich sila stimulace imunitniho systému stejné intenzivni?
2/ Je efektivnéjsi pouZivat Zive, atenuované nebo inaktivované bakterie?

3/ Je lepsi pouzivat cela téla bakterii nebo jen ¢asti bakterii?

4/ Je lepsi pouzit jeden TLR ligand nebo smés TLR ligand(?

5/ Ma lepsi 1éebny efekt aktivace vnitfnich ¢i vnéjSich TLR?



3. ResSerse

3.1. Co jsou to nadorova onemocnéni

Termin nadorova onemocnéni Ci vefejnosti zndméjsi pfizvisko rakovina je v sou€asné dobé
velmi diskutovanym tématem, tyka se totiz velké Casti lidské populace. Nadorova bujeni se
dokonce stala jednou ze tfi nejCastéjSich pricin smrti Clovéka (Krejsek a Kopecky 2004).

Nadorové bujeni je v soucasnosti definovano jako proces, vedouci k akumulaci
genetickych poruch v bufice. Tyto poruchy aktivuji bunécné protoonkogeny a inaktivuji
antionkogeny (Krejsek a Kopecky 2004).

Ve Vvétsiné pripadl je bunéény cyklus regulovan fadou mechanism, podstatnou roli zde
hraji dvé skupiny bilkovin (cyklin-dependentni kindzy a cykliny), ale z dlvodu
nahromadénych genetickych poruch v burice mize dojit k poruseni regulace a burika se zacne
nekontrolovatelné mnozit (Hirama a Koeffler 1995). Cely proces je velmi slozity, a dlouho se
ho védci pokouseli odhalit. Dnes je jiz celkem dobfe zmapovan, presto zde zlistava cela fada
procesd zahalenych rouskou tajemstvi. Co je ale skute¢né prokdzané a zaroven velmi
zajimave, Ze nddory vznikaji z jedné jediné bunky (Krejsek a Kopecky 2004).

Nadory mohou byt maligni ¢i benigni. Na rozdil od benignich nador(, buriky malignich
nadord maji schopnost pronikat krevnim recistém a lymfatickymi cestami do tkani celého téla,
coz vede ke vzniku metastdz (Opdenakker a Van Damme 2004). Maligni nador je pro
pacienta velmi nebezpecny a Casto i smrtelny (Krejsek a Kopecky 2004).

3.2. Faktory vzniku nadorového onemocnéni

PFiin vzniku nadorovych onemocnéni je celd fada, jednou z nich je vy3§i procento
nahromadénych mutaci, které souvisi s prodluzovani véku lidi. Mutace mohou byt zplsobeny
fadou faktor(l. Lidé mutageny pfijimaji napfiklad v potravé (Comings 1973). Zndmym
mutagenem je UV zéfeni a jiné chemické slouceniny nachézejici se napf. v cigaretovém koufi
a automobilovych zplodinach. VVSechny tyto faktory se mohou vyznamné podilet na zvyseném
vyskytu nadorového bujeni (prehled poznatk(i Ames a kol. 1995). V nékterych pFipadech je

prokazana i geneticka predispozice (prehled poznatk(i Ames a kol. 1995).



3.3. Zpusoby Iécby nadorovych onemocnéni

Zakladnim zplsobem léby nadorovych onemocnéni je chirurgicka lécha, tedy operativni
vyjmuti nadorové tkané z téla pacienta Ve vétsing pFipadd poté nasleduje chemoterapie a
radioterapie (Creech a kol. 1958).

PFi chemoterapii se pouZivaji vysoké davky cytostatik, které jsou toxické pro neustéle se
délici bunky lidského téla. Nékteré druhy cytostatik funguji na principu napadani bunék ve
fazi déleni, proto neustale se délici nadorové bunky jsou témito cytostatiky vice zasazeny, nez
bunky zdravé. Nadorové bunky maji priblizné o polovinu niZsi rychlost proliferace oproti
jinym hojné se délicim bunkadm v téle (napf. buriky kostni dfené). Diky tomuto faktu je
mizeme opakovanym podavanim cytostatik redukovat (Creech a kol. 1958).

Dalsim zplisobem |é¢by je radioterapie fungujici na principu ionizujiciho zéfeni.
Energie tohoto zéfeni je namifena na nadorové buriky a tim je poSkozuje a nici (Delaney a
kol. 2005). Kazdy typ nadorového bujeni je velmi specificky, proto také nelze rakovinu IéCit
pouze jedinym zplsobem terapie. Nékteré nadory na chemoterapii reaguji velmi dobfe, jiné
zase vlbec, proto je UspésSnost léChby individudlni (Krejsek a Kopecky 2004). Velkym
problémem téchto terapii je fakt, Ze nepoSkozuji jen nadorové buriky, ale i buriky zdravé. Celé
télo pacienta je velmi oslabené, imunita je neschopna chrénit télo pfed bakteridlnimi a
virovymi onemocnénimi. Dochazi ke ztraté vlasl, poskozeni nehtové tkané a dalSich bungk,
které se v lidském téle prirozené déli rychleji nez ostatni. Problémem mize byt i nasledna
neplodnost jak u muzl, tak i u Zen. Z tohoto ddvodu se vyzkumy v poslednich desitkach let
vénuji hlavné cilenym terapiim, které by eliminovaly jen nadorové burfiky bez dalsiho
poSkozeni organismu (Chen a kol. 2000). Jednou z takovychto terapii je i imunoterapie.

Imunitni systém, neni ve véts$ing pripadl schopen sam o sobé bojovat proti nadorovému
onemocnéni. Naopak, paradoxné, nadordm jesté pomaha. Cilena imunoterapie se snazi vyuzit
imunity téla k boji proti onemocnéni, a to pomoci vrozené €i ziskané imunity. (Holmes a kol.
1977).

Existuji i dalsi 1é€ebné metody, nékteré jsou vice pouzivané nékteré méné Casto, patfi
mezi né napriklad biologicka terapie, terapie pomoci hormonl a hormonélnich pripravka.
Jako posledni vychodisko se voli dokonce i alternativni 1é€ba (Klener a Klener 2009).

Urcité by bylo podnétné ohlédnout se do minulosti k pocatkiim lécebnych technik.
Pravé kombinace poznatk(l z historie a dnes$nich znalosti by mohla byt klicem k Uspéchu
nalézt odpovidajici IéCbu nadorovych onemocnéni.



3.4. Imunoterapie nadorovych onemocnéni

V Cem se vlastné lisi imunoterapie od jinych léCebnych metod? Imunoterapie je zaloZena na
IéCebnych postupech vyuZivajicich obranné mechanismy imunitniho systému k 1écbé
onemocnéni, v tomhle pfipadé k IéCbé rakoviny (Overwijk a Restifo 2000). V poslednich
letech je tento typ terapie intenzivné studovan, a na urcitych typech rakoviny je i klinicky
aplikovan (prehled poznatkl Meyer a kol. 2002).

3.4.1. Mechanismy uniku nadorovych bun ék

Otazka, kterou si vétSina lidi klade je, pro¢ imunita nezabrani rdstu nddoru pFirozenym
zplsobem, aniz by musela byt né¢im indukovana, nebo pro¢ viibec dovoli vznik nadoru? Nenfi
pravda, Ze by imunita byla zcela bezmocna. Dlkaz toho miiZzeme spatfovat v tom, Ze vétSina
malignit se objevuje se zvysujicim se vékem. S vékem se zvétSuje poCet mutaci vyskytujicich
se v bunikach a zaroven klesa ucinnost imunitniho systému. (Ershler 1993).

Dalsi pFiCinou je i neustély selek¢ni tlak, ktery vytvari imunita na nadorové burky a ty
se pak pfirozené stavaji odolnéjSi proti imunitnimu natlaku (existuje zde obdoba pFirozeného
vybéru), (Klein a kol. 1999).

Presto urcity imunitni dohled pravdépodobné skutecné existuje, zajimavym vysvétlenim
téchto mechanism(l je hypotéza postulovana Dunn a kol. (2004) ‘Cancer immune editing’,
ktera uvadi, Ze mira imunogenicity nadoru je zavisla na hostiteli, ve kterém nador rostl. Podle
Dunn a kol. (2004) existuji tfi Grovné boje imunitniho systému proti nadorovému bujeni.
Prvnim z nich je eliminace transformovanych bunék, druhym je ustanoveni rovnovahy mezi
transformovanymi bufikami a organismem, a tfetim je Unik transformovanych bunék pred
kontrolou imunitniho systému. Rovnovaha nemusi vzdy vyustit v Unik nadorovych bunék
pred imunitnim systémem. Napfiklad rovnovaha miiZze mit dlouhodobé trvani a k Uniku viibec
nemusi dojit, nebo mlize dokonce dojit ke kompletni eliminaci nadorovych bunék. Bohuzel ve
Vetsiné pripadl je vysledkem Unik a nasledny rozvoj klinického onemocnéni (Dunn a kol.
2004).

Nadorové buriky si vytvorily vlastni (nikové mechanismy, které jim dovoli zlstat
imunitou nepovSimnuté a davaji jim moznost proliferace. Napfiklad nadory produkuji TGF- (3
(transforming growth factor B), jehoZz vlivem dochazi k tvorbé regulacnich lymfocytl Treg,
které nastoluji imunotoleranci nador( (Krejsek a Kopecky 2004).



3.4.2. Imunoterapie za pomoci ziskané (adaptivni) imunity

Zakladni slozkou adaptivni imunity jsou T- a B-lymfocyty, které jsou zodpovédné za
bunéCnou odpovéd' a tvorbu protilatek. Na rozdil od imunity vrozené, adaptivni imunita
dokéZe velmi specificky rozpoznat antigeny. Je schopna si vytvaret tzv. pamétové burky,
které zajisti rychlejsi reakci pfi sekundarnim patogennim ataku (Janeway 2005).

Aby byly bunky adaptivni imunity schopné identifikovat nadorové bujeni, musi mit
buriky nadoru na povrchu specifické struktury. Témito strukturami jsou rdzné nadorové
antigeny, napf. (1) nadorové testikularni antigeny (CT), zahrnujici nékolik dalSich rodin
nadorovych antigenl (napf. MAGE, BAGE, GAGE), (Krejsek a Kopecky 2004), (2)
diferenciani antigeny a za (3) n&dorové specifické antigeny. Bohuzel ani tyto specifické
struktury na nadorovych bunkach nezajisti dostateCnou imunitni reakci k eliminaci
nadorovych bunék (Krejsek a Kopecky 2004).

Existuji vSak nékteré léCebné metody, které jsou zalozené na mechanismech,
zplisobujici aktivaci a nastartovani specifické imunitni odpovédi. V praxi jsou pouzivany
monoklondlni protilatky proti nadorovym bunkdm, které jsou Uspésné v aktivace
komplementu, fagocytézy i reakce ADCC (Antibody dependent cellular cytotoxicity).
Vsechny buiky v nadoru vSak nejsou stejné, a pravé proto plsobi monoklonalni protilatka
pouze na nékteré z nich (Oldham 1983).

Monoklondlni protildtky mohou byt wvyuZity jako tzv. smérovaci slozky. Na
monoklonalni protilatku se navaze radioaktivni izotop nebo toxicka latka, a ty jsou cilené

dopravovany k bunikdm nadoru, bez poSkozeni okolni zdraveé tkané (Volkert a kol. 1991).

3.4.3. Imunoterapie za pomoci pfirozené (vrozené) imunity

Vrozena imunita je meéné specifickym typem imunitni reakce, je to reakce nejstarSiho typu
obrany téla. Jeji hlavni sloZkou je komplement a burky vykonavajici fagocytdzu. Fagocytarni
buiky po likvidaci patogenl dokaZou prezentovat Casti patogenu na svém povrchu a
poskytnout je tak i dalSim bufikam imunitniho systému. Nespecificka imunita na rozdil od
specifické postrada tvorbu pamétovych bunék (Medzhitov a Janeway 1997).

Ve vétSiné imunoterapii byla povazovana za klicovou sloZzku pouze adaptivni imunita.
Na rozdil od adaptivni imunity, kde je vyvinut rozsahly systém, kterym se nador brani
imunitnimu ataku (identicky se systémem, slouZicim k ochrané trofoblastu), v pFipadé

vrozené imunity se tyto systémy nevyvinuly. Inspiraci pro hlubsi studium této oblasti a pro



vypracovani této prace nam byly ¢etné zminky o pouZiti patogennich organismi v boji proti
rakoviné Ustici v souCasné pouZziti izolovanych i syntetickych patogennich motiv(i (PAMPS).
Zejména prace Hicks a kol. (2006), potvrzujici, Ze za urcitych okolnosti (zejména na urovni
rozpoznani) je vrozena imunita schopna zlikvidovat i pokrocilé nadory s neobycejné vysokou
ucinnosti.

Zaznamy o aktivaci vrozené imunity za Ucelem potlaceni nadord sahaji daleko do
historie. K prvnim vyraznym Gspéchim této terapie patfi objev W. Coleyho, ktery svou
IéCbou prokazal, Zze prudkéa infekce a teplota nastartovala vrozenou imunitu na takovou
aroven, Ze zaCala bojovat proti nddorovym bunkam a eliminovala je (Coley 1891, Coley
1910). PokraCovanim této terapie oviem na podstatné sofistikovanéjsi urovni je pouZiti
PAMPs v imunoterapii nadorovych onemocnéni.

Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), obecné struktury (vysoce
konzervativni) sdilené mnoha patogeny, jsou slozkou vétSiny bunécnych stén patogenl (napr.
LPS - lipopolysacharid, peptidoglykany, kyselina lipoteichoova, bakterialni manany, glukany,
flagelin a bakteridlni DNA), (Hobohm a kol. 2008). Tyto struktury se uplatiuji ve vrozené
¢asti imunitniho systému diky schopnosti vrozené imunity rozliSovat mezi vlastnimi
strukturami a strukturami mikroorganismd. Receptory schopné identifikovat PAMPs
mikroorganism( se oznacuji jako Pattern Recognition Receptors (PRR), (Akira a kol. 2006).

PRR rozdélujeme do tfech skupin: (1) sekretované PRR, do kterych patfi napf. CRP,
specificky se vazajici na PAMPs. Spousti komplementovou kaskadu vedouci k opsonizaci a k
urychleni fagocyt6zy. mannose binding lectin (MBL), ktery se vdZe na manozové zbytky a
vyskytuje se na povrchu hub a bakterii (Takahashi a kol. 2006). (2) skupina signalnich PRR,
do kterych fadime Toll-like receptors (TLR), fadi se sem i ddlezité NOD receptory, které
rozpoznavaji bakterialni peptidoglykan na zakladé muramyl dipeptidd. (3) skupina
fagocytarnich receptordi, nachazejicich se na povrchu fagocytujicich bunék. Do této skupiny
patfi mandzovy receptor na povrchu makrofaglli a dendritickych bunék. Jedna se o takzvany
multilektinovy receptor, ktery mé schopnost rozpoznavat mandzu na povrchu infek&nich
agens a tim aktivuje fagocytézu patogenl. Do této skupiny dale fadime formyl peptidové
receptory (FPR1, FPRL1, FPRL2) rozpoznavajici zejména peptidy zaCinajici f-M, nejCastéji
pak f-MLF. Vyznamnym fagocytarnim receptorem je Dectin 1, ktery rozpoznava beta glukan.

Nékteré ligandy aktivuji jak signélni, tak i fagocytéarni receptory. Napriklad beta glukan
je rozpoznavan signalnim receptorem TLR2 i fagocytarnim receptorem Dectineml. Pravé v

jejich vyuziti spatfujeme velkou perspektivu, nebot’ pro spravny imunologicky atak nestaci



provést jen aktivaci systému vedouci k mohutné bunécné infiltraci, ale je tfeba spravné zacilit
i vykonnou fagocytarni ¢ast (Janeway a Medzhitov 2002, Krejsek a Kopecky 2004).

PRR jsou exprimovany na fadé efektorovych bunék pfirozené imunity (napf.
makrofagy, dendritické buriky). Identifikace vzori PAMPs burikami pfirozené imunity zajisti
témeér okamzitou odpovéd imunitniho systému na Skodlivé podnéty. A toho lze vyuZit v
imunoterapii nddorovych onemocnéni (Janssens a Beyaert 2003).

3.5. Role infekénich onemocnéni v nadorovém bujeni

Velmi zajimavy je pohled na roli infekénich onemocnéni v nadorovém bujeni. Pokud budeme
pozorné procCitat rdzné literarni zdroje, zjistime, Ze v nékterych je infekéni onemocnéni
oznacovano jako pri¢ina vzniku nador(i. Avsak existuji i zdroje, kde je infekce vyuzivana k
léEbé nadorovych onemocnéni. Nejednotny je i pohled na vzniknuvsi zanét. Cést odborné
verejnosti se na ngj diva jako na prostredi jednoznacné podporujici rlist nadoru (Martins-
Green a kol. 1994, Ohshima a Bartsch 1994, Kuper a kol. 2000, Mantovani a kol. 2008). Cast
védcl vSak VEFi v moznost namifit zanét proti nadoru a zplsobit tak jeho destrukci (Nauts a
kol. 1945, Oelschlaeger 2010, Rakoff-Nahoum a Medzhitov 2009).

3.5.1. Infekce jako pric¢ina vzniku nadorovych onemocnéni

Infekéni onemocnéni je stav, kdy infek¢ni agens (bakterie, houby, viry, Cervy, patogenni
bilkovin v podobé prion(.) proniknou do organismu a naru$i vnitfni prostiedi hostitele
(Thomson a Smith 1994).

V mnoha zdrojich se docteme, Ze infekce (zejména chronicka) mize byt zodpovédna za
ur€itou East malignich nador(l u lidi (aZ 15% z celkového poctu nadorovych bujeni). V
rozvinutych zemich je pocet nadorovych bujeni nizsi diky zdokonalenym diagnostickym
metodam, které umozni rozeznat infekci jiz v raném stadiu (Mantovani a kol. 2008).

Prvnim ¢lovékem, ktery prokazal, Ze infekce miZe zplsobovat nadorova onemocnéni, v
tomto pfipadé presnéji sarkom, byl Peyton Rous, a to roku 1911 svym pokusem, kterym
dokazal, Ze sarkom u kufete byl zplsoben virem, nazyvanym ,,Rous sarcoma virus“. (Rous
1911).

Velkym problémem je neléCena infekce, ktera pozdégji pfechazi do chronické infekce.
Tato chronicka infekce zplsobi zvySenou tvorbu vysoce reaktivnich latek, jako jsou napf.



reaktivni produkty kysliku a dusiku. Ty mohou vést k poSkozeni bunék a néslednym zménam
v DNA a také vzniku rakoviny (Ohshima a Bartsch 1994).

Dalsim dlivodem nadorovych bujeni iniciovanych infekci mlze byt imunosuprese, ktera
je dobfe zndma u fady virovych onemocnéni. Pfikladem tohoto jevu je virus HIV, ktery svym
plsobenim ovliviiuje imunitu. Virus HIV zplsobuje utlumeni imunitnich reakci v téle, a proto
je lidsky imunitni systém proti tomuto viru neucinny. Zaroven vSak dochazi k utlumeni
protinadorové imunity, a mize zde velmi snadno zacit nadorové bujeni (Grulich a kol. 1999).

HIV virus neni jediny znamy patogen prispivajici ke vzniku nadord, dale sem také
fadime nyni velmi diskutovany lidsky papillomavirus, zplsobujici podle odhadll az 50%
rakoviny déloZniho Cipku u Zen (Stanley a kol. 2007).

Vyznamny je i virus Epstein-Barrové (EBV) a lidsky T-bunécny lymfotroficky virus. Ani
bakterialni infekce nejsou vyjimkou, Casto uvadénym pFikladem je bakterie Helicobacter
pyroli, kterd mize zpUsobit rakovinu Zaludku (Forman 1998).

Na zakladé dikaz mlzeme skute¢né pozorovat vztah mezi infekénim onemocnénim a
vznikem nadorovych onemocnéni. NejvétSim problémem je zde chronické infekce, protoZe na
buriky plsobi negativnim zplsobem mnohem déle, nez akutni infekce. Za prevenci mize byt

povazovano vEasné rozpoznani infekce a nésledné vEasna lécba.

3.5.2. Infekce jako zplisob Iécby nadorovych onemocnéni

Zpocatku se snad mliZze zdat nesmysIné pomyslet na infekci jako na zplsob Ié¢by nadorovych
onemocnéni, ale jiz z historickych zdznamid je toto tvrzeni podporovano, jako jeden z
moznych pfistupl k terapii nadorovych onemocnéni (Coley 1891, Coley 1910, McCarthy
2006, Oelschlaeger 2010).

Jak je viibec mozné, Ze v nékterych pripadech infekce vyvola vznik nadoru a v jinych
pripadech miiZze byt naopak napomocna ve vyléceni novotvaru? A¢ se to zda paradoxni je
tomu tak. Bohuzel dodnes presné nezname dlivod ani mechanismy pisobeni infekénich agens
v téchto dvou odlisnych funkcich ve vztahu k nddorovému onemocnéni (Coussens a Werb
2002).

Pokud se v3ak na celou véc podivame bliZe, zjistime, Ze vyskyt spontannich regresi
spojenych nejCastéji pravé s infekcemi je opravdu velmi maly, z ¢ehoZz vyplyva, Ze pFiroda
cilené nevyuziva infekci jako obranu proti rakoving. Ve vétsiné pripadd je tedy infekce pravé
tim rakovinnym spoustéfem. V pripadech ojedinélych spontannich regresi se spiSe jedna o



nahodny jev, ke kterému se pfidava souhra dal$ich okolnosti a faktor(l (Hoption Cann a kol.
2002).

3.6. Historie bakterialni terapie nadorovych onemocnéni

Abychom mohli vyhodnotit G¢innost IéCby nadorovych onemocnéni metodou bakterialni
terapie, musime se podivat do historie, na jeji UpIné pocCatky a na klicové okamziky, které
vedly k uvédoméni si, Ze spontanni regrese byly opravdu zplisobeny infekénim onemocnénim
(Nauts a kol. 1945).

Na pocatku byly ojedinélé pfipady spontannich regresi povazovany za souhru ndhod
(pfehled poznatk(l Everson a Cole 1956). Pozdgji, néktefi védci a lékafi vypozorovali, Ze
spontanni regrese se objevovala zaroven s néjakym druhem infekéniho onemocnéni. A praveé
tehdy pFiSla myslenka léCit nddorova onemocnéni vyvolanim infekce. Tato idea byla postupné
zdokonalovana, a ne vzdy méla dobré vysledky. ZpoCatku se pouZivaly celé Zivé bakterie,
proto ¢asto dochéazelo k Umrtim uz tak oslabenych pacientli na nasledky infekce samotné
(Kleef a kol. 2001). Proto se zaCala zkouset varianta s usmrcenymi bakteriemi, ale tam byl
velmi maly vysledny terapeuticky efekt, nebo dokonce Z&dny (Nauts a McLaren 1990).
NejznaméjSimi bakteriemi, které se v té dobé pouzivaly, byly Serratia marcescens a
Streptococcus erysipelas, hlavni slozka slavnych Coleyho toxinli (Coley 1910), viz kapitola
3.6.3. Coleyho toxiny. Od Coleyho metody se po objeveni radiacni 1écby ustupovalo kvili
Spatné prokazatelnym vysledkdim. Obrozeni tohoto principu bylo zaznamenano az v
pozdéjSich letech, kdy se zkousely rlizné dalsi varianty v podobé mensich pokusd a projekt( (

Nasledujicim vyznamnym okamzikem bylo pozorovani pacient(l s tuberkulézou (TBC),
u kterych byl mnohem nizsi vyskyt nador(, nez u zbytku populace. To vedlo k zavéru, Ze
bakterie zplsobujici TBC zéaroven snizuje vyskyt nadorovych onemocnéni (Pearl 1929).
Prikrocilo se tedy k pouZivani tzv. bacille Calmette-Guérin (BCG) vakcin k IéCbé rakoviny.
Lécha vsak nebyla Gspésna na vétSinu typl nadorl tak, jak se pfedpokladalo, presto zlstala
velkym pFinosem pro IéCbu karcinomu mocového meéchyie, kde se i nadale pouziva
(Oelschlaeger 2010).

V 90. letech minulého stoleti se zaCala pouzivat terapie pomoci PAMPs (Rakoff-
Nahoum a Medzhitov 2009, Underhill 2003, Takeda a Akira 2005), kdy se zkousely rdizné
kombinace PAMPs na které reagovaly Pattern recognition receptors (PRR). Tento druh IéCby



je neustale predmétem zkoumani a vyvoje, je mozné, ze pravé tato terapie se stane prilomem
v boji s rakovinou.

Je tfeba pochopit podstatu procesu, jak vlastné infekéni onemocnéni mlzZe zpUsobit
vymizeni ¢i zmenseni nadoru. Dulezité je, podivat se na pripady, kdy zacaly byt pouzivany
bakterie k cilenému zplsobeni infekce u onkologickych pacientl, zda maji lepsi terapeutické
vysledky grampozitivni (G*) nebo gramnegativni (G") bakterie, nebo zda na tomto viibec
nezalezi. Nasleduje otazka, zda by bylo lepsi pouzivani Zivych nebo usmrcenych bakterii.
V pfipadé Zivych bakterii vétSinou dochdzi k mnohem silnéjsi imunitni odpoveédi, ale na tkor
nebezpeci a mozného poskozeni lidského zdravi (Krejsek a Kopecky 2004).

Co dalsiho mlizeme porovnavat? Napriklad to, jestli je leps$i pouzivat jen Casti bakterii
nebo zda by bylo efektivnéjsi pouZivat bakterie celé. Otazek je opravdu mnoho, a jejich

zodpovézeni je dilezité pro navrZeni postupll v planovanych pokusech.

3.6.1. Spontdnni regrese nadorovych onemocnéni

Spontanni regrese nadorl je fascinujici jev, ktery byl zaznamenan jiz pred nékolika sty let
(Everson a Cole 1956). Je vSak tézké ziskat primé dikazy o existenci tohoto Ukazu a navic
vyskyt spontannich regresi je velmi nizky, nékteré zdroje uvadeéji, Ze jedna spontanni regrese
nastane na kazdych 100 000 pfipadli nadorového onemocnéni, jiné zdroje uvadéji jednu
regresy na 80 000 pripad(i nadorovych onemocnéni (prehled poznatk( Hoption Cann a kol.
2002).

Abychom védéli, jak vibec termin spontanni regrese nadorovych onemocnéni chapat, je
potfeba definovat si ho. Znama je definice navrZzena Stewartem: ‘Spontanni regrese je jev, kdy
¢ast nebo cely maligni nador zmizi bez jakekoliv 1éCby, nebo za pfitomnosti IéCby, ktera je
povazovana za neschopnou uplatnit se jednoznaCné v terapii nadorovych onemocnéni’
(Stewart 1952).

Jak uZ bylo FeCeno v Gvodu, je tézké dokézat sponténni regresy, protoZe u nékterych
pripadd neni dostacujici dokumentace k podpore tohoto fenoménu. PrestoZe jsou znamy
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stovky pripadd spontannich regresi, pfipady podloZené fadnou dokumentaci se pocitaji jen na
desitky (prehled poznatkd Everson a Cole 1956). Z literarnich zaznam( z let 1907-1955, viz
Tab. 1, mizeme vycist i rlizny pocet spontannich regresi v zavislosti na druhu nadorového
onemocnéni. Ztéchto dokumentaci vyplyva, Ze nejvétsi Cetnost regresi nastala u
neuroblastomu (10 pFipad(l), a nejmensi ¢etnost regresi nastala u rakoviny plic, sarkomu kosti,
pankreatu a Zaludku. Zaznam( je vSak tak malo, Ze ¢isla mohou byt jen ndhodna a nemusi v

nich byt Zadny prokazatelny systém.

Tab. 1: Cestnost spontannich regresi v zavislosti na druhu nadoru, upraveno podle Everson a Cole
1956.

Typ nebo lokalizace naddoru Pocet pripadu
Neuroblastoma 10

Mocovy meéchyr
Maligni melanom

Prso

Sarkom meékkych tkani
Stfevo a konecnik
Ledviny

Metastaticky karcinom
Ustni dutina
VajeCniky

Déloha

Plice

Sarkom kosti

Slinivka

Zaludek

PP RPN NN DN BB O] 0

Studium dostupné literatury (Everson a Cole 1956, Hoption Cann a kol. 2002) nevedlo
k nalezeni Zadnych zéakonitosti zavislosti spontannich regresi na véku pacientl, popripadé na
jinych faktorech. Tento fakt mlZe byt dan i tim, Ze kazdy druh rakoviny je specificky pro
urcCity vék (napf. neuroblastom se vyskytuje u déti nizkého véku a naopak, melanoblastom je
zndm u osob starSiho véku), (Krejsek a Kopecky 2004). Také pokud porovnavame pohlavi
pacientll, nenalezneme Zadné spojitosti s Cetnosti vyskytu regresi (Everson a Cole 1956,
Hoption Cann a kol. 2002). Zda se tedy, Ze spontanni regrese jsou
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nahodnym jevem, ktery mliZze byt ovliviiovan celou fadou jak vnéjsich, tak i vnitfnich faktor(.
Kazdy jedinec je origindlnim a sloZitym organismem, a mdZe reagovat jinym zplisobem.
Proto je tak téZké ustanovit spolecné rysy a priCiny spontannich regresi.

Jiz z konce 18. stoleti jsou znAmy spontanni regrese, které pFispély k pocatkdim vzniku
imunoterapie nadorovych onemocnéni (Nauts a kol. 1945, Hoption a kol. 2003). Nejprve
spoleCnost tento fenomén pokladala spiSe za zazrak pfirody, ale postupem ¢asu s
pfibyvajicimi znalostmi si tuto udalost zaCali spojovat s infekEnim onemocnénim. Prvnim
jménem, které se objevuje ve spojitosti spontannich regresi s infekEnim onemocnénim je napf.
W. Busch, ktery jako prvni cilené nakazil pacienta infekci erysipelas, aby docilil regrese
nadoru (zminéno v Nauts a kol. 1945). V souvislosti s pokusy W. Busche se za€ina objevovat

dalSi vyznamné jméno New Yorského Iékare a védce Williama B. Coleyho (Coley 1891).

3.6.2. William B. Coley

William Coley (1862-1936) byl jeden z prvnich védcl, ktery se zacal zabyvat imunoterapii
nador(l na zakladé pozorovani, kdy regresi nadoru zplsobilo infekéni onemocnéni. Vyvinul
bakterialni vakcinu k 1é¢bé rakoviny (Hoption a kol. 2003).

VSe pro Williama Coleyho zacalo po prijeti 17-ti leté Elisabeth Dashiell do nemocnice v
New Yorku roku 1890, kde Coley pracoval. Biopsie odhalila u mladého dévcete sarkom na
pazi. BohuZel rakovina se i pres veskeré snahy rozsifovala do okolnich tkani a organd a 23.
ledna 1891 Dashiell zemrela.
Od toho dne se Coley zaCal intenzivné vénovat vyzkumu lécby rakoviny a zasvétil tomu
zbytek svého Zivota. Coley shromazdil Fadu pripadl kdy pacienti stejné jako Dashiell trpély
sarkomem. Nejvice ho v8ak zaujal pfipad némeckého pristéhovalce Freda Steina, kterému byl
v roce 1884 diagnostikovan sarkom tvare a ktery byl po fadé netspésnych operaci povazovan
za beznadéjny pripad. K prekvapeni vsech, se u Steina objevila vysoka horecka zplisobena
erysipelas. Doslo k zmizeni nadoru a Stein zlstal Sest let bez nalezu (McCarthy 2006). Coley
pochopil, Ze regrese nadoru byla zplsobena pravé bakterii Sterptococcus erysipelas,
pdvodcem onemocnéni kiize erysipelas. V 19. stoleti bylo toto kozni onemocnéni béZnou
pooperacni komplikaci. Onemocnéni se vyznacuje vysokou horeckou a rudymi skvrnami na
rukach i v obliceji (Eriksson a kol. 1996).

Vsechny tyto pFipady vedly k uvédoméni, Ze kli¢ovou roli v regresi nador( hraje reakce
naSeho téla, tzn. imunitni systém (prehled poznatk( Wiemann a Starnes 1994).
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3.6.3. Coleyho toxiny

Pro zvy3eni predstavy o tehdejSim vyzkumu a jeho dokumentovani uvadime informace
v nezredukované formé. Po dlouhém badani Coley naSel pacienta, chudého pristéhovalce
jménem Zola, ktery mél stejné jako Stein sarkom krku, ale i mandli. Coley se snazZil zdmérné
infikovat Zolu infekci zplsobenou erysipelas, vyzkousel kultury ze ¢tyf riznych laboratofi
(Wiemann a Starnes 1994), ale zadna z kultur nezpsobila infekci. Vysvétleni hledal i jinde,
zkousel r(izné lokalizace aplikaci bakterialnich kultur, nicméné az kultura Streptococcus
erysipelas z Kochovy laboratofe v Némecku vyvolala pfiznaky infekce. Prvnim pfiznakem
byla zimnice, kterd se objevila jiz po jedné hodiné od aplikace, teplota pacientovi stoupla az
na 40,83 °C (105,5 °F). Stejné jako v Steinové pfipadé, i u Zoly se jeho zhoubny nador
vylécil, tumor v krku zmizel po dvou tydnech od vyvoléni erysipelas. Nador na mandlich se
podstatné zmensil. Zola byl v remisi (Coley 1891).

Po takovychto vysledcich Coley samoziejmé pokraCoval v pokusech. Studie zacal na
deseti jedincich, z nichZ Sest trpélo sarkomem a CtyFi karcinomem. Ve v3ech deseti pripadech
byly nadory neoperovatelné a znacné rozvinuté (Coley 1910). Coley pouzival u téchto jedincl
bujonové kultury Streptococcus erysipelas. | tady se Coley setkal s problémem samotného
vyvolani infekce erysipelas. U sedmi jedincd nebylo vyvolani infekce Uspésné, ale i presto se
u nich objevilo doc¢asné zmenseni velikosti nador( a dokonce doslo k redukci vaskularizace.
Ale zlepSeni bohuZel nebylo trvalé (Coley 1910).

Ve zbylych tfech pfipadech se erysipelas podafilo vyvolat. Jeden z pfipadd byl muz ve
stafi 46 let, s pomérné velkym neoperovatelnym sarkomem na zadech spojenych s
metastazami. Ani u tohoto pfipadu sarkomu nebyla infekci Uspésné vyvoland hned po prvni
aplikaci bakterialni kultury. AZ po tfech tydnech nelspésnych pokusid injikoval Coley
Cerstvou kulturu ziskanou z Johns Hopkins Hospital Laboratory, a pacient zacal vykazovat
pfiznaky infekce, teplota stoupla na 40,83 °C (105,5 °F). A prekvapivé bylo mozno
zaznamenat viditeIné zmenSeni nadoru jiZz po 24 hodinach od vyvolani infekce. Za tfi tydny
nador zcela vymizel, ale zlepSeni netrvalo dlouho, po dvou mésicich se objevila recidiva
(Coley 1910). Po nasledné recidivé Coley neprestal s lééebnymi snahami a pokouSel se u
pacienta opétovné vyvolat erysipelas s vyslednym léCebnym efektem. Pozdéji u tohoto
pacienta zaCal Coley zkouSet mix bakterialnich kultur Streptococcus erysipelas a Serratia
marcescens, tato aplikace byla UspéSna. Podafilo se mu vyvolat erysipelas s IéCebnym
efektem a nador vymizel a pacient zlstal témér ¢tyfi roky prosty rakoviny (Coley 1910).
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Coley na zékladé svych pokusl konstatoval slozitost vyvolani infekce erysipelas. Toto
zjisténi bylo jednim z dlivodU, pro¢ i pfes velmi dobré vysledky metody na néjaky ¢as tato
terapie upadla do zapomnéni. DalS$im problémem bylo velké riziko nelehkého pribéhu
erysipelas, ktery mohl pacientovi jesté vice ublizit nebo ho dokonce usmrtit. Coley fesil tento
problém, experimentoval s usmrcenim bakterii Streptococcus erysipelas, pomoci vysSi
teploty. Aby zjistil, zda takto usmrcené bakterie maji stejny efekt jako Zivé, ale pfedstavuji
mensi riziko pro pacienta, provedl Coley experimenty na ¢tyfech pacientech. Vysledkem byly
stejné symptomy jako u Zivych bakterii (napf. horecka kolem 39,7 °C (103,5 °F)), ale efekt
infekce byl kratkodoby. Z vysledk(l pozorovani Coley spravné vydedukoval, Ze sila virulence
bakterii neni dostacujici k vyvolani terapeutické odpovédi. Proto pokracoval ve vyzkumu,
jehoz cilem bylo tuto virulenci zvysit. Po néjaké dobé Coley zjistil, Ze spoleCnou kultivaci
bakterii Streptococcus erysipelas a Serratia marcescens se virulence zvysila, a tudiz se
zvysSila i imunitni odpovéd a doslo k redukci nadoru. Prvni kombinace, kterou Coley zkousel,
aby dosel k optimalni virulenci, byl deseti denni rdist Streptococcus erysipelas v bujonu, poté
k nému prdal Serratia a nechal je spolu kultivovat dalSich deset dni. Nakonec se smés bakterii
nechala projit teplotou 58 °C. V poslednim kroku celou smés jesté stabilizoval thymolem.
Pozdéji Coley zkouSel i jinou variantu, separoval samotnou Serratia marcescens, u které bylo
zjisténo, Ze i samotna bez Streptococcus erysipelas ma u¢inky na zmenseni nadord. Nicméng
srovnani obou experiment(l jasné ukazalo leps$i efekt spole¢né kultivace Streptococcus
erysipelas a Serratia marcescens (Wiemann a Starnes 1994).

Samoziejmé byla snaha, aby léCba fungovala co nejefektivnéji, tak se experimentovani
neomezovalo jen na zkouseni rliznych variant smési bakterialnich kultur, ale v Gvahu byl bran
i zpasob aplikace samotnych kultur. Coley si kladl otazku, zda aplikace bakterii na jina mista
na téle vyvolaji jinak silnou terapeutickou odpovéd. Nejdfive se snaZil v3e aplikovat pfimo do
nadoru, pokud to tedy bylo mozné, aby zajistil, Ze latka bude pracovat tak jak m4, ale po
nékolika pokusech, kdy aplikoval bakterie i na jina mista nez pfimo do tumoru se potvrdila
hypotéza, Ze podstatou lééebného efektu je systematickd a ne pouze lokalni reakce, protoze
vdechny aplikace mély stejny vysledek (Coley 1910). Tato metoda méla v3ak i stinné stranky;,
dochézelo velmi Casto k Umrtim pacientli, a zfejmé i kvili tomu se ne vzdy setkavala s
kladnou odezvou spolecnosti. Nicméné je tfeba mit na paméti, Ze vysoké procento umrtnosti
bylo zplisobeno zévaznosti samotného onemocnéni. Coley mél s bakterialni 1écbou velmi
dobré zkusenosti, podarilo se mu vylécit fadu pacientli s nAdorovym onemocnénim, néktefi z

nich zGstali i desitky let prosti rakoviny.
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Objevuje se tedy otazka, pro¢ se s touto metodou lécby nadale nepracovalo a pro¢ zlstala
opomenuta. Jednou z moZnych odpovédi na kladenou otazku je ndstup radiacni terapie
nadorovych onemocnéni na pocatku 20. stoleti, ktera méla na rozdil od Coleyho terapie jasné
prokazatelné vysledky lécby (Nauts a kol. 1990)Na radiacni terapii v zasadé vétSina pacient(
reagovala zlepSenim stavu, coZ verejnost ohromilo mnohem vice, nez Coleyho vysledky, ve
kterych kazdy pacient reagoval na lécbu jinym zplisobem a néktefi dokonce viibec. Ale i pres
vSechna tato Uskali mGZeme dnes Fict, Ze Coley a jeho terapie byla kliovou pro imunoterapii
nadorovych onemocnéni pomoci bakterii a samotny William Coley je nazyvan ‘father of
immunoteraphy’ (Decker a Safdar 2009). DalSi vyznamnou postavou je dcera W. Coleyho
Helen Coley Nauts, kterd pokracovala v otcové praci. Po smrti otce se snaZila zkompletovat
vSechny jeho pfipady spolu s dalSim védcem Charlesem Starnesem (Levine 2008). Oni také
poprvé navrhli domnénku, kdy lé¢ebna odezva je zavisla na délce 1éCeni a na horecce

vyvolane lé¢bou toxiny (Hobohm 2009).

3.6.4. BCG vakciny

BCG vakciny jsou dalSim typem terapie, kterd se v minulosti vyuZivala v boji proti
nadorovym onemocnénim. Jejich protinadorovy charakter byl zaznamenan témér ve stejnou
dobu jako léCebny efekt proti TBC.

BCG vakcina jinak nazyvana bacille Calmette-Guérin obsahuje Zivé bakterie
Mycobacterium bovis, které jsou vSak specialni metodou zbavené virulence. Poprvé bylo
BCG izolovano z hovéziho dobytka roku 1904 Novardem, dale proSla bakterie fadou
zpracovacich technik v laboratofich. Bakterialni kultura viak vykazovala vysokou virulenci, a
proto bylo tfeba vymyslet zplsob, ktery by ji sniZil. To se podafilo Calmettleovi a Guérinovi,
ktefi pFidali do kultury kravskou ZIu¢, a tim doséhli snizenim virulence bakterie. Po mnoha
pasazovanich byla kultura roku 1920 povazovana za nevirulentni. Hned nasledujici rok byla
BCG vakcina poprvé pouzita u lidi k vakcinaci proti tuberkuléze (prehled poznatk( Oettinger
a kol. 1999).

Plvodni kmen byl dodan do nékolika svétovych laboratofi, kvili moZnosti pripravovat
celosvétové BCG vakcinu. Dnes pouZivané vakciny maji plivod ze ¢ty hlavnich kmen(:
francouzsky Pastérlv kmen, dansky kmen, kmen Glaxo a kmen Tokyo (Lagranderie a kol.
1996).

Na pocatku 20. stoleti se zaCinaly objevovat prvni zminky o zajimavém vlivu

tuberkulézy na nddorova onemocnéni. V roce 1929 byla potvrzena hypotéza, Ze u lidi trpicich
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tuberkulézou se vyskytuje nadorové onemocnéni v mnohem mensi mife (Pearl 1929). A tehdy
se zrodila mySlenka vyuZivat TBC jako zbrar proti rakoviné. V roce 1930 byla BCG vakcina
poprvé pouzita k 1éEbé nadorll, ale nebyla zde valnd odezva spolec¢nosti, nejvétsi boom v
tomto typu terapie nastal az mezi lety 1950 a 1960 (pfehled poznatk(i Meyer a kol. 2002). Z
pocéatku byly BCG vakciny pouZivany na vSechny typy nddorovych onemocnéni, jednou z
prvnich studii se slibnymi vysledky byla studie na lymfoblastidni leukemii (Heyn a kol.
1975). Praktické vyuzivani BCG vakcin pretrvalo u nékolika malo typl rakoviny (napr:
rakovina mocového méchyre) az do dnesni doby (Kyselova 2009).

Rakovina mocového meéchyfe je znacnym problémem a to jak po IéCebné tak i
ekonomickeé strance z diivodu Castych recidiv tohoto onemocnéni. Pouzivani BCG vakcin se
v oblasti povrchovych nadord mo¢ového méchyie velmi Casto vyskytuje (Johansson a Cohen
1997). Prvni zpravy o pouZiti BCG vakciny u ¢lovéka pro ucely této terapii jsou z roku 1976
(Schellhammer a kol. 1986). Samozfejmé, i tato terapie ma stinné stranky. Aplikaci BCG
vakciny predstavuje zvysené riziko vyskytu lokalnich komplikaci (napf. dysurie, cystitida,
hematurie, frekventurie), ale i napf. zimnice, malatnosti nebo horecky. Proto je tfeba dikladné
zvazeni kdy tuto vakcinu pouZit a kdy by naopak mohla pacientovi uskodit (Havranek a kol.
2010). A jak vlastné BCG vakcina funguje? Pfesny mechanismus terapeutického efektu je
neznamy, ale pravdépodobné vSe spoCiva na stejném principu jako u Coleyho toxinu, tzn., ze
BCG vakcina plsobi na stimulaci imunitniho systému (Meyer a kol. 2002). BCG vakcina
zplisobi v mocovém méchyfi a regionalnich miznich uzlinach granulomat6zni zanétlivou
reakci a ma vliv na sekreci tumor necrosis factor a (TNF a ), (Zganiacz a kol. 2004). BCG
vakcina se aplikuje pfimo do prdzdného mocového méchyre pomoci katetru, tak aby pokryla
cely wvnitfni povrch mocového méchyre. Tento postup se opakuje v rlGzné dlouhych
intervalech a provadi se ambulantné (Kyselova 2009).

| presto, Ze tato terapie s¢ita fadu nezadoucich G¢inkl je velmi Casto pouzivana a da se
fici, Ze je i v ramci moznosti povazovana za bezpe¢nou imunologickou terapii nadorovych

onemocnéni mocového méchyre (Kawaciuk 2000).

3.6.5. Terapie bakteriemi specificky rostoucimi v nadorovém mikroprostredi

Jiz nékolik desitek let je znamo, Ze anaerobni bakterie (fakultativné anaerobni i obligatné
anaerobni) maji schopnost selektivné proliferovat v nadorové tkani (Sznol a kol. 2000).
Né&dorova tkan se lisi od bézné okolni zdravé tk&né. Zdrava tkan je silné okysliena a diky

tomu zde anaerobni bakterie nemaji vhodné podminky pro rlist a rozmnoZzovani, zatimco
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nadorova tkan je znatelné méné okysli¢end a poskytuje vhodne prostfedi pro takovyto druh
bakterii (Hayashi a kol. 2009). Avsak celkovy mechanismus jakym tyto bakterie plsobi na
nadorové bunky a jakym se v nich i usazuji je doposud ne zcela objasnén (Rosenberg a kol.
2002). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce bakterii, které se pro tuto terapii pouZivaji, patfi
Salmonella typhimurium, Clostridium novyi i Bifidobacterium longum (Jean a kol. 2008).

e Terapie pomoci Salmonella typhimurium

Bakterie Salmonella je plivodcem salmonely, bfisniho tyfu a paratyfu. Diky schopnosti
selektivniho rlstu v nadorové tkani, Salmonella taphimurium mdZze pomoci v boji proti
nadorovym onemocnénim (Zhao a kol. 2006).

Sallmonella typhimurium se fadi mezi gramnegativni bakterie a je fakultativné
anaerobni, coZz znamena, Zze ma schopnost rlist i v anaerobnim prostfedi, nebo ¢aste¢ném
anaerobnim prostfedi jako je v nadorové tkani. Diky této schopnosti se Sallmonella
typhimurium zaCala pouZivat v terapii nddorovych onemocnéni, ktera je opét cilend pouze na
nadorové zménéné bunky a nepoSkozuje tak ostatni zdravé buriky na rozdil od chemoterapie a
radioterapie. Zprvu byl kmen Salmonelly modifikovéan, tedy pfesnéji byl modifikovan lipid A
pferusenim msbB genu za Ucelem redukce septického Soku. Ale takto pozménéna Salmonella
nezplsobila v testech Gplnou likvidaci nebo zmens$eni nadoru, ale jen Gtlum v rlistu (Avogadri
a kol. 2008). Presny mechanismus jak Salmonella plsobi na zpomaleni rdstu nadorovych
bunék neni stale zndm, ale uvaZzuje se 0 moznostech: (1) Ze bakterie je schopna injikovat
toxické latky z bakterialni cytoplasmy pfimo do cytoplasmy nadorové buriky, nebo (2) Ze
dokéze znicit Ziviny a rlstové faktory nadoru a tim i zamezit jejich rlistu, nebo (3) sekretovat

toxické latky do extracelularniho prostoru (Avogadri a kol. 2008).

e Terapie pomoci Clostridium novyi

Clostridium novyi je grampozitivni bakterie, ktera zplsobuje zavazna onemocnéni lidi i zvirat.
Je obligatné anaerobni bakterii, coZ znamena, Zze muze Zit jen v prostfedi bez kysliku, a proto
se fadi mezi bakterie pouZivané v [|éCbé nadorovych onemocnéni (Minton 2003).
Experimentalné bylo skutecné zjisténo, ze Clostridium preferuje rlist v nadorové tkani misto
ve zdravé okolni tkéni, stejné jako je tomu u Salmonelly (Jean a kol. 2008). Dale bylo
prokazano, Ze efekt lyzy nddorové tkané se hlavné projevuje ve velkych nadorech (Jean a kol.
2008).
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3.6.6. Lécba pomoci PAMPs

V poslednich nékolika letech se vyvoj imunoterapie nadorovych onemocnéni upina k terapii
zaloZené na interakci bakterialnich pathogen associated molecular patterns (PAMPS) a pattern
recognition receptors (PRRs), (Tsan 2006). Tato interakce spusti kaskadu reakci, které
nasledné vedou k aktivaci imunitni odpovédi vedouci ke zmen3eni nadoru, nebo jeho Gplnému
vyléceni. Mnoho mechanismd této kaskady reakci bylo jiz odhaleno, ale ¢ast jich zlstava stale
zahadou, proto jsou tyto mechanismy pfedmétem intenzivniho vyzkumu (Lin a Karin 2007).
Mnoho védcl VéFi, Ze pochopenim jednotlivych mechanism{ ziskdme G¢innou zbran proti

nadorovym onemocnénim.

e Charakteristika PAMPs a PRRs

Nezbytnou vlastnosti pro preziti organismu je schopnost rozpoznani nebezpeCi, které
predstavuje atak bakterii, vir(, hub a plisni. Zasadni je i bézné rozpoznani zdravych,
nemocnych a mrtvych bunék. To v3e je zajisStovano u kazdého z nads imunitnim systémem,
ktery podnikne prislusné kroky nutné k eliminaci nebezpeci nebo odstranéni mrtvych bunék
(Seya a kol. 2000).

Jednim z téchto krokl je interakce PAMPs a PRRs, kterou navrhl v roce 1989 Charles
Janeway. Ten se domnival, Ze imunita pouZiva pattern recognition receptors (PRRs) k
rozpoznani zakonzervovanych vzorl PAMPs, nachazejicich se u bakterii, vir a hub (Janeway
1989).

V roce 1997 v8echny Janewayho domnénky byly potvrzeny nalezem a identifikaci Toll-
like receptorl (TLRs), které se nachazeji na povrchu cytoplazmatickych membran bunék
(nékteré i uvnitf bunék) a jsou schopné rozpoznat télu cizi PAMPs (Underhill 2003). U
¢lovéka je vice Toll-like receptort, a kazdy z nich je aktivovan navazanim specifického druhu
PAMPs.
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Toll-like receptory jsou ¢lenové interleukin-1 receptorli (IL-1R superrodiny), které sdili

homologni Useky v cytoplasmatické membrané. TLR maji ve své struktufe charakteristické

domény: (1) TIR domény v intracelularnich oblastech a (2) LRR domény v extracelularnich

oblastech (Takeda a Akira 2005). Na Obr. 1 mlzZeme vidét lidské transmembranové proteiny

TLR (proteinové struktury v cytoplasmatické membrang). Na obrazku jsou vyznaCené extra-

(modra barva) a intra-celularni (fialova barva) domény, jejich lokalizace na chromosomu a

také jejich molekulova hmotnost.

GenBank Accassion 8 | usse | SEEE g
Chromesamal Locaton . Apld . Agkz . 43
¥ of Amino Arids . T . T . o4
Molecular Wimght {kDa) . L . H

Obr. 1: Lidské proteinové TLR struktury, jejich molekulova hmotnost a lokalizace na chromosomu,

prevzato z R&D systems 2004.
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e Ligandy TLR

Na kazdy z TLR se vaze specificky ligand a nasledné tato vazba spusti kaskadu reakci
vedouci k aktivaci imunitniho systému. Tato mySlenka byla potvrzena poprvé v roce 1998,
kdy bylo zjisténo, Ze TLR4 je aktivovany LPS (lipopolysacharid) a zaCala byt oznatovana
jako ligand pro TLR4 (uvedeno v Tsan 2006). Tim bylo potvrzeno, Ze jednotlivé TLR jsou
aktivovany specifickymi ligandy. A nasledné vyzkumy ukazaly i dalsi ligandy pro zbylé TLR
(Kanzler a kol. 2007).

Na Obr. 2 jsou uvedené lidské a mysi TLR (TLR11 se nevyskytuje u ¢lovéka) a jejich
specifické ligandy. Pro TLR1, TLR2 a TRL6 jsou specifickymi ligandy triacyl lipopeptid, ale
i lipoproteiny, peptidoglykany, lipoarabinomannan, lipopolysacharidy, GPI, Zymosan. U
TLR3, ktery jsou soucasti dendritickych bunék, je specifickym ligandem dvouretézcova RNA
produkovana viry. Pro TLR5 je specificky ligand flagelin, ktery je soucasti bi¢ik(i bakterii.
Pro TLR7 a TLRS8 je typickym ligandem jedno-fetézcovd RNA. A pro TLR9 je specifickym
ligandem nemetylovani CpG DNA (Akira a Hemmi 2003, West a kol. 2006).

Pro TLR10 nebyly zatim nalezeny Z&dné specifické ligandy (Akira a Hemmi 2003,
Takeda a Akira 2005). Nékteré z TLRs dokaZou rozpoznat i synteticky vyrobené latky, které
jsou strukturné podobné plvodnim ligandim, coz mdze byt vyhodou pfi terapii nadord
(Romagne 2007).

Bacteria Viruses Protozoa &
Fungi

Atypical LPS

Lipopretlain

Lipopeptide

Lipoarabinomannan

Lipotechoic Acid

Modulin viral Zymosan  Profilin-
Porin Bacterial UPEC RS Ccps GIPLs like
Peptidoglycan LPS  Flagelin CpG DNA  protein dsAMNA pnareln ssRRA DNA Glycolipids protein

e e ST eeeTT & &
I I &I % 1 2 % %)t

TLR1/2/6 TLR4 TLRS TLR9 TLR11 TLR3 TLR4 TLR7/8 TLR9 TLR2/6 TLR11

L 1 L 1 L 1

MF-KB activation MNF-KB activation MF-KB activation
Froinflammatory IRF3/7 activation Froinflammatory
cytokines cytokines

Type | interferons &
IFN-inducible genas
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Obr. 2: Typy lidskych a mysich TLR s pfitazenim specifickych ligand( (West a kol. 2006).
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V poslednich deseti letech doSlo k zajimavému zjisténi, Ze proteiny teplotniho Soku—
(heat shock proteins—HSPs) se mizou chovat také jako specifické ligandy pro nékteré TLR.
HSPs se fadi mezi proteiny, které zajisti stresovou odpovéd' organismu pfi vystaveni bunék
nepfiznivym podminkam (napf. pfi vysokych teplotach, nepfiznivém pH, pfitomnosti téZzkych
kovd, infekce a hladovéni). Tyto proteiny maji i chaperonovou funkci, tzn. pomahaji ostatnim
proteinlim ziskat spravnou konformaci (Krejsek a Kopecky 2004). Proteiny teplotniho Soku se
bézné rozdéluji na Hsp60, Hsp70, Hsp90 a gp 96 (prehled poznatkll Vabulas a kol. 2002).
Bylo prokédzano Ze cytokinovy efekt byl vyvolan navdzanim Hsp60 na TLR4, coZ naznacuje,
Ze Hsp60 je specifickym ligandem TLR4 (Ohashi a kol. 2000). Proteiny teplotniho Soku
mliZeme zafadit do tzv. endogennich ligand(l, oznacované jako Damage- associated molecular
patterns (DAMPs), zatimco pred tim zmifiované specifické ligandy (PAMPSs), patfily do
ligandd exogennich.

Jak endogenni tak exogenni ligandy zapfiCini navazanim na TLR kask&du reakci a
mechanismd vedoucich k aktivaci imunitniho systému (Bianchi 2007).

e TLR signadlni drahy

Navazanim specifického ligandu na TLR dojde k aktivaci signalnich drah a k naslednym
zménam v imunitnim systému. | presto, Ze téméf kazdy TLR maé specifickou vazbu na urcity
ligand, signalni drahy jednotlivych TLR nejsou tak riiznorodé (Okamoto a Sato 2003).

Existuji zde dva hlavni typy drah, které mohou byt aktivovany interakci TLR a
specifickych ligandl: (1) MyD88 zavislé drahy a (2) MyD88 nezavislé drahy, schematicky
znazornéno v Obr. 3.

MyD88 zavislé drahy-, jsou vyuzivany u TLR 1, 2, 4, 5, 6, 7 a 9 (Gohda a kol. 2004).
Molekula MyD88 je charakteristicka C- a N- koncem. Na C- konci je obsazena doména TIR,
ktera ma schopnost navéazat se na TIR doménu v TLR.

Jiny typ domény se vyskytuje na N- konci MyD88. Tato doména se vaze na kinazu
interleukin-1 receptor—associated kinase (IRAK), (Takeda a Akira 2004). IRAK Kkinaza je
sloZena ze dvou domen (death doména a centralni kindzova doména). Zatimco death doména
(DD) zprostfedkovava pripojeni k MyD88, centralni kindzova doména napojuje TRAF6 (TNF
receptor- associated factor 6) a dohromady vytvari ubiquitin protein kindzu, ktera nakonec
aktivuje NF- kB. Tento typ MyD88 dependentni drahy je bézné k vidéni u TLR 5, 7 a 9
(Takeda a Akira 2004).
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DalSim typem MyD88 dependentni drahy je napojeni centralni kindzova domény na tzv.
adaptorovy protein TIRAP/MAL a teprve poté nésleduje navazani na kindzu IRAK. Nasledna
exprese NF- kB je zaloZena na stejném mechanismu jako v predchazejicim pfipadé. Tato
draha je béZna u asociovanych TLR1/ TLR2 a/nebo TLR2/TLR6 (Horng a kol. 2001).

MyD88 nezavislé drahy-, zde uvadime dva hlavni typy téchto drah: (1) draha, ktera je
aktivovana navazanim ligandu (v podobg virové infekce nebo dvou fetézcové RNA) na TLRS3.
Charakteristickou doménou je zde doména TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-P), jejiz fosforilace vede bud k navazani na TRAF6 a nasledné aktivaci NF-kB,
nebo dojde pfimo k aktivaci transkripcniho faktoru IRF- 3 (Yamamoto a kol. 2003a).

(2) Dalsi moznost této MyD88 independentni drahy je schopnéd fungovat jen u TLR4. Zde
dojde k napojeni TRIF na protein TRAM a k nasledné aktivaci transkripéniho faktoru IRF-3
vedouciho k expresi INF-f3 genu (Yamamoto a kol. 2003b).

TLR5 MD-2
TLR TLR 4 TLR3
TLR7 & -1 Lk < -

TLR9

[MyD88  MyD8SENITRIF? TRIF

@ RF-3

o F-KB ‘ IRF-3 I T~
Inflammatory cytokines IFN-3

Obr. 3. Hlavni typy signalnich drah, aktivované interakci TLR a specifickych ligand(, schematicky
zjednoduseno dle Akira a kol. 2003).
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e Vysledek aktivace signdlnich drah

Aktivovani signalnich drah podporuje dozravani (maturaci) dendritickych bunék (Dendritic
cells - DC). Dendritické bufiky v nezralém stavu nejsou schopné aktivovat T- lymfocyty,
naopak ve vétsiné pripadll vedou k jejich utlumeni (Michelsen a kol. 2001). Toto utlumeni
nijak nepomaha v protinddorové imunité, ale ma v téle své opodstatnéni. Zplsob Gtlumu
lymfocytl umozni ochranu téla pred autoimunitnimi onemocnénimi (Banchereau a Steinman
1998).

Zralé dendritické buriky putuji do lymfatickych organli, kde prezentuji Casti
‘zpracovanych’ bakterii, vird €i jinych antigend na svém povrchu. Tato prezentace umozni,
aby zpracované antigenni Casti byly rozpoznany T-lymfocyty, a nasledné doslo k vytvoreni
pamétovych bunék a tvorbé specifickych protilatek a zahajeni bunécné odezvy (Banchereau a
Steinman 1998).

Déle dochézi i k aktivaci CTL (cytotoxické T lymfocyty) a NK (natural killer) bungk,
které jsou stejné jako T- lymfocyty indukovany maturovanymi dendritickymi bunkami. Z
testll je patrné, Ze jednotlivé sub-populace vykazuiji jistou specificitu pro indukci jednotlivych
efektord, ale velké ¢ast z téchto mechanism( z{stava stale nejasna (Huang a kol. 2005).

Samotna aktivace signalnich drah podporuje také fagocytézu neutrofill a makrofagu.
Neutrofily jsou diky fagocytéze schopny pohlcovat cizorodé Casti v téle. Tuto schopnost
vyvolani stimulace nemaji viechny ligandy interagujici s TLR. Zkoumanim bylo zjisténo, Ze
tato schopnost je napf. u LPS, lipopeptidu, flagelinu a Zymosanu (Hayashi a kol. 2003).
Makrofagy narozdil od neutrofylli maji schopnost prezentovat antigeny a zapojit ziskanou
(adaptivni) imunitu (Nau a kol. 2002).

3.6.6.1. Vyuziti PAMPs v protinadorové imunoterapii

Interakce PAMPs se specifickymi TLR vyuZivana v 1éCbé nadorovych onemocnéni je v
souCasnosti velmi diskutovanym tématem. Byl totiz prok&zan lécebny efekt u velkého
mnoZstvi nadord, ale zaroven se objevuji i pripady, ve kterych interakce TLRs a PAMPs
naopak rist nadoru indukovala (Chen a kol. 2008).
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e TLR stimulujici rist nddori

TLRs se vyskytuji na bunk&ch imunitniho systému a na epitelidrnich bunkach (napf.
zazivaciho traktu, na koZnich bunkach, epitelidarnich bunkach samicich reprodukénich
organll), ale také se bézné objevuji i na nadorovych burikach. Na nadorovych burikach miiZou
prispét k rlstu a angiogenezi nadoru. V Tab. 2 jsou znazornény zastupci TLR vyskytujici se
na specifickych nadorovych bunkéach.

Tab. 2:TLR vyskytujici se na specifickych nadorovych bunkéach, pfevzato ze Sato a kol. 2009.

Druh rakoviny TLR
Rakovina Zaludku TLR2,TLR4,TLR5,TLR9
Rakovina stfev a kone¢niku TLR2,TLR3,TLR4,TLR5,TLR9
Rakovina vaje¢nik TLR2,TLR3,TLR4,TLR5
Rakovina délozniho Cipku TLR3, TLR4, TLR5,TLR9
Rakovina plic TLR2,TLR3,TLR4,TLR9
Rakovina prostaty TLR4,TLR9
Melanom TLR2,TLR3,TLR4
Rakovina mozku TLR2,TLR4
Rakovina prsu TLR2,TLR3,TLR4,TLR9
Rakovina jater TLR2,TLR3,TLR4,TLR6,TLR9
Rakovina hrtanu TLR2,TLR3,TLR4

Aktivace nadorovych TLR milZe spustit slozity mechanismus, jehoz vysledkem jsou
proti-apoptdzové proteiny prispivajici ke karcinogenezi a proliferaci nédorovych bunék.
Dal$im Gcinkem aktivace nadorovych TLR mlzZe byt zesileni rezistence proti hostitelové
imunitni odpovédi a dochazi k utlumeni imunitnich bunék infiltrovanych do nadorové tkane.
Souhra téchto udalosti zpdsobi rdst nadoru bez povSimnuti imunitniho systému.

Jak jiz bylo fec¢eno, TLR na nadorovych burikach ovliviiuji angiogenezi nadoru. Nador
ke svému preziti a rlstu potrebuje potfebné mnozstvi kysliku a Zivin, které ziskava pomoci
cév. Nador samotny produkuje vyznamny vaskularni endoteliarni riistovy faktor, ktery mu
umoziuje rychlou tvorbu novych cév (tyto nové narychlo vytvorené cévy maji nedokonalou

24



stavbu, a na svém povrchu vykazuji ‘diry’, ¢ehoz se vyuzivd u nékterych zpUsobdl
experimentalni terapie), (Huang a kol. 2008).

Spravnym pochopenim procesti probihajicich v aktivaci TLR se Toll-like receptory
zaCaly pouZivat i k IéCbé nadorovych onemocnéni a to v nékterych pfipadech s velmi slibnymi
vysledky ( Sfondrini a kol. 2006, Mariani a kol. 2007, Rhee a kol. 2008, Carty a Bowie 2011).

e TLRv lécbé nadorovych onemocnéni

TLR mlzeme pouZit k Ié¢bé nadorovych onemocnéni. TLR aktivace pomoci PAMPs vede k
fadé reakci v imunitnim systému, které mohou mit za nasledek zmen3eni nadoru, nebo Gplnou
regresi ( Seya a kol. 2009).

Aktivace TRL je stadle ve fazi zkoumani, u nékterych TLR jsme se dostali jiz k
zavére€né fazi klinického vyzkumu (faze Il a faze I1l), u jinych jsme na Uplném pocatku. Je
zde jeSté mnoho nejasnosti a védci postupné zjistuji, ze kombinace nékterych ligand(
stimulujici TLR m(zZe byt vyhodnéjsi, nezli pouzivani jednoho ligandu samotného. Stéle
zkoumanymi TRL jsou napf. intracelularni TLR7 a TLRS8, lokalizované v endosomalni
membrané. Tyto receptory jsou aktivované jedno-fetézcovou RNA, tedy ne bakterialni, ale
virovou komponentou. Poté nasleduje aktivace transkripénich faktord, nuklearnich faktor(i kB
a indukce zanétovych cytokinl (Schon a Schon 2008).

Dal$im intracelularnim TLR pouzivanym v terapii nadorll je TLR9, ktery je aktivovany
pomoci CpG DNA, ktera se nachazi v bakterialnich burikach €i virech a neni soucasti genomu
obratlovcl (Krieg 2008). | v tomto pripadé se vyuZivd synteticky vytvorena latka
oligodeoxinukleotid, ktery obsahuje imunitni simulatory CpG motivd a dokaze tak aktivovat
TLR9 (Krieg 2008). V pokusech s TLR9 bylo zjisténo, Ze pomédhd vyznamné stimulovat
produkci melanocytového proteinu MART-1 (Melanom-associated antigen rozpoznavany T
burikami), (Krieg 2007). MART-1 jsou exprimovany na povrchu vétsiny melanom(l a nékdy
se nachazeji i na jinych typech nadord. Proti témto MART-1 vytvari imunitni systém
specifické buiky, tzv. MART1-specifické CD8" T buriky. Cilem je zvysit produkci téchto
specifickych T-bunék, aby se zvySila Sance imunitniho rozpoznani nadoru. Toho se vyuZiva
v nékterych melanomovych vakcinach (Krieg 2007).

25



Predmétem zkoumani je i aktivace TLR4 pomoci lipopolysacharidu. Lipopolysacharid
je soucasti bunécné bakterialni stény gramnegativnich bakterii a obsahuje lipid A, ktery
aktivuje TLR4 pomoci interakce s povrchovym receptorem CD14 (Triantafilou a Triantafilou
2002). Vyzkum byl zaméfen i na TLR5, ktery je stimulovan flagelinem. Zdrojem flagelinu
byva Salmonella typhymurium (Applequist a kol. 2005). Do samic nahych mySi CD-1 (stari
osm tydnd), byly injikovany kolonie naddorovych bunék tlustého stieva bunécna linie DLD-1.
Mysim byl aplikovan purifikovany flagelin ze Salmonella typhimurium. U nadord dochazelo
ke zpomalovani rlistu (viz Obr. 4), flagelin stimuloval protinddorovou imunitu, a diky tomu
byla zvySena nekréza uvniti nddoru. Obr. 5 znazorfiuje priibézné mérené velikosti nadord,

ukazuje snizeni rychlosti rdstu nador( pfi podavani flagelinu.

Obr. 4:ViditeIné zmens$eni nadord (linie DLD-1)po aplikaci flagelinu z bakterie Salmonella
typhimurium na samicich CD1 nahych mysi (Fla) oproti kontrole (Veh), Rhee a kol. 2008.
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Obr. 5. Supresivni G¢innek flagelinu na rlist nadord (linie DLD-1), Rhee a kol. 2008.

Naproti tomu v jiné studii, flagelin vyvolal u mysi s nddorem mlécné Zlazy zcela opacny
efekt (Rhee a kol. 2008). V tomto pripadé spiSe dochazelo ke zvétSovani nadord nezli k efektu
zmen3eni. Tento efekt je vysvétlovan rozdilnym pouzitim druhu nadorovych bunék (buriky
tlustého stfeva vs. buriky mlécné Zlazy). Bylo zjisténo, Ze tento negativni efekt flagelinu u
nékterych typd nadord mdze byt zvracen kombinovanim flagelinu spolu s CpG DNA
(Sfondrini a kol. 2006).

Soucasti vyzkum0 proti nadorové 1écby jsou i TLR4 a TLR2/6. Nasledujici odstavec je
zaméfen na vyzkum protinadorové Iécby nejbéznéjsich mozkovych nadord — glioblastoml
(Carty a Bowie 2011).

Do mysi byla injikovana R6-2 krysi gliomova bunécna linie. Nadory byly [éCeny
intratumoralni aplikaci Zymosanu a LPS. U mysi po opakované intratumoralni aplikaci LPS
doslo u 70,6 % nadorli (12 jedinch ze 17) k GpIné regresi. Mysi po opakované aplikaci

Zymosanu vykazovaly Uplnou regresi 50% nador( (6 jedincll z 12), (Mariani a kol. 2007).

e Problém imunoterapie-Treg bunky

Treg bunky neboli regulatory T bunék jsou sub-populace T bunék, které hraji vyznamnou roli

v prevenci autoimunitnich chorob. Tlumi protinadorovou imunitu prostfednictvim sekreci
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velkého mnozstvi intertleukind (IL), konkrétné IL- 9, IL- 10 a transforming growth factor
(TGF- B), které maji imunosupresivni G¢inky (Wang a kol. 2006).

Rozeznavame celou fadu Treg bungk, nejznaméjsi jsou CD4", nachazeji se v rdznych
typech nador(. Méné popsanou skupinou jsou CD8" Treg, které maji také supresorové funkce
(Wang a kol. 2008). Existuje trvala snaha zmirnit nebo zvratit funkci CD4" Treg bunék.
Testovanim bylo zjisténo, Ze k zvraceni supresorové funkce mohou dopomoci nékteré
specifické ligandy TLR (napf. CpG- A, poly G10 oligonukleotidy a ligandy TLR8), (Wang
2008).

3.6.6.2. Budoucnost |écby pomoci PAMPs

Ze zaznamenanych pfipadd je zjevné, Ze TLR nevykazuje pouze lécebny efekt. TLR
vyskytujici se na nadorovych burkach mlze naopak vyvolat rlist nadorové tkané (Sato a kol.
2009).

Terapie pomoci PAMPs je ve vétsiné vyzkum v pokusné fazi, ale pFibyvajici vysledky
poukazuji na zfejmy terapeuticky efekt (Rhee a kol. 2008). Je tfeba jeSté objasnit celou Fadu
procesti jak v interakcich TLR se specifickymi ligandy, tak i v naslednych reakcich
imunitniho systému. AZ pochopime cely proces, budeme jisté moci zlepSit a zefektivnit
terapeuticky efekt a pouZzivat tuto Ié¢ebnou metodu u ¢lovéka a rozsifit jeji Gcinnost na vice
druhi nddorovych bunék. Je dllezité snazit se zkou$et nové kombinace ligandd, které by
mohli byt U¢innéjsi nez pldvodni. Méla by byt brana v Gvahu i moZnost kombinace s dalSimi
druhy terapii nddorovych onemocnéni jakymi je napfiklad radioterapie.

Terapie pomoci PAMPs skryva velky léCebny potencial a je jen otdzkou Casu, kdy ho

budeme moci naplno a cilené pouZivat v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
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4. Odpovédi na otazky postulované v kapitole ‘Cile
prace’

V této praci jsme se zaméfili na otazku, zda je infekce plivodcem rakovinného onemocnéni,
nebo zda se da vyuzit v I1é€bé nadorovych onemocnéni. Odpovéd zni pro obé dvé moznosti
ano, infekce mize prispivat k 1é¢bé nadorovych onemocnéni, ale podle mnoha zdrojll
pomaha, jen pokud je cilena a Fizena. Tomu odpovida i mala Cetnost spontannich regresi
spojenych s infekcemi. CoZz vypovidad o tom, Ze nefizena infekce je opravdu ve vétSiné
pripadd plivodcem rakoviny, a je spise nahodnou, kdyZ se Gc¢inek zvrati a dojde ke spontanni
regresi.

V prifezu prace jsme zaznamenali vyvoj imunoterapie nadorovych onemocnéni pomoci
bakteridlnich Casti od Uplného pocCétku spontannich regresi, az po cilenou terapii pomoci
bakterialni motivii PAMPs.

Pfestoze mliZzeme pozorovat znaény pokrok ve vyzkumech nadorovych onemocnéni,
zatim se nepodafilo nalézt spolehlivou Ié¢bu nadorovych onemocnéni. Je dilezité vénovat se
historii této terapie, abychom se mohly vyvarovat opakovani chyb minulych a naopak poucit
se z tehdejsich tspéchl této 1éCby.

Je podstatné hledat souvislosti a urcity systém v udalostech. Pravé proto jsme si v ivodu
kladli fadu otdzek, na které se v této Casti prace budeme snazit odpovédét.

Otézka 1.: Je néjaky rozdil v pouZivani grampozitivnich nebo gramnegativnich bakterii
v 1é€bé nadorovych onemocnéni a je jejich sila stimulace imunitniho systému stejné
intenzivni?

Otazka zni, zda jiné sloZzeni bakterialni stény grampozitivnich (G* bakterie) a

gramnegativnich (G bakterie) bakterii ma vliv na intenzitu a zpUsob aktivace imunitniho

systému pro boj s nadorovymi burikami.

Bunéfnéd sténa téchto dvou skupin bakterii se vyznamné lisi. Rozdil byl poprvé
pozorovan pri jejich barveni, G* bakterie se barvi do modrofialova a G bakterie do Cervena
(Krejsek a Kopecky 2004). Grampozitivni bakterie maji ve své bunécné sténé silnou vrstvu
peptidoglykand, ktera je mezi vnéj$i a plazmatickou membranou. Tyto bakterie postradaji
lipopolysacharidovou (LPS) vrstvu i vnéj$i membranu. Stény G* bakterie obsahuji nejvice 10
aminokyselin v nékterych pfipadech i méné. Maji schopné tvofit spory, které jsou velmi

odolné vici vnéjsim podminkam.

29



Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je z pfevazné Casti tvofena lipopolysacharidy
(LPS) spoluvytvéarejicimi vnéjSi membranu, pod ni je tenka peptidoglykanova vrstva. V
bunécné sténé je pfitomno 17 aminokyselin i z fad aromatickych aminokyselin. Na rozdil od
grampozitivnich bakterii, gramnegativni bakterie netvofi spory. Nejvice patogennich
bakterialnich zéastupcl najdeme u gramnegativni skupiny bakterii a to je pravé kvdli
pritomnosti lipopolysacharidové vrstvy. Jako priklad G bakterii mdzeme uvést Salmonellu,
Escherichia (Krejsek a Kopecky 2004).

Na Obr. 6 je vyobrazen prifez gramnegativni bakterii (levé strana), kde je zndzornéna
lipopolysacharidova (LPS) vrstva. Na pravé strané je prdrez grampozitivni bakterii, kde

mliZeme pozorovat silnou vrstvu peptidoglykanu.
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Obr. 6: Vyobrazeni priifezu stény grampositivnich a gramnegativnich bakterii. V levé ¢asti obrazku je
vidét sténa G  bakterie s typickou LPS vrstvou. V pravé Casti je sténa G* bakterie s mohutnou
peptidoglykanovou vrstvou ( prevzato z Salton a Kim 2000).
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V dlouhotrvajicich vyzkumech byla vyzkouSena celd fada bakterii. V soucasné dobé se
pouzivaji prevazné jen Gasti bakterialnich bunéénych stén. Zjisténim, zda jsou G¢inngjsi G*
nebo G bakterie bychom mohli zefektivnit 1é¢ebny vysledek imunoterapie nadord. Souhrn G*
a G bakterii je zaznamenan v Tab. 3.

Tab. 3: Bakterie pouzivané v imunoterapii nddorovych onemocnéni pomoci bakterii a bakterialnich
Césti se zafazenim do skupin dle Gramova barveni, pfipraveno dle Coley 1910, Lamm a kol. 1981,
Jean a kol. 2008, Krieg 2008, Rhee a kol. 2008).

Typ terapie Néazev bakterie Gramovo barveni
Serratia marcescens
Streptoccocus pyogenes
BCG vakcina Mycobacterium bovis
Terapie bakteriemi specificky  saimonella typhimurium

rostoucimi v nddorovém
mlkroprosti‘edl' C|OStrIdIum Novy|

Coley toxins

+

+|

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Staphyloccocus aureus
Klebsiella

Terapie pomoci PAMPs

+

Qa0 @ 00a

Bohuzel ze soucasnych zaznam{ nelze jednoznatné prokézat, zda jsou G* bakterie v
této lécbé nadorovych onemocnéni UCinnéjSi nez G™ bakterie. Nejsou k dispozici Zadné
materialy, které bychom mohli porovnat. Aby porovnani mezi studiemi bylo objektivni, je
tieba vyhledat G* a G bakterie pouzité samostatné k léCbé stejného druhu nadorového
onemocnéni. Shodna by musela byt také jejich koncentrace aplikovana do lé¢eného objektu
stejného Zivocisného druhu. V neposledni fadé by soubor sledovanych pfipadl musel byt
dostate¢né velky a obsahovat vice zastupcli ze skupiny grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii.

Takoveéto porovnatelné soubory se ndm nepodafilo nalézt, proto jsme museli pFistoupit
alesponi k zjednodusenému porovnani G* a G bakterii pouzitych na jeden typ nadorovych
bunék (Tab. 4). PrestoZze vysledky tohoto pozorovani nejsou ovéfené, mohou nam alespon

nastinit odpovéd na vySe poloZenou otazku.
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Tab. 4: Porovnani Gc€innosti teplem upravené Serratia marcescens-G™ bakterie a teplem upravené
Streptoccocus pyogenes—G* bakterie na Meth A sarkomu u Balb/c mysi, Wiemann a Starnes 1994,

Nazev bakterie Gramovo Objem Vylécené/ Mortalita Relapse
barveni léCené

Serratia marcescens G 2.0 uL 0/5 5/5 _
1.0 L 3/5 1/5 1/5
0.5puL 4/5 0/5 1/5
0.3 uL 1/5 0/5 4/5
0.13puL  0/5 0/5 5/5

Streptoccocus G* 10 mg* 0/5 0/5 5/5

pyogenes 1 mg* 0/5 0/5 5/5
136,8uL  0/5 0/5 5/5
171uL  0/5 0/5 5/5

Z Tab. 4 je zfejmé, Ze UCinngjSi v 1éCbé byla bakterie Serratia marcescens, ktera je
gramnegativni. PouZiti této bakterie vykazovalo vétsi podet vylécenych jedincl z celkového
poctu léenych. Ale zéaroven Serratia marcescens vykazovala vy$si mortalitu jedincd ve
srovnani s bakterii Streptoccocus pyogenes (Wiemann a Starnes 1994). Z Tab. 4 by se mohlo
zdat, Ze aCinngjsi terapeuticky efekt méla Serratia marcescens, tedy gramnegativni bakterie
obsahujici ve své bakteridlni sténé LPS. Ale vysledky jsou z jiz uvedenych ddvodd
neprikazné.

V soucasné dobé v terapii pomoci PAMPs si navic miiZzeme vybirat cilengé jednotlivé
Casti bakterialnich stén obou skupin bakterii (grampositivnich i gramnegativnich), nebo je
dokonce spolu kombinovat, abychom dosahli aktivace co nejvétsiho poctu TLR.

Otazka 2.: Je efektivnéjsi pouzivat Zivé, atenuované nebo inaktivované bakterie?

Tuto otazku si kladli védci jiz od prvnich experimentalnich pokusl. Je zde ziejmé, Ze silnéjsi
imunitni odpovéd vyvolaji Zivé bakterie, ale na ukor zdravotniho stavu pacienta.

Pokud Zivé bakterie vpravime uz do nadorovym onemocnénim oslabeného pacienta, je
zde velké riziko umrti kvali velmi silné infekci. To si uvédomovali i védci pred sto lety. |
samotny Coley v podstaté zakladatel této imunoterapeutické metody feSil toto dilema (Coley
1910). Proto byla snaha vyuZivat mrtvé (inaktivované) bakterie. Inaktivované bakterie jsou
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usmrcené bakterie, tudiz nejsou schopné se replikovat v hostitelském organismu.
Inaktivované bakterie bohuZel nevyvolaly dostatecné silnou imunitni odpovéd.

Pozdéji se zaCaly pouZzivat tzv. atenuované bakterie. To jsou Zivé bakterie, zbavené
patogenity. Takto upravené bakterie maji zna¢nou vyhodu v tom, Ze dokazou v téle pacienta
vyvolat infekci, ale bez klinickych priznak( oslabujici pacienta.

Atenuované vakciny se staly hojné pouZzivané, je to da se Fici kompromis jak vytvofit
pro pacienta bezpe€néjsi 1é€bu, ale zaroven Gcinnou.

V Tab. 5 jsou shrnuty poznatky o pouzivanych typech bakterii (atenuované a
inaktivované) v jednotlivych typech nadorové imunoterapie. V3e jsme zaznamenali do
nasledujici tabulky Tab. 5., Coley 1910, Lamm a kol. 1981, Jean a kol. 2008, Krieg 2008,
Rhee a kol. 2008).

Tab. 5: Lécba nador( pomoci bakterii a jejich aktivita.

Typ terapie Nazev bakterie Forma bakterie
. Serratia marcescens ,
Coley toxins atenuovane
Streptoccocus pyogenes
BCG vakcina Mycobacterium bovis atenuované
Terapie bakteriemi Salmonella typhimurium
specificky rostoucimi )
. . atenuované
v nadorovém Clostridium novyi

mikroprostredi

celd fada bakterii (pF.
Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphyloccocus
aureus, Klebsiella)

Terapie pomoci PAMPs inaktivované

Pouze Coley v zacatcich svého vyzkumu pouZzival Zivé neatenuované bakterie. LéCba
Zivymi bakteriemi sice vykazovala imunitni odpovéd, ale u pacientd nastala silna infekce,
ktera v nékterych pripadech vedla k jejich smrti. Proto Coley vyzkousel bakterie
inaktivované. Oviem tyto usmrcené bakterie nevyvolavaly Zadnou imunitni odpovéd. Proto
se uchylil k pouzivani atenuovanych bakterii, u kterych byla oslabena jejich patogenita, a
tudiz tolik nepoSkozovaly zdravi pacienta (Wiemann a Starnes 1994).

V soucasné dobé jsou pouZivany Casti bakteridlnich stén, tedy pIné inaktivovanych

bakterii v 1éCbé pomoci PAMPs. Nelze jednoznacné Fict, zda jsou U¢inngjsi Zivé, atenuované

¢i zcela inaktivované bakterie. Neexistuje dostatecné mnoZstvi srovnatelnych pokusl k
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vyvozovani zavérl. V prvni fadé je vSak dllezZita bezpecnost pro pacienta a tak se upousti od

pouZivani Zivych bakterii.

Otéazka 3.: Je lepsi pouZivat cela téla bakterii nebo jen ¢asti bakterii?

Z historickych zaznami vime, Ze byly pouzivany prevazné cela téla bakterii. Bylo tomu tak u
Coleyho, BCG vakcin i u anaerobnich bakterii rostoucich striktné v mikroprostfedi nadoru. V
soucasné dobé se pouzivaji jen nékteré cilové vybrané bakterialni motivy, a to hlavné v terapii
nadorovych onemocnéni pomoci PAMPs. Koncem minulého stoleti se zaCalo objevovat
tvrzeni, Ze bakterie jsou imunitnim systémem rozpoznavany jen podle nékolika motiv(i na
jejich povrchu pomoci TLR receptord. A tak se zaCalo uvaZzovat nad tim, Ze ke stimulaci
imunitniho systému by mély stacit jen ty jednotlivé bakterialni motivy interagujici s TLR.
Domnénka se potvrdila a pozdéji byl ke kazdému TLR pfifazen specificky ligand, ktery ho
stimuloval. Proto vétSina védc( presla na systém pouZzivani téchto bakterialnich ¢asti.

Ale i v soucasné dobé se stale pouzivaji u povrchovych nadorli mocového méchyie
BCG vakciny, které neobsahuji nic jiného, nez cela téla bakterii.

Nelze proto jednoznacné Fici, co je lepSi a efektivnéjsi, avSak dnesSni zkoumané terapie
se uchyluji pfevazné pouZzivani ¢asti bunécnych stén spise nez k pouZzivani celych tél bakterii.

V nasledujici tabulce (Tab. 6) je zaznamenana forma bakterii v jednotlivych typech
imunoterapie nadorovych onemocnéni (Coley 1910, Lamm a kol. 1981, Jean a kol. 2008,
Krieg 2008, Rhee a kol. 2008).

Tab. 6: Pouziti bakterii v 1é¢bé nador(, FeSeni otazky celé bakterie versus jejich ¢asti.

Typ terapie Nazev bakterie Forma bakterie

Coley toxins Serratia marcescens cela téla bakterii
Streptoccocus pyogenes

BCG vakcina Mycobacterium bovis cela téla bakterii

Terapie bakteriemi specificky  saimonella typhimurium

rostoucimi v nadorovém cela téla bakterii

mikroprostiedi Clostridium novyi

celd fada bakterii (pF.:
Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphyloccocus
aureus, Klebsiella...)

Terapie pomoci PAMPs Casti bakterialni stény
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MiZzeme se bliZze podivat na srovnani vyuziti celych bakterii Salmonella typhimurium a
flagelinu ziskaného ze Salmonelly typhimurium v 1écbé nadord mlécné Zlazy. V jednom
pfipadé byly k pokusu pouzity lidské bunky nadoru prsu A1R MARY-X aplikované
subkutanné do nu/nu mysi. Nadory byly léCeny celymi bakteriemi Salmonella typhimurium
(viz. Obr. 7). Z grafu je patrné, Ze pfi léCbé celou bakterii Salmonella typhimurium velikost
nadoru klesala mezi 10. a 15 dnem po aplikaci bakterie se nador podle grafu zmensil pFiblizné
0 100 mm? (Zhao a kol. 2006).
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Obr. 7: Terapie nadoru prsu (lidské buriky nddoru prsu aplikované nu-nu mysim) pomoci celych
bakterii Salmonella typhimurium, graficky upraveno dle Zhao a kol. 2006.
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V dalSim pokusu byla pouzita mysi linie bunék nadoru mlécné Zlazy D2F2/E2
aplikované sukutanné do BALB/c mysi v mnoZstvi 5x10° nadorovych bunék. K lé&bé byl
pouZzivany flagelin purifikovany z bakterie Salmonella typhimurium (Sfondrini a kol. 2006).
Z Obr. 8 je patrné, Ze pri 1é€bé pomoci flagelinu ze Salmonella typhimurium, velikost nadoru
vzrostla mezi 10 a 15 dnem po aplikaci flagelinu priblizné o 20 mm®.

D2F2/E2-bearing BALB/c mice
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Obr. 8: Lécba nadoru mlécné Zlazy (mysi linie bunék nadoru mlécné zlazy D2F2/E2 aplikované s.c.
do BALB/c mysi) pomoci flagelinu z Salmonella typhimurium, graficky upraveno dle Sfondrini a kol.
2006.

Podle téchto vysledkd by se mohlo zdat, ze v léébé nadorovych onemocnéni je
ucinnéjsi cela bakterie nezli jen jeji ¢ast. Ale z tohoto srovnani nem(izeme vyvozovat konecné
zavéry. Opét nebyly splnény vSechny podminky objektivniho srovnani. U kaZzdého pokusu
byly pouzity jiné bunéné linie, jiny druh mysi (imunodeficientnich nu/nu mysi versus
BALB/c mysi) i jina velikost implantovaného nadoru. Stejné tak i léCba byla v obou

pripadech zahajena pfi rlizné velikosti nadoru.

Otazka 4.: Je lepsi pouzit jeden TLR ligand nebo smés TLR ligand(i?

Odpovéd na tuto otdzku neni jeSté zcela objasnéna, ale byly zaznamenany pfipady, kdy
kombinace nékolika TLR ligand(l v lééebné davce vykazovala lepsi 1ééebné vysledky, nez
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TLR ligandy aplikované samostatné. TakZze Ize predpokladat, Ze vhodnou kombinaci ligand(i
bychom mohli dosahovat lepSich vysledkd.

Pro ilustraci mizeme uvést priklad lepsiho léebného vysledku pfi kombinaci ligandu:
Aby mohl byt dokézan synergisticky vztah flagelinu a CpG ODN, byl proveden test, ve
kterém byly BALB/c mysSim injikovany sukutanné nadorové buniky D2F2/E2. Z vysledného
grafu (Obr. 9) je ziejmé, Ze spojeni UcCinku flagelinu s CpG ODN ma za nésledek Gplnou
inhibici rdstu nadoru. V porovnani s tim pozdni aplikace samotného flagelinu a samotného
CpG ODN sice zpomaluje rlist nadoru oproti kontrole, ale jejich kombinace je vyrazné
acinné;jsi (Sfondrini a kol. 2006).

D2F2/E2-bearing BALB/c mice

N n
o o
o o
| |

300+ ¥ 1A Ik

2004

Tumor volume (mm

[]
/] [

100+

[]
0€ __—;!;.-._{ A :#;_-A-.“A

0 10 20 30 40 &0 60 70

Days from tumor injection

Obr. 9: Studium synergie plisobeni flagelinu a CpG ODN na mysi s transplantovanymi nadorovymi
burikami D2F2/E2. Mysi byly rozdéleny do péti skupin. Prvni skupina byla IéCena ¢asnym podavanim
samotneho flagelinu (¢), druh& skupina pozdnim podavanim samotného flagelinu (=), tfeti skupina
podavéanim samotného CpG ODN (4), ¢tvrtd skupina podavanim flagelinu spolecné s CpG ODN (*)a
paté skupiné byl podavan pouze fyziologicky roztok (=).
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Otézka 5.: Ma lepsi léCebny efekt aktivace vnitrnich ¢i vnéjsich TLR?

Mezi vnitfni (intracelularni) TLR fadime TLR7, TLR8, TLR3 a TLR9. Ostatni TLR jsou
fazeny mezi vnéjsi (extracelularni).

MlzZeme vyjit z experimentu provadénym Sfondrini a kol. 2006 citovaného
v pfedchozim odstavci (odpovéd na otazku 4). Mlzeme porovnat G¢innost ligandu pro
intracelularni TLR9 a pro extracelularni TLR5. Aktivatorem TLRS5 je v tomto pFipadé flagelin
a aktivatorem TLR9 CpG ODN.

Z grafu (Obr. 10) je viditelné, Ze u rakoviny mlécné Zlazy mysi méla lepsi terapeuticky
ucinek aktivace intaceluldrniho TLR 9 pomoci CpG ODN, neZ aktivace extracelularniho
TLR5 pomoci flagelinu. AvSak ne ve viech znamych pFipadech byla aktivace TLR9 pomoci
CpG Uspésnd v takové mife (Sfondrini a kol. 2006). Ani zde nelze tedy vyvozovat
jednoznacné zavéry, zalezi na typu IéCené rakoviny, ale i na dalSich faktorech, které maji vliv

na terapeuticky Uspéch.

D2F2/E2-bearing BALB/c mice
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Obr. 10: Srovnani pusobeni flagelinu a CpG ODN na rlst nadord u mysi s transplantovanymi
nadorovymi buiikami D2F2/E2.
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5. Zavér

Bylo konstatovano, Ze na rozdil od velmi vzacnych spontannich nadorovych regresi
spojenych s vyskytem infek¢énich nemoci Ize cilenou aplikaci bakterii nebo jejich
¢asti docilit vyraznych terapeutickych vysledki

Terapie nadorovych onemocnéni zaloZena na pouziti patogennich organismi nebo jejich
Casti poskytuje dosud znacné nespolehlivé kolisajici vysledky

Jednou z pfi€in stavu uvedeného v pfedchozim bodé je nepochybné to, Ze neni presné
znamo, jakym zplsobem dochazi k pfipadnému tumor inhibujicimu plsobeni
imunity. Je uvazovana role horeCky, HSP, TNF-a, IFN-y, apod., presny
mechanismus vSak chybi

Vyraznym Uspéchem je sice pochopeni rozpoznavani PAMPs pomoci PRR, ale otazku
pdsobeni imunitniho systému na nadorové burky to z dlivodu absence PAMPSs na
nadorovych bunkach neresi

Neexistuje jednoznacna odpoveéd na otazku, zda je lepsi lokalni aplikace bakterii nebo
jejich Casti €i vyvolani systémové reakce

Nelze najit odpovéd na otdzku, zda je vyhodnéjSi pouZivat grampozitivni Ci
gramnegativni bakterie

Pfes obtiznost srovnavani lze konstatovat, Ze pouZziti atenuovanych bakterii je velmi
vyhodné a Gc¢inné

Nelze jednoznacné odpovédét na otazku, zda je lepSi pouzivat celé bakterie nebo jejich
Casti. SouCasny trend sméfujici k pouZivani Casti (PAMPs) dosud nepfinesl
uchopitelné vysledky

AC¢ neni zatim mozno zobeciovat, zda se, Ze pouziti vhodnych kombinaci PAMPs miize
byt vyhodné

Neni dosud dostatek podkladil pro srovnani, které PAMPs jsou nejucinnéjsi

Imunoterapie zaloZena na pouziti patogennich organism( a jejich ¢asti nabizi tim, Ze
stimuluje vlastni obranné mechanismy organismu ucinnou moznost likvidace
nadord prakticky bez vedlej$ich Gcinkd. Je vsak tfeba pochopit viechny podstatné
okolnosti, aby ji bylo mozno spolehlivé zamifit proti nadorlm, coz se dosud
nepodarilo.
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