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1. Uvod
1.1 Rakovina (nadorova onemocnéni)

Rakovina je poruchou bunék, které se vétSinou vyskytuji jako tumor, viditelny tumor
je vysledkem mnoha riznych zmén, které se mohou vyvijet mnoho let (Franks a Teich
1999).

I kdyz se povédomi o rakovin¢ zvysilo az v moderni dob¢, rakovina neni novym
onemocnénim. Maligni onemocnéni byly popsany na obrazech a v dokumentech mnoha
starov€kych civilizaci, rakovina kosti (osteosarkom) byla diagnostikovana u Egyptské

mumie (Tannock a kol. 2005).

1.1.1 Vznik nadoru

Pro dég, ktery vede ke vzniku nadoru, se pouziva oznaceni kancerogeneze.
Kancerogeneze je vicestupniovy proces. Pusobeni latek, které rakovinu zpiisobuji —
kancerogenti — nemusi vést vzdy ke vzniku nadoru (Franks a Teich 1999).

Kancerogeneze je tfistupnovy proces zahrnujici iniciaéni, promo¢ni a progresivni
fazi. Iniciace, prvni faze vzniku nadoru, je velmi rychla. Nejpravdépodobnéjsi misto pro
iniciaci je DNA, ale mohou byt poskozeny i jiné oblasti buiiky. Kancerogen poskodi
specifické geny kmenové bunky urcité tkané, dojde tak k nezvratné zmeéné v genomu. Druha
faze je nazyvana promocni. Iniciované buiiky ziistavaji latentni, dokud na né nepusobi
promo¢ni latka (chemikalie, rastové faktory). Promoc¢ni latka neni kancerogenni latkou, ale
podporuje iniciované buiiky v déleni. Nékteré promocni faktory souvisi s diferenciaci bungk,
kdy bunky piechazi z délicich se bun€k na bunky s ur¢itou funkci, které se vétsSinou nedéli.
Tteti faze je progresivni. Pro progresi je charakteristické ziskavani malignich fenotypovych
zmén, jako jsou invazivita, metastazovani, snaha o autonomni rist a casto zvySena
nestabilita karyotypu. Faktory progrese nejsou dobie definované a mohou byt odlisné od
faktord, které byly zahrnuty v iniciaci a promoci (Pusztai a kol. 1996, Franks a Teich 1999).

Kancerogeny mizeme rozdélit na fyzikalni, chemické a biologické. Také riizné viry
mohou zpiisobovat rakovinotvorné onemocnéni - Papillomavirus byl objeven v 90 % ptipadi
rakoviny délozniho ¢ipku (Franks a Teich 1999).



1.1.2 Rozdéleni nadorua

Primarn¢ miizeme nadory rozd¢lit na maligni a benigni. Maligni nadory jsou nadory,
které¢ invaduji okolni tkdn€¢, metastazuji a vykazuji bunécné abnormality (dyskaryosa).
Invazivita se projevuje tak, ze nadorové bunky napadaji okolni buiky, ni¢i a nahrazuji.
Metastazovani je proces, kdy nadorové bunky se dostavaji krvi ¢i lymfou do dalSich ¢asti
téla a jsou tak zdkladem pro dalsi, sekundarni nadory, tzv. metastaze. Benigni nadory
neinvaduji okolni tkané, jsou obvykle oddélené pomoci kapsule z pojivové tkané. Mohou
zpusobovat problémy, pokud dosahnou urcité velikosti, pak mohou tlacit na okolni tkang, ale
nemetastazuji (Franks a Teich 1999).

Dal$im délenim nadorti je rozdéleni podle tkani, ve kterych se nadory vyskytuji.
Benigni nadory epitelidlnich tkani se nazyvaji adenomy a papilomy, maligni nadory pak
karcinomy. Benigni nddory mesenchymu (pojivové tkané) jsou pojmenovany podle vyskytu
Vv jednotlivych pojivovych tkanich napiiklad: osteomy — nadory kosti, angiomy — nddory
krevnich cév, fiboromy — nadory vazivové tkan¢. Maligni nadory mesenchymu oznacujeme
jako sarkomy. Leukemie a lymfomy jsou nadory retikuloendoteliarniho systému. Mezi
benigni naddory nervové soustavy fadime meningiomy a neurofibromy, mezi malignity pak
patfi neuroblastomy a retinoblastomy. Dals§i skupinou jsou nadory zarode¢nych tkéni
(benigni teratomy, maligni seminom, embryonalni karcinom). Nadory ostatnich tkani jsou

posledni, méné ¢etnou skupinou (Franks a Teich 1999).

1.1.3 Vyskyt nadori

Nadory se vyskytuji v raznych tkanich organismii. V poslednich letech je vyskyt
nadort stale vyssi.

V roce 2009 bylo ozndmeno v Ceské republice 78 846 novych piipadti zhoubnych
nadori, 40 903 ptipadt u muzh a 37 943 ptipadd u Zen. Trend vyskytu zhoubnych nadort se
u muzt oproti roku 2008 zvedl 0 4 % a u Zen klesl o 1 %. Od roku 1976 do roku 2009 bylo
v Ceské republice ohlaseno celkem 1 783 009 novotvari. Z dlouhodobého pohledu vyskyt
novotvarii v Ceské republice roste, naopak mnoZstvi umrti na zhoubné nadory klesa. Vyskyt

nadort je pfevazné ve starSim véku, ale vyskyt je rtizny také vzhledem k pohlavi (Srb 2012).



1.2 Melanom

Melanom je neuroektodermalni nador, ktery vznikd z melanocyti a miize vzniknout
Vv jakékoliv tkéni. VéEtsSinou se vyskytuje na kizi, miize se vyskytovat i na sliznicich, v jinych
tkanich se témét nevyskytuje (Marek a kol. 2010).

Melanomy jsou charakteristické pro opakujici se cytogenetickou deleci a/nebo ztratu
heterozygotnosti. Nejprve a nejcastéji jsou postizeny geny 9p (57 %), 10q (32%) a 6q
(31 %) (Walker a kol. 1995). Delece v genu 11q (26 %) je obvykla pro metastazovani
melanomu. Gen CDKN2 je mutovan postupné a umoziiuje dédi¢ny pienos melanomu.
Prozatim se nevi, zda gen MTSI1 je také postizen pii vzniku melanomu (Franks a Teich
1999).

1.2.1 Vznik melanomu

Melanocyty jsou bunky, které produkuji pigment. Nachazi se v kizi, vnitfnim uchu a
oku obratlovcii. Melanocyty jsou diferenciovany do riiznych stadii z pluripotentni bunky
Vv zavislosti na tkani a produkci rGznych marker. Nejprve probiha specifikace neuralnich
bunéénych 1i§t (pas neuroektodermalnich buné€k), nasleduje pak jejich migrace z
neuroepiteliarni tkané. Poté jedna skupina bun¢k je specificky ur¢ena jako prekursor pro
melanocyty, neboli melanoblasty, které migruji podél dorzaln¢ — laterdlni drahy pod
ektodermem. Dochazi k diferenciaci melanoblasti, proliferaci a migraci do celého embrya
(Hearing a kol. 2006).

Melanocyty obsahuji pigment melanin, ktery miize byt riizn¢ zbarveny, napiiklad
savCi vlasy mohou mit barvu od hnédé az po svétlou. Typ pigmentace zavisi na genetické
vybavé. Pigment hraje dilezitou roli pro maskovani u zivocCichi, u Cloveéka je dilezity pro
ochranu proti Skodlivému slunec¢nimu zareni. Je mozné, ze melaniny hraji roli v salavych
tepelnych ztratach, detoxikaci kyslikatych radikali a kovi a v zanétlivé odpovédi. Jsou
popsany dva druhy melaninu: eumelanin a pheomelanim. Eumelanin je hnédy az ¢erny a
nerozpustny. Eumaleniny jsou smési velkych molekul, které obsahuji pievazné 5,6 —
dihydroxyindolové jednotky, které vznikaji pfi enzymatickych i neenzymatickych reakcich.
Pheomelanin je Cerveno zluté barvy a je rozpustny v zasaditém prostfedi. Je to polymer,
ktery se formuje pies cysteinyldopa pomoci reakce dopaquinonu s cysteinem nebo
glutationu. Je vice fotolabilni, neZ eumalenin. Ozafeni pheomaleninu miZe vést k vytvoreni

toxickych hydroxyl radikald, které mohou pusobit v karcinogenezi (Barnhill a kol. 2004).



Faktory, které vyvoldvaji vznik melanomu, nejsou zcela objasnény, ale mezi dva
nejhlavngjs$i patii UV zéafeni a genetické predpoklady c¢lovéka. UV zareni funguje jako
iniciator kancerogeneze. Nejrizikovéjsi skupinou jsou osoby, které byly vystavené
opakovanému a dlouhodobému vystaveni UV zatfeni v mladi. Melanom mize vzniknout na
nedotcené kuzi, ale pravdépodobnost vzniku melanomu je vyssi pokud je pfitomna tzv.
prekursorova afekce. Mezi prekursorové afekce patii pigmentové a dysplastické névy a

lentigo maligna (Vorlicek a kol. 2006).

1.2.2 Hlavni druhy melanomu

Mame popsany hlavnich 5 druhi melanomu u lidi — lentigo malingi melanom,
povrchové S§ifici se melanom, nodularni melanom, akrolentigin6zni melanom, subungualni
melanom:

1) Lentigo maligni melanom (LMM): Je nejméné bézny melanom (4 — 15 %),
objevuje se pouze na pokozce hlavy a krku, ktera piichazi do kontaktu se slune¢nim zarenim.
Neékdy byva na zadni strané nohou a rukou a vzacné i1 na jinych mistech téla. VéEtSinou
postihuje star$i lidi. Lentigo malingi nddor miZe vyrist z lentigo maligna, ktery miize
setrvavat v organismu mnoho let, to je divod, procC je tento nador Casto fatalnim. Jeho 1éze
jsou velké, ploché, barva 1éze je rizna od hnédé az cerné po svétlou az bilou.

2) Povrchové $ifici se melanom (SSM): Je nejvice rozSifenym typem koznich
melanomii (70 % melanomt). Vyskytuje se prevazné u lidi se svétlou kuzi. Casto vyriista
Z pigmentové nebo dysplastické névy. Obvykle byva diagnostikovan ve sttednim véku. Jeho
léze jsou mensi nez u LMM, jsou pro né¢j typické nepravidelné postranni okraje,
nepravidelnd mnohonasobna centralni pigmentace a historie rastu léze. Nejdiive nador roste
povrchové a pozdéji pronika do hlubsich vrstev. Objevuje se centrdlni tmaveé zbarvena
skvrna, kterd se mize rozSifovat a ménit zbarveni az do svétle Sedivé barvy. Mista regrese
mohou byt rozpozndna diky snizujicimu se mnoZstvi nebo vymizeni pigmentu -
hypopigmentovand mista.

3) Nodularni melanom (NM): Je druhym nejéastéjsim typem melanomu (15 — 30 %).
Trup, hlava a krk jsou nejCastéji postizend mista, nejcastéji je odhalen ve sttednich letech.
V priméru mad 1 — 2 cm, ale mize byt i vétsi, je to modroCernd, modroCervend nebo
amelanotickd (bez pigmentu melaninu) symetrickd papula nebo nodule.

4) Akrolentigindzni melanom (ALM): Nevyskytuje se pfili§ u lidi se svétlou
pokoZkou (2 — 8 %), ale u lidi s tmavsi pokozkou je vice bézny (60 — 72 % u cernocht, 29 —
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46 % u Asiatll). Objevuje se na dlanich, chodidlech a pod nehty, u star§ich pacientl kolem
60tého roku. V priméru dosahuje 2 cm, léze jsou tmavé s nepravidelnymi okraji, povrch 1éze
miize byt hyperkeratoticky (Cervené lozisky se stiibrnymi Supinkami).

5) Subunguélni melanom: Je velmi podobny melanomu ALM. Vyskytuje se u lidi se
svétlou pokozkou (2 — 3 %), vétsi vyskyt je vSak u lidi s pokozkou tmavou. Nejcastéji se
objevuje na palci ¢i na hrudniku. Je diagnostikovan pfevazné u starSich pacientti (Borden a
kol. 2002).

1.2.3 Klinické projevy melanomu

Melanom vznikd prvotné jako kozni léze, kterd se rozSituje po pokozce, pokud je
odhalen v tomto stadiu, je dobie léCitelny. Poté dochazi k tzv. vertikalnimu rustu, dochazi
Kk prorustani do dalSich vrstev a tim se nador stava malignim (Vorli¢ek a kol. 2006).

Pro urceni diagn6zy maligniho melanomu jsou dillezité zmény vzhledu loZiska, které
jsou definované pravidlem ABCD:

A — asymetrie — nepravidelny a nesymetricky tvar loziska
B — borderline — nepravidelnost ohranic¢eni
C — colour — nepravidelnost barvy

D — diameter — pramér loziska je nad 5 mm a zvétSuje se (Vorlicek a kol. 2006).

1.2.4 Melanom u mysi

Modelovy mechanismus u mysi je velmi dulezity pro pochopeni vzniku malignich
melanomu u ¢lovéka a dale jsou zde zkoumany nové moznosti [€Cby.

Existuji tfi zpasoby, jak mlze melanom vzniknout u mysi: transplantace lidskych
melanomovych bun¢k do imunodeficientni mysi, transplantace mysich nadorovych bunék do

syngenni imunokompetentni mysi a geneticky pro rakovinu modifikované mysi modely

(Bosserhoff 2011).

1.2.5 Melanom B16-F10

Pii praci vnaSi laboratofi vyuzivdme buniky melanomu BI16-F10, které jsou
implantovany mys$im C57BL/6N.

Melanom se u mysi objevuje velmi vzacné, v roce 1954 v Jackson Laboratories se na
mys$i C57BL/6 melanom objevil, tento melanom byl transplantovan a poté byl in vitro

stanoven jako melanom B16 Isaiahem Fidlerem v 70. letech 20. stoleti (Bosserhoff 2011).

5



Melanom B16-F10 vykazuje metastazovani pievazné¢ do plic (Bosserhoff 2011).
Existuji dalsi tfi linie melanomu a to B16-F0, B16-F1 a B16-BL6.

1.3 Terapie nadori

Terapii nadortt mizeme rozdélit na 3 hlavni odvetvi — operativni odstranéni nadoru,
radiace (lécba zarenim) a chemoterapie. Dale miize byt pouzita i biologicka terapie, ve které
se vyuziva imunitniho systému (Hofejsi a Bartinkova 2009).

Aby byla vybrana spravnd metoda pro lé¢bu nadorli, rozd€lujeme nadory na stadia.
Hlavni mezinarodni klasifikace se nazyva TNM systém, porovnava velikost tumoru, nodélni
status a pfitomnost ¢i nepfitomnost metastazi:

e Stadium I — maly lokalizovany nador

e Stadium II — nador rozsiten do mistni lymfatické uzliny

e Stadium III — velky mistni nador a/nebo rozsiten do vzdalenéjsi lymfatické uzliny

e Stadium IV — pfitomnost vzdalenych metastaz (Franks a Teich 1999).

1.3.1 Chirurgicka terapie nadora

Chirurgicka terapie nador je nejstarsi lékarskou metodou pouzivanou pro lécbu
nadort. Dojde k vyfiznuti nddoru a tim se zmensi Sance pro opétovny navrat nadoru. Nador
ale musi splnovat dvé podminky: musi byt lokalizovan na jednom misté a chirurg ho musi
byt schopny vyjmout, aniz by pii tom poSkodil vnitfni organ ¢i dulezité vitalni funkce

(Rosenbaum a kol. 2002).

1.3.2 Radioterapie

S radioterapii se setkava 60 % pacientdl v pribchu 1é€by naddorti. Radiace se vétSinou
pouzivé u piipadl, kdy rakovina je odhalena v brzkém stadiu (Yabro a kol. 2011).

Radiace zpusobuje poskozeni struktury DNA v nadorovych bunkach a diky tomu se
poté nemohou délit ¢i rast. Radioterapie vyuziva rentgenovych paprskil, gama zafeni nebo
elektronu, které jsou zacileny na nadorové buriky. Radioterapie neni bolestiva. Tato terapie
muze byt pouzita samostatné nebo v kombinaci sjinymi zptsoby Iéfeni nadord

(Rosembaum a kol. 2002).



1.3.3 Chemoterapie

Chemoterapie je pomérné nova metoda lécby nadorovych onemocnéni. Chemické
latky, které se pii chemoterapii pouzivaji, mohou byt rovnou toxické pro nadorové buriky,
jiné latky se musi aktivovat pomoci metabolismu v nadorovych buiikdch nebo ve
specializovanych organech, napf. jatra (Franks a Teich 1999).

Chemoterapie puasobi tak, Ze inhibuje bunécnou proliferaci, popiipadé stimuluje
apoptézu bunék. Chemoterapie neni selektivni, coz znamend, Ze plsobi jak na nadorové
bunky, tak na normalni bunky a tim zplsobuje ruzné nezadouci u¢inky. Chemoterapie
vyuziva toho, Ze bunéény cyklus u nadorovych bunék je delsi nez u bunék normalnich, diky
tomu se normalni bunky po chemoterapii mohou obnovit za urcité ¢asové obdobi, zatimco
nadorovych bun¢k zlstavd méné, po dalSich kolech chemoterapii dochazi k
vyrazné eliminaci nadorovych bun€k, zatimco normalni bunky jsou schopné se obnovit na
dostate¢né mnozstvi (Klener 1999).

Pouziti chemoterapic je omezeno predev§im citlivosti nadoru k chemoterapii.
Grafické zndzornéni uplatnéni chemoterapie vzhledem k pokrocilosti rakoviny je na obrazku
¢. 1. Nadory rozdélujeme do 4 skupin podle senzitivity nadort k chemoterapii:

e 1. skupina — Chemoterapic ma lé¢ebné ucéinky. Nadory vyskytujici se u déti a
mladych lidi, méné ¢asté naddory (7 — 8 % incidence nadori), napt.: Burkittiv nador,
ovaridlni karcinomy, retinoblastom.

e 2. skupina — Chemoterapie ma paliativni, avSak velmi vyznamny, G¢inek. SniZuje se
riziko opétovného objeveni se nddoru a prodluzuje se doba pieziti. Incidence nadort
2. skupiny je 25 — 28 %, napt.: mnohocéetny myelom, lymfocytarni lymfom,
karcinom prostaty.

e 3. skupina — Citlivost k chemoterapii u téchto nadorti neni jasna a vysledky jsou
nespolehlivé. Chemoterapie se zde uplatiiuje jako doplitkovd metoda. Incidence
téchto nadort je 30 — 35 %, napf.: nadory CNS, karcinomy travici soustavy,
sarkomy mékkych tkani.

4. skupina — Citlivost k chemoterapii je velmi mala. Incidence nadort ze 4. skupiny je

20 %, napf.: karcinom mocového méchyre, karcinom jicnu, karcinom S§titné Zlazy

(Klener 1996).
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Obr. 1: Grafické znazornéni uplatnéni chemoterapie K pokrocilosti onemocnéni (Klener
1996).

1.3.4 Biologicka terapie

Biologicka terapie je zalozena na vlastnim imunitnim systému. Imunitni systém mutize
bojovat bud’ pomoci specifické, nebo nespecifické imunitni odpoveédi:

1) Nespecificka imunitni odpovéd’: Nespecificka odpoveéd’ slouzi k piedchazeni vstupu
patogenti do organismu. Zahrnuje kizi, muk6zni membrany, fasy a mukdzni vystelku
respiracniho traktu. Z bun¢k sem patii zejména makrofagy, monocyty, dendritické
buriky, polymorfonuklearni buriky a NK bunky (David 1995).

2) Specificka imunitni odpovéd: Specificka imunitni odpovéd je zaloZzena na
rozpoznavani cizorodych latek lymfocyty. Lymfocyty rozdélujeme na T a B
lymfocyty (David 1995).

Pti biologické 1écbé se pouzivaji napi. vysoce purifikované proteiny: interferony,
interleukin 2 (David 1995). Interferony jsou proteiny, které buiiky produkuji jako odpovéd’
na virovou infekci, dvouSroubovici RNA, antigeny a mitogeny. Interferony pisobi na

makrofagy, NK buiiky i T a B lymfocyty a maji antiproliferativni ¢inky (Foon 1986). IL — 2



je rustovym faktorem pro T — lymfocyty, aktivuji déleni a klonovani T specifickych bunék. I
dalsi bunky maji receptory pro IL — 2: NK buiiky, LAK buiky, makrofagy, B lymfocyty a
oligodendridy. Navazani IL — 2 na T — lymfocyty také stimuluje produkci tumor necrosis
faktoru (TNF), INF a lymfotoxinti (David 1995).

Dale se pouzivaji monoklonalni protilatky zacilené na nadorové proteiny jako je
Rituximab, ktery se vaze na bunécny makrer CD20 a spusti v bunice apoptézu (Sharkey a
Goldenberg 2006).

K 1é¢be nadorh se také vyuzivaji imunokonjugaty, protilatky, které slouzi k pienosu

toxickych latek, jako jsou radioisotopy, 1éky ¢i toxiny (Sharkey a Goldenberg 2006).

1.4 Imunologie nadori

Imunitni systém rozpoznava nadory podle nadorovych antigend. Nardorové antigeny
rozdé€lujeme na dvé skupiny:
e Nadoroveé specifické antigeny — Tyto proteiny se vyskytuji pouze na nddorovych
bunkach.
e Snadory spojené antigeny — Tyto proteiny nejsou pouze na nadorovych bunkach.
Odlisnost mezi nadory a normalnimi buiikami je v mnozstvi antigent ¢i v abnormalni
mistni nebo ¢asové expresi (Hotejsi a Bartiinkova 2009).
Imunitni reakce proti nadorim vznikne, pokud naddorové antigeny jsou prezentovany
T lymfocytim pomoci aktivovanych dendritickych bunék v nefyziologickém (zanétlivém)
prostiedi. Pokud jsou abnormality nadorovych bun€k rozpozndny imunitnim systémem,
muze proti nim pusobit specificka i nespecifickd imunita (Hotejsi a Barttinkova 2009).
Prevazné cytotoxické T lymfocyty (CD8+) eliminuji nadorové buiiky. Rozpoznavaji
ovSem nadorové antigenni epitopy pouze ve form¢ peptidl, které jsou na povrchu bunky

prezentovany MHC 1 molekulami. Mechamismus protinadorové imunity je znazornén na

obrazku 2 (Klener a Klener jr. 2010).
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Obr. 2: Mechanismus protinadorové imunity (Klener a Klener jr. 2010).

Dal$im obrannym mechanismem jsou NK bunky (ptfirozeni zabije¢i). Nadoroveé
bunky se kryji pied ptisobeni cytotoxickych T lymfocytti absenci MHC molekul (u ¢lovéka
HLA), pravé tato absence umoziiuje NK bunkam rozpoznavat nadorové burky a nicit je. NK
bunky na svém povrchu maji receptory pro MHC (HLA) molekuly, pokud jsou receptory
obsazeny MHC (HLA) molekulou, pusobeni NK bunék se inhibuje. Pokud receptor neni
ligandem obsazen, NK buiiky zptsobi destrukci postizené buniky (Jilek 2005).

1.4.1 Unik nadori pied imunitnim systémem

Sila imunitniho systému proti nadorovym onemocnénim je obvykle nedostatecna,
protoze nadory maji obranné mechanismy pied imunitnim systémem:

e Antigenni variabilita — béhem rustu nddoru vznikaji formy nadoru, které antigeny
ztratily anebo je pozménily

e Absence kostimula¢nich faktort CD80 a CD86 — slouzi k utlumeni cytotoxickych a
pomocnych T lymfocytt.

e Snizena exprese MHC | (HLA 1) — Gnik pted cytotoxickymi T lymfocyty.

e Produkce faktorti inhibujici T lymfocyty a jinych blokujicich faktort — napt.: IL — 10,
TNF - B.

e Exprese FasL — FasL pokud se dostane do kontaktu s Fas zptsobuje apoptézu bunky

s Fas receptorem. Fas receptory jsou ptitomny na lymfocytech (Bartunkova 2002).
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1.5 Imunoterapie

Imunoterapie je postup lécby nadort, ktery je zalozeny na indukci protinddorové
imunity nebo vyuZziti imunitnich mechanismii k zacileni 1écby. V soucasné dobé se
imunoterapie pouziva piedevsim pti 1é¢be tzv. minimalni rezidudlni nemoci, po vyznamném
snizeni velikosti nddoru jinym terapeutickym ptistupem (Hofejsi a Bartiiikova 2009).

Protilatkova imunoterapie pracuje na principu protinadorovych protilatek, které se
navazi selektivné na nador a tim ho ni¢i, nebo dochdzi ke stimulaci ptirodnich obrannych
mechanizmt pacienta. Protilatky mohou potla¢ovat nadory ¢tyfmi moznymi zptisoby:

e Pfima inhibice rustu: nékteré protilatky ptimo narusuji proliferaci nadort.
e Cytotoxicita zprosttedkovana komplementem.

e Stimulace fagocytozy prostiednictvim opsonizace.

e Na protilatkach zavislad buné¢na cytotoxicita (Franks a Teich 1999).

K imunoterapii se rovnéZz pouzivaji tzv. imunomodula¢ni latky, které ovliviiuji
pusobeni imunitniho systému. Podle ovlivnéni aktivity imunitniho systému rozdélujeme
imunomodula¢ni latky na antigen specifické a na antigen nespecifické latky (Végh a Végh
2008).

1.5.1 Imunoterapie zprostredkovana monoklonalnimi protilatkami

Monoklonélni protilatky se pouzivaji jako nosi¢e pro 1éCiva nebo toxiny, nebo se
vyuziva jejich fyziologickych funkci (opsonizace, ADCC) (Hoftejsi a Barttiiikova 2009).

e Pouziti humanizovanych monoklonalnich protilatek: Na protilaitky se navaze
prislusny toxin, protilatka pak zanese toxin do nadoru a vazbou na nadorovy antigen
zpusobi nekrozu tkané. Problém je v piisobeni na okolni zdravou tkan a vytvoieni
rezistence u nadorovych bunék. Dalsim vyuzitim je ptipad, kdy se pouzivd samotna
protilatka, ktera je zacilena proti nddorovym antigeniim. Vazba protilatky na antigen
vyvold apoptézu piislusné buiiky, nebo opsonizaci aktivuje efektorové bunky
imunitniho systému (Hofejsi a Bartafikova 2002). Humanizované monoklonalni latky
nesou variabilni Usek, ktery pochdzi z myS$i monoklonalni protilditky pro dany
nadorovy antigen, a konstantni useky jsou z lidského imunoglobulinu. Tyto
protilatky maji poZadovanou specifitu pro nadorovy antigen a pii tom jsou malo

imunogenni (Cwiertka a kol. 2004).
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e Pouziti umélych bispecifickych protilatek: Bispecifické protilatky maji dvé vazebna
mista, jedno se vaze na nadorovy antigen, druhé na efektorovou buiiku — T lymfocyt,
NK bunku. Fc ¢ast protilatky mutze aktivovat Fc receptory na fagocytech a NK
bunkach (Hotejsi a Bartiikova 2002).

e Cisténi suspenze bundk kostni dfend pro autotransplantaci: Kostni diefi odebrana
pacientovi se vycisti pomoci protilatek proti nddorovym antigeniim, tim se odstrani
nadorové buiky a po chemoterapii dojde k autotransplantaci vy¢isténé kostni diené
(Hoftejsi a Barttinkova 2002).

1.5.2 Imunoterapie zaloZena na komplementu

Imunoterapie zalozena na komplementu je imunoterapie, ktera vyuziva cytotoxicity
spojené s komplementem. Komplement tvoii nékolik proteini (C1 — C9), které jsou
v plasmé ptitomné v neaktivni formé. Slozka Clq komplementu se vdze na Fc misto na
protilaitce a spousti kaskadu reakci, ve které jsou aktivovany zbyvajici proteiny
komplementu. Proteiny C5b — C9 vytvati komplex poskozujici membranu, ktery je schopny
se vmezefit do buriky a zpusobit 1yzu bunky (Franks a Teich 1999).

1.5.3 Imunoterapie pomoci bunéénych mechanismu

Do imunoterapie pomoci buné¢nych mechanismt patii:

e Nespecificka stimulace zanétu: Pomoci bakterialni vakciny je vyvolan v misté nadoru
zanét (Hotejsi a Bartinkova 2002).

e Stimulace LAK a TIL bun¢k — LAK (lymfokiny aktivovani zabijeci) bunky jsou
ziskavany stimulaci smési NK bunék a T lymfocytd pomoci cytokind in vitro. Takto
stimulované buiiky se navrati do pacienta a svym ptisobeni potlacuji rast nadoru. TIL
(tumor infiltrujici lymfocyty) buiiky se pfipravuji z bunck, které se vmezetili do
nadoru, aktivuji se in vitro pomoci cytokint a infiltruji se zpét do pacienta. Takové
builky by mély byt nddorové specifické i bez pisobeni kostimula¢nich faktort
(Hoftejsi a Barttiikova 2002).

e ZlepSeni antigen — prezentujici funkce nadoru: Nadorova buika se in vitro pozméni
tak, aby se z ni stala antigen-prezentujici bunika. Na tu pisobi cytokiny nebo ozateni
a zpusobi, Ze bunky neni schopna se d¢lit. Takto pozménéné buiiky se vrati do
jedince, kde mnapadaji nemodifikované nadorové bunky. Dalsi moZnosti je

hybridizovat nadorové bunky s antigen-prezentujicimi bunikami, vznikly hybrid
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prezentuje pak nadorové antigeny na svém povrchu a uspé$né aktivuje T lymfocyty
(Hoftejsi a Barttiiikova 2002).

e Pouziti dendritickych bunék: Dendritické bunky se pfipravuji in vitro pomoci
cytokini z perifernich monocytti. Ty se kultivuji s nddorovymi antigeny (lyzat,
apoptické nadorové buriky, izolované nadorové antigeny) a injikuji se do pacienta
(Hoftejsi a Barttiiikova 2002).

e Naédorové vakciny: Cilem vakcinace je zvySeni mnozstvi protinddorovych
cytotoxickych T lymfocytll zvySenim exprese nadorovych antigenti nebo MHC a
kostimulac¢nich faktort (Klener a Klener jr. 2010).

e Pouziti alogenni transplantace: Pouziva se pfi alogennich transplantacich pievazné u
pacientti s leukemii (Hotejsi a Bartinkova 2002).

e Pouziti produktd imunitniho systému: Vyuzivaji se interleukiny (IL — 2), interferony
(INF-y) a faktory stimulujici kolonie (GM-SCF) (Hofejsi a Bartinkova 2002).
Vyuzivéa se rekombinovanych bun¢k, které jsou piipraveny tak, ze ptislusnd genova
sekvence z lidské bunky, ktera koduje cytosin, se vyjme, pusobenim restrikéni
endonukleazy, a vlozi se do genomu jiné buinky, napt. kvasinky. Z budouciho
nositele genu pro cytokin se izoluje plazmid, pomoci restrik¢ni endonukledzy se
narus$i, pisobenim ligazy dojde k za¢lenéni genu pro cytokin do plazmidu. Plazmid
se poté vlozi zpct do bakterie. Takto upravena bunka produkuje pifislusny cytokin.
Produkty takto ptipravenych bakterii jsou izolovany a ¢istény. Vysledny produkt ma

stejné vlastnosti jako pfirozené vzniklé cytokiny (LukeSova a kol. 2006).

1.6 Imunoterapie zaloZena na vrozené imunité

Imunitni systém lze rozdé€lit na imunitu vrozenou (nespecifickou) a imunitu ziskanou
(specifickou). Imunita vrozenad je evoluéné starSi (Hotej$i a Barttiikova 2002).

S vrozenou imunitou se muZzeme setkat uz u hlistic (Caenorhabditis) nebo drosofil. Je
V ni zahrnuta obrana fyzikalni a chemicka na vnéj§im i na vnitinim povrchu téla. Patii sem
buiiky, které jsou schopné internalizovat mikroorganismy (granulocyty, makrofagy,
dendritické bunky), bunky, které uvoliuji prozanétlivé latky (Zirné buiky), buiky, které jsou
schopné cytotoxického ptsobeni (NK buiiky) a ddle komplementovy a interferonovy systém

(Krejsek a kol. 2005).
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1.6.1 Uplatnéni vrozené imunity — fagocytoza

Schopnost fagocytdézy maji specializované buiky vrozené imunity, jako eozinofily a
neutrofil, makrofagy a monocyty, dale dendritické buniky (Hofejsi a Bartuiikova 2009).

Proces fagocytozy se sklada z nékolika jednotlivych krokii — pfichyceni Castice na
povrch bunky, tvorba fagosomu, spojeni fagosomu s lysozomem, degradace obsahu
fagosomu. Pro pfichyceni ¢astice na povrch bunky je dilezité vzajemné spojeni specifickych
membranovych receptori fagocytu s ligandy na povrchu invadujici ¢astice (Andélova 2004).
Pohyb fagocyti do mista poSkozeni tkané je fizen chemotakticky, latkami uvolnénymi
V misté¢ posSkozeni (zanétu) (Hotejsi a Bartinkova 2009).

Fagocyty rozpoznavaji struktury na povrchu mikroorganismt, ale ne na vlastnich
neposkozenych bunikach. Tyto struktury, evolu¢né¢ zakonzervované, sdilené raznymi
organismy a nezbytné pro jejich preziti, jsou nazyvany PAMP (Pathogen associated
molecular pattern), jsou na povrchu fagocyta rozpoznavany receptory PRR (Pattern
recognition receptor). Neékteré jsou exprimovany geneticky na buiice, jiné se objevuji az po
pusobeni ur¢itého podmétu. Fagocytoza je umoznéna piedevsim diky spojeni povrchovych
lektind na povrchu fagocytu se sacharidy, které jsou slozkou mikrobialnich glykoproteint a
polysacharidii — nejvyznamnéjsi je mannosovy a galaktosovy receptor. Lipopolysacharidy
jsou rozpoznavany receptorem CD14 na povrchu fagocytl. DalSim druhem receptora jsou
TLR (Toll — like receptor), které rozpoznavaji rizné struktury charakteristické pro patogeny,
tyto receptory mohou byt také exprimovany na povrchu buiiky jako odpovéd na stres nebo
nekrotické poSkozeni tkané a maji podobnou povahu jako PAMP, viz tabulka 1.
V cytoplasmé fagocytd se objevuji Nod receptory (nukleotid — binding oligomerization
domain), které jsou pfitomné nejenom ve fagocytujicich bunkach (napf. 1 v epitepidrnich
bunikach). Nod funguji podobné jako TLR. Polyanionické struktury na povrSich bunck a
negativné nabité fosfolipidy jsou rozpoznavany pomoci receptori (Hofej$i a Barttnkova
2009).

Na povrchu fagocytli jsou specidlni receptory, které rozpoznavaji patogeny, které
jsou obalené bud’ protilatkami (Fc — receptory) ¢i C3b — fragmentem komplementu
(komplementové receptory CR1 a CR3). Castice, které jsou takto obalené, pak umoziuji
zesileni plisobeni fagocytozy, tzv. opsonizaci (Ferencik a kol. 2005).

Jako opsoniny vystupuji také lektiny vazici manosu (HotejSi a Barttitkova 2009).
Usmrceni pohlcenych patogent a jejich naslednad destrukce miize byt provadéna riznymi

zpiisoby. Dtlezitou roli zde hraji lysozomalni enzymy a zména pH. Usmrceni bakterii, které
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jsou zavislé na kysliku, se provadi pomoci respira¢niho vzplanuti, tzn. vznik superoxidového
aniontu a dalSich toxickych kyslikatych slouc¢enin. Kombinace degranulace lysozomu a

respiratniho vzplanuti usmrti a degraduje témét vSechny pohlcené patogeny (Trojan a kol.
2003).

Tabulka 1: Receptory skupiny TLR a jimi rozpoznavané struktury (Hofejs$i a Bartlilkova
2009).

Receptor Ligand Pavod ligandu
TLR1/TLR6 (heterodimer) Triacylové lipopeptidy Bakterie a mykobakterie
Solubilni faktory Neisseria meningitidis
TLR2/TLR]1(heterodimer) Lipoprotein/lipopeptidy Ruzné patogeny
Peptidoglykan grampozitivni bakterie
Lipoteichova kyselina grampozitivni bakterie
Lipoarabinomannan Mykobakterie
Glykoinositolfosfolipidy Trypanosoma cruzi
Glykolipidy Treponema maltophilum
Poriny Neisseria
Atypicky lipopolysacharid Leptospira interrogans
Atypicky lipopolysacharid Porhyromonas gingivalis
Zymosan Plisné
HSP 70 Hostitel
TLR3 dvojvlaknova RNA Viry
Poly (I-C) Syntetické slouceniny
TLR4 (homodimer Lipopolysacharid gramnegativni bakterie
+MD2,CD14) Taxol Rostliny
Fazni protein RSV virus
HSP 60 Chlamydia pneumoniae
HSP 70 Hostitel
Fibronektin Hostitel
Oligosacharidové fragmenty | Hostitel

kyseliny hyaluronové

Fragmenty heparan sulfatu Hostitel
Fibrinogen Hostitel

TLR5 Flagellin Bakterie

TLR6/TLR1 (heterodimer) Diacylové lipopeptidy Mykoplazmata
Lipoteichova kyselina grampozitivni bakterie
Zymosan Plisné

TLR7 Imidazochinolin, loxoribin, Syntetické slouceniny
broprimin
Jednovlaknova RNA Viry

TLRS Imidazochinolin Syntetické slouceniny
Jednovlaknova RNA Viry

TLR9 Nemethylované CpG Bakterie a viry
sekvence prokaryotické DNA

TLR10 Neznamy Nezndmy

TLRI11 Neznamy Uropatogenni bakterie l

1.6.2 Uplatnéni vrozené imunity — cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC reakce)

Buiiky vrozené imunity (eozinofily, neutrofily, bazofily, makrofagy, NK bunky) na
svém povrchu exprimuji Fc receptor, pomoci Fc konce protilatky rozpoznavaji a poté
fagocytuji cizorodé¢ ¢astice, napt. nadorové bunky. Protilatka zde nemé pfimou cytotoxickou

15



funkci, slouzi pouze ke zprostiedkovani vazby mezi ¢astici a ptislusSnymi buiikami.
Rozpoznavani protilatky na ¢asticich je rizné, makrofagy rozpoznavaji zmény v lipidické
struktufe membrany, NK buiiky rozpozndvaji Castice pomoci chybéjici exprese antigenil

hlavniho histokompatibilniho komplexu (Cwiertka a kol. 2004).

1.6.3 Nadorové onemocnéni a vrozené imunita

Mysi se schopnosti spontanni regrese nebo kompletni rezistence (SR/CR) jsou

schopné odolat 1 vysokym davkdm rakovinnych bunék, které i v malé mire jsou letalni pro
divoky typ (WT) mysi. Tato schopnost je diky velmi rychlé infiltraci leukocytt pii prvnim i
pii opakovanych vystavenich rakovinotvornym bunkam. Leukocyty pii rychlé infiltraci
vytvaii rosety okolo rakovinnych bun¢k a ty jsou pak ni¢eny pomoci cytolyzy. Tento kmen
mysi rezistentnich proti rakoviné vznikl z jediné BALB/c mysi, ktera se objevila s timto
autozomalné dominantnim znakem v roce 1999, dnes se déli do tii C57BL/6, CAST/Ei a
C3H. To, ze SR/CR mysi mohou vypotadat s rakovinotvornymi buitkami bez piedeslého
vystaveni, poukazuje, Ze protirakovinna odpovéd’ vychazi z vnitini imunity (Hicks a kol.
2006).
Objev SR/CR mutace je spojen s pracemi prof. Cui, ktery ji objevil u jedné mysi BALB/c.
Na tuto mys nebylo mozZno transplantovat sarkom S180 ani za pouziti vysokych davek. Tuto
rezistenci dokazal prenést 1 na mysi jinych linii. Na zakladé kiiZzeni mysi zjistil, Zze schopnost
spontanni regrese ¢i kompletni rezistence vii¢i nadoriim SR/CR mutace je dominantni znak
v jednom lokusu (Cui a kol. 2003).

Mysi s SR/CR mutaci vykazuji v mladSim véku rezistenci viici transplantaci nadora
(CR), jsou — li star$i, nez 4 mésice transplantat se ujme, ale je nasledné odvrzen (SR) (Cui a
kol. 2003).

Byla také provedena studie, zda leukocyty z SR/CR mysi jsou schopné 1é¢it rakovinu
u mysi divokého typu o¢kované nadorem S180, ktery vytvari jak solidni tumory, tak ascites.
Leukocyty byly extrahovany z SR/CR BALB/c mysich slezin a kostni dfen€¢ a od WT darc.
Mysi byly rozdéleny na tfi skupiny: prvni s injikaci leukocytd z SR/CR, druha s injikaci
leukocyt u WT mysi a treti bez injikace leukocytt, druhd a tieti skupiny byly kontrolni.
V obou kontrolnich skupinach se vyvinuly naddory, mysi zacaly umirat a byly zabity. Ve
skupiné, které byly vpichnuty leukocyty ze SR/CR mysi, byly tumory v prvnich étyfech

tydnech vétsi nez v kontrolnich skupinach, poté mensi a po dalSich sedmi dnech se bud’
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stabilizovaly, nebo kompletn¢ zmizely (9 ze 14 nadort). Mysi s kompletni regresi zustaly
zdravé a bez tumoru 10 mésicti po provedeném testu (Hicks a kol. 2006).

Tyto vysledky ukazuji, Ze mechanismus rezistence spo¢iva v rozezndni urcitych
vlastnosti a rysti spolecnych v§em nadorovym buinikdm bunikami vrozené imunity, coz vede

k jejich nasledné likvidaci (Hicks a kol. 2006).

1.7 Nadorova terapie zaloZena na pouZiti bakterii

Jiz z 18. stoleti pochazeji pozorovani, ze vyskyt prudkych bakterialnich infekci (byt
tehdy obtizn€ chapanych, svétlo pfinesla aZz pozdé;si bakteriologie) je v urcitych ptipadech
spojen s regresi onemocnéni nadorovych. Systematicky se této zalezitosti zacal vénovat az
Dr. Coley (Bickels a kol. 2002). Ten vroce 1891 aplikoval nadorovym pacientim smés
inaktivovanych bakterii, grampozitivni S. pyogenes a gramnegativni S. marcescens, tzv.
Coley toxin. Tato smés byla se sttidavymi uspechy a neuspéchy pouzivana mnoho desetileti.
PfestoZe neni jeji pouzivani v soucasnosti doporuc¢eno FDA, je Dr. Coley pravem nazyvan
,,otcem nadorové imunoterapie* (Cann a Netten 2003).

Na obdobném principu (stimulace nespecifické imunitni odpovédi) funguje 1
nadorova terapie zalozena na pouziti BCG (Bacillus Calmette-Guérin), coz je kmen
Mycobacterium bovis, ktery se pouziva atenuovany (Tokunaga a kol. 1984).

Uvedené ptiklady pouziti bakterii v protinadorové 1écbé funguji na principu
stimulace imunitniho systému. Bakterie vSak mohou ptisobit proti nddoriim i pfimo.

Védci objevili, ze ur€ité druhy anaerobnich bakterii, napt. Clostridia se mnozi a
terapeuticky piisobi Vv oblastech nadoru, kde neni kyslik, ale umird, pokud se dostane do
dobie okysli¢ené oblasti tkdn¢, coz by znamenalo, ze by nebyly Skodlivé pro zbytek téla.
Bakterie nezni¢i cely nador, musi se kombinovat s chemoterapii (Patyar a kol. 2010).
Vyuziva se divoky napt. bakterie Salmonella, pifedev§im Salmonella typhimurium, ktera
muze byt jednoduse upravena, aby nesla terapeutické geny. S. typhimurium je fakultativné
anaerobni, coZ umoznuje zit bakterii v oblasti bez i s kyslikem a tak mize kolonizovat jak
malé metastdze, tak velké tumory (Thamm a kol. 2005).

Produkty bakterii — bakterialni toxiny jsou také vyuzivany v 1é¢b¢é nadortu (Patyar a
kol. 2010).
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1.7.1 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia je gram — negativni bakterie. Je to jediny zastupce

rodu Stenotrophomonas. Kmen téchto bakterii izoloval Hugh v roce 1958 z orofaryngealniho
vytéru pacienta s karcinomem qst, tato bakterie byla poprvé pojmenovana jako Pseudomonas
maltophilia (Denton a Kerr 1998).
Buriky S. maltophilia jsou rovné nebo mirn¢ zaktivené, netvoti spory. Jejich velikost je od
0,5 az 1,5 nm. Tvoii kolonie, které maji hladké okraje, bilou az svétle nazloutlou barvu.
Optimalni teplota pro rist téchto bakterii je 35°C. Pro vétSinu téchto bakterii je zasadni
methionin a cystein, ktery potiebuji k rastu (Denton a Kerr 1998).

Stenotrophomonas maltophilia ma polarni bi¢ik, ktery ji pohani (De La Maza a kol.
2004). Stenotrophomonas maltophilia je ve fyziologickém pH positivné nabita, coz je dano
skladbou z proteinit umistnénych ve vnéj§i membrané, zatimco ostatni bakterie jsou

negativné nabité. S. maltophilia tedy tvoii vyjimku v této oblasti (Jucker a kol. 1996).

1.8 Nadorova terapie s pouzitim beta glukanu

Pokusili jsme se kombinovat terapii, zaloZzenou na stimulaci vrozené imunity pomoci
S. maltophilia, sjinymi protinadorovymi piistupy s cilem ovéfit moznost dosaZeni
synergického ptsobeni. Jednou z téchto terapii je pouziti beta glukanu.

Glukany jsou piirodni polysacharidy, které se skladaji z D-glukopyrandzovych
podjednotek. Beta glukany maji schopnost pozitivni stimulace lidské imunity, protizanétlivy,

antimikrobialni i antitumoralni G¢inek (Zenkovic¢ a kol. 2005).

1.9 Nadorova terapie s pouzitim kladné nabitych molekul

Dalsim terapeutickym piistupem, ktery jsme zkouSeli v kombinaci s pouzitim S.
maltophilia bylo pouziti PalKGGK. Je znamo, ze molekuly obsahujici kladné nabitou ¢ast a
hydrofobni usek atakuji Casto bakterie. Prikladem jsou CAP, kationické antimikrobialni
peptidy (Dolezilkova a kol. 2011).

Kladny naboj slouzi pti interakci se zdporn€ nabitymi bakteriemi, hydrofobni ¢ast pro
,prodéravéni“ bakterie. Tyto latky jsou Casto pouZivany i proti nddorim, nebot’ i nadory jsou
charakteristické vyskytem zaporného naboje (Marquez a kol. 2004). PalKGGK je sice
molekulou malou, ale spliuje vySe uvedené piedpoklady. Bylo popséno jeji vyrazné

protibakterialni ptisobeni (Makovitzki a kol. 2006).
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2. Cile prace

e In vivo studium vlivu bakterii Stenotrophomonas maltophilia na melanom B16-F10.

e Testovani akutni faze zanétu v nadoru pomoci stanoveni hladiny CRP.

e Ovéfeni moznosti zesileni uc¢inku S. maltophilia kombinaci s nékterymi jinymi

protinadorovymi piipravky.
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3. Material a metody
3.1 Chemikalie

V pokusech byly pouzity tyto chemikalie:

e BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000) (NOF Corporation),
e [-1,3D-glukan (Transfer Point)

e ELISA TEST KIT (Life Diagnostics, Inc., West Chester)

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

e Lysin (Sigma-Aldrich)

e PalKGGK (K = D-lysiny, Pal = palmitoyl) (Schafer-N)

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

o Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich)

3.2 Experimentalni zvirata

Pro pokusy byly pouzivany mysi C57BL/6N od Charles River Laboratories, samice,
8 tydnt staré, vaha 18 — 20 g. Byly chovany s fotoperiodou 12/12 a pii neomezeném

pristupu k vodé¢ a standardni potravé.

3.3 Bunécna linie

Pro pokusy byly pouzity buiiky mys$iho melanomu B16-F10 dar prof. Rihové (MBU,
Praha).

Bunky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10 % bovinnim fetdlnim sérem, antibiotiky
(Sigma-Aldrich), glutaminem a merkaptoetanolem. Kultivace bunék probihala v termostatu
pii teplot¢ 37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami, ktera obsahovala 5 % oxidu

uhli¢itého.

3.3.1 Piiprava bunék mysiho melanomu B16-F10 pro in vivo pouZiti

Nejprve jsme odstranili medium. Buriky byly proplachnuty sterilnim PBS celkoveé 2x.
Po proplachnuti doslo k trypsinizaci (0,02 % trypsin a 0,02 % EDTA v PBS), buriky byly
vlozeny na 1 — 5 minut do termostatu na 37°C. Poté se do bun€k ptidalo malé mnozstvi
media (RPMI 1640 s 10 % FCS) a buiky v mediu byly rozvolnény pomoci Pasteurovy
pipety. Buinky byly pfelity do zkumavky a doplnény na 20 ml objemu, centrifugovany (10
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min, 150 G). Po centrifugaci doslo k vyliti média. Zcentrifugované bunky jsme natedili
pomoci média RPMI 1640 na 3 ml a pomoci Pasteurovy pipety je rozvolnily. Do zkumavky
jsme napipetovali 30ul suspenze bunék a 30l trypanové modfi, promichalo se a nechalo asi
1 minutu kultivovat. Poc¢et bunék byl spocitan pomoci Biirknerovi komurky. Podle poctu

buné¢k pak byla suspenze nafedéna na potiebnou koncentraci.

3.4 Transplantace nadorovych bunék B16-F10

Mysi byly nejprve oholeny na levé i pravé ptlce zad. Poté bylo pod kiizi na oholené

misto aplikovano 400 000 bun¢k melanomu B16-F10 v 0,21ml RPMI 1640 bez séra.

3.5 Peroralni aplikace beta glukanu

Byla pfipravena suspenze 60 mg B-1,3D-glukanu/ml pitné vody. Tato suspenze byla
stale michdna a pomoci Spicky s Sirokym otvorem bylo mySim peroralné aplikovdno 50ul

této suspenze (= 3 mg beta glukanu).

3.6 Priprava Stenotrophomonas maltophilia pro injikovani do nadoru

Slozeni pouzité suspenze Stenotrophomonas maltophilia: Nejprve byl lyofilizat S.
maltophilia rekonstituovan ve sterilnim PBS. Material by vyset na krevni agar a kultivovan
pies noc pii 37 °C. Sklizené kolonie byly zamrazeny v PBS pii teploté -70°C. Pfed prvnim
pouzitim byly bakterie zabity ozafenim UV po dobu 1 hod. Aplikaéni i.t. davka byla 50
mikrolitrti. Kromé suspenze mrtvych bakterii byl pfipraven i sonikovany preparat. Pro tento
ucel byla suspenze piipravena v piedchozim kroku (asi 5 ml) sonikovana v sonikatoru
HELSCHER VP200S (deset desetivtefinovych pulzi stfidanych dvacetivtefinovym
chlazenim, v§e provadéno v ledové lazni). Po sonifikaci byla suspenze zamrazZena a byla pak

pouzivana k intratumoralni 1é¢bé (aplikacni davka 50 mikrolitr).

3.7 Méreni velikosti nadoru

Nédory byly méfeny béhem probihani pokusu jednou za dva dny, béhem sledovani
mysi po probéhnuté 16¢bé nejméné jednou za tyden. M¢étila se velikost nadoru pomoci
kaliperu. Poté byl vypogitan objem nadoru pouzitim vzorce V = n/6 AB?, kde A je délka
nadoru a B je vySka nadoru (Inaba a kol. 1986).
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3.8 Méreni teploty nadoru

Teplota se méfila na vyholeném misté mysi, na levé i pravé stran¢ zad, prilozenim
teploméru 2 mm od klGze. Méfeni probihalo pomoci teploméru pro mysSi IR RODENT
THERMOMETER 153 IRB od firmy BIOSEB. Na pravé stran¢ byl aplikovan nador, proto
se zde zméfila teplota nadoru, na levé strané nador aplikovan nebyl, proto se tam zméfila

teplota mysi.

3.9 Vyhodnoceni poctu metastazi

Plice mysi nalozené v4 % formaldehydu nejméné tyden byly prohlédnuty pod
binolupou a byly na nich spocitany metastaze, které se jevily jako Cerné tecky (Vétvicka a
kol. 2007).

3.10 Stanoveni mnozZstvi CRP v mySim séru

Mnozstvi CRP se stanovovalo ze vzorkli mysiho séra, které bylo pfipraveno ze
vzorktl krve, odebiranych Vv Case 0 (pied terapii) a 6, 12 a 24 hodin od zahajeni 1éCby. Krev
byla odebirana inzulinovymi stfikackami z ocasni zily po kratkodobém nahtati infralampou.
Po odebrani byly vzorky ulozeny pies noc pii 4°C. Vzorky byly poté centrifugovany 10
minut pii 600 G. Pro stanoveni CRP byl pouzit ELISA TEST KIT pro mysi C-reaktivni
protein (Life Diagnostics, Inc., West Chester).

Z kazdého vzorku séra jsme odebrali 3ul a napipetovali ho do 297 ul diluentu
(soucast soupravy). Do piipravené desticky (soucast soupravy) jsme napipetovali 100 pl
standartu i pfipravenych vzorku s diluentem, nechali inkubovat na michaéce za mirného
michani 45 minut pii pokojové teploté. Po 45 minutach jsme vyklepli tekutinu z desticky a
6x vymyli pomoci promyvaciho roztoku, ktery jsme ptipravili z 50 ml Wash Buffer, ktery
byl soucasti soupravy, a z 950 ml destilované vody. Poté jsme z desticky vyklepali veskerou
tekutinu. Do jamek jsme pfidali 100 ul Enzym Conjugant Reagent pfipraveny v soupravé a
nechali inkubovat na michacce pfi mirném michani 45 minut pifi pokojové teploté. Po
inkubaci jsme vyklepli tekutinu a znovu 6x promyli promyvacim roztokem (50 ml Wash
Buffer ze soupravy KlITu a 950 ml destilované vody) a vyklepali veskerou tekutinu
Z desticky. Do kazdé jamky jsme pfidali 100 ul TMB Reaktant ze soupravy, a nechali na 20
minut inkubovat pti mirném michani pti pokojové teploté. Reakci jsme zastavili ptidanim

100 ul Stop Solution do kazdé jamky a jemné zamichali. To, ze jsme opravdu reakci
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zastavili, se projevilo jako zména barvy z modré na zlutou. Mnozstvi CRP jsme vyhodnotili

opticky pomoci ELISA Readeru Bio Tek pii 450 nm do 15 minut.

3.11 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni vysledktl velikosti nadord bylo provedeno pomoci
Studentova t-testu v programu MS Excel. Pfezivani mysi bylo vyhodnoceno pomoci testu

Kaplan-Meier v programu MedCalc.

3.12 Pokus €. 1: Prirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni

intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia

V tomto pokusu bylo pouzito 30 samic mysi C57BL/6N, kazdé z nich bylo
transplantovano 400 000 bunék melanomu B16-F10. 12. den po transplantaci byly mysi

rozdeleny do 4 skupin po 6 mySich: A, B, C, K. Tentyz den zacala nadorova terapie.

Schéma davkovani a doby aplikace:

e Skupina A — obden aplikace intratumoralné 50 pl suspenze sonikovanych S.
maltophilia-BAM, celkem 6 davek (den 0,2,4,6,8,10)

e Skupina B — obden aplikace intratumoralné 50 ul lysin-BAM, celkem 6 davek (den
0,2,4,6,8,10)

e Skupina C — obden aplikace 50 ul sonikovanych bakterii S. maltophilia, celkem 6
davek (den 0, 2, 4, 6, 8, 10)

e Skupina K — obden aplikace intratumoralné 50 ul PBS, celkem 6 davek (den 0, 2, 4,

6, 8, 10). Skupina I slouzila jako kontrolni, nelé¢ena skupina.

V séru byla stanovena hladina CRP v ¢ase 0 (pied terapii) a 6, 12 a 24 hodin od
zahajeni 1écby. V téch samych intervalech byla pfed odbérem krve zméfena teplota nadoru a
referen¢niho bodu na druhém boku mysi.

Vsem skupindm byla nésledné¢ méetfena velikost nddoru a teplota nadoru +
referen¢niho bodu na druhém boku kazdy druhy den po dobu 14 dni od pocatku terapie
Posledni den pokusu byly mysi zabity, poté jim byly vypitvany plice, které byly vloZzeny do

4 % formaldehydu az do doby spoc¢itani metastaz.
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Priprava preparatt A, B a C pro i.t. aplikaci (Kato 2004):

A) Sonikované S. maltophilia — BAM:
2 ml sonikovanych bakterii (17 mil/ml PBS) se smichalo se 100 mikrolitry 15 mM BAM
(BAM rozpusténo v DMSQO). Suspenze byla promichana a nechala se inkubovat 1 hodinu pii
pokojové teploté. Reakce byla zastavena ptidanim 100 ul 1 M TRIS/HCI (pH 8,0).
Naésledovala dialyza ptes noc ve stievé s MWCO 12 — 14000 proti PBS pii 4°C za stalého
michani.

B) Lysin — BAM:
Bylo smichano 0,45 ml 30 mM lysinu v DMSO (rozpustén primarné ve 20 ul vody) a 0,45
ml 10 mM BAM (BAM rozpusténo v DMSO). Nechalo se inkubovat pti pokojové teploté 1
hodinu, pro zastaveni reakce bylo po inkubaci ptidano 75 ul TRIS/HCI (pH 8,0). Poté bylo
pfidano 5,625 ml PBS a tim vznikl 0,68 mM lysin — BAM , coZ odpovida koncentraci BAM
u S. malthophilia — BAM).

C) Sonikované S. maltophilia:
Sonikované bakterie (identické suspenze jako v bod¢ A) byla dialyzovana pies noc ve streve

s MWCO 12 — 14000 proti PBS pti 4°C za stalého michéni.

3.13 Pokus ¢. 2: Piirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni
intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia a peroralnim podavani

beta glukanu

Pro tento pokus bylo pouzito 30 samic my$i C57BL/6N, kazdé bylo transplantovano
400 000 bun€¢k melanomu B16-F10.

12. den po transplantaci melanomu byly mysi rozdéleny do 6 skupin po 5 mySich: A,
B, C, D, E, K. Tentyz den zacala 1écba.

Schéma davkovani a doby aplikace:
e Skupina A — kazdy druhy den aplikace intratumoralné 50 ul sonikované suspenze S.
maltophilia, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.
e Skupina B — kazdy druhy den aplikace intratumoraln¢ 50 pul suspenze S. maltophilia
v PBS, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.
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e Skupina C — kazdy druhy den aplikace intratumoralné 50 pl sonikované suspenze S.
maltophilia, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10, a k tomu kazdy den peroralni aplikace
50 pl beta glukanu.

e Skupina D — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul suspenze S. maltophilia
v PBS, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10, a k tomu kazdy den peroralni aplikace 50 pl
beta glukanu.

e Skupina E — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul PBS, celkem 6x, dny 0,
2,4, 6,8, 10, a k tomu kazdy den peroralni aplikace 50 ul beta glukanu.

e Skupina K — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul PBS (kontrola), celkem
6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.

Pozn: Suspenze S. maltophilia méla v tomto experimentu 410 mil. bakterii /ml PBS,

sonikovand suspenze byla pfipravena jejim ozvucenim.

Pred terapii (Cas 0) a pak po 6, 12 a 24 hodinach byla métena teplota nadoru +
referen¢niho bodu na druhém boku.
Vsem skupinam byla ndsledné¢ métena velikost nadoru a teplota nadoru +

referen¢niho bodu na druhém boku kazdy druhy den po dobu 14 dnii od pocatku terapie.

3. 14 Pokus &. 3: P¥irozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni

intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia a PalKGGK

Pro tento pokus bylo pouzito 20 samic mySi C57BL/6N, kazdé bylo transplantovano
400 000 bun€¢k melanomu B16-F10.

12. den po transplantaci melanomu byly mysi rozdéleny do 4 skupin po 5 mySich: A,

B, C a K. Tentyz den byla zahéjena lécba.

Schéma davkovani a doby aplikace:
e Skupina A — kazdy druhy den aplikace intratumoralné 50 ul sonikované suspenze S.
maltophilia, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.
e Skupina B — kazdy druhy den aplikace intratumoralné 50 pul suspenze S. maltophilia
v PBS, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.
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e Skupina C — kazdy druhy den intratumoraln¢ aplikace 50 ul 3mM PalKGGK v PBS,
celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.

e Skupina D — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul 3 mM PalKGGK
v sonikované suspenzi S. maltophilia, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.

e Skupina E — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul PalKGGK v suspenzi S.
maltophilia v PBS, celkem 6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.

e Skupina K — kazdy druhy den intratumoralné aplikace 50 ul PBS (kontrola), celkem
6x, dny 0, 2, 4, 6, 8, 10.

Pozn: Suspenze S. maltophilia méla v tomto experimentu 410 mil. bakterii /ml PBS,

sonikovand suspenze byla pfipravena jejim ozvucenim.

Pted terapii (Cas 0) a pak po 6,12 a 24 hodinach byla méfena teplota nadoru +
referen¢niho bodu na druhém boku.
Vsem skupindm byla nasledné méfena velikost nddoru a teplota nadoru +

referen¢niho bodu na druhém boku kazdy druhy den po dobu 14 dnii od pocatku terapie.
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4. Vysledky

4.1 Pokus €. 1: Prirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni

intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 3. Vyplyva z néj, Ze sonikované bakterie S.
maltophilia vykazovaly statisticky nevyznamnou redukci nadorového ristu, pfi¢emz na ni
ptitomnost kotveni pomoci BAM nemélo vliv. Samotné kotveni (lysin — BAM) rtst nadora

neovliviuje.
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Obr. 3: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A — 1é¢ena S. maltophilia — BAM, skupina B — 1é¢en4

lysin — BAM, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a skupina K je kontrolni (PBS).

V piiloze 1, obrazek 12 je graficky znazornéna povrchova teplota nadoru (P) a teplota
kontrolniho bodu na druhém boku mysi (L). Teploty béhem experimentu stale klesaly a

neodrazely tak pribéh terapie.

Na obrazku 4 je znazornén vliv 1é¢by na vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach. U
kontrolni skupiny K mélo 66,4 % mys$i metastaze, oproti tomu se ve skupiné¢ C neobjevily

metastdze u zadné z mysi.
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Na obrazku 5 je pak znazornén vliv 1éCby na intenzitu metastazovani ve skupinach
(pramérny pocet metastaz na my$ s metastazemi). Ve skupiné A je intenzita metastazovani
vys$$i nez u kontrolni skupiny K, naopak ve skupindch B a C je vyskyt metastdz oproti

cvwvr

kontrole nizsi. U skupiny C nebyly dokonce nalezeny metastaze zadné.

70 Vliv lécby na primeérné mnozstvi metaztaz
60
50
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20

10

Skupina

Obr. 4: Vliv 1é¢by na vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach: Skupina A —1é¢en4 S.
maltophilia — BAM, skupina B — 1é¢ena lysin — BAM, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a
skupina K je kontrolni (PBS).
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Vliv IéCby na intenzitu metaztazovani
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Obr. 5: Vliv 1é¢by na intenzitu metastazovani: Skupina A —1é¢ena S. maltophilia — BAM, skupina B —

1é¢ena lysin — BAM, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a skupina K je kontrolni (PBS).

Pti stanovovani CRP v séru mysi byla nejprve sestrojena kalibracni kiivka — obrazek
6. Byla vypoctena rovnice regrese y = 0.3171.In x - 0.5289 , kde y je zjisténa absorbance pii

450 nm a x je koncentrace CRP.
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Obr. 6:Kalibra¢ni kiivka pro zjisténi koncentrace mySiho CRP.

S pouzitim této kalibrace byly stanoveny hladiny CRP ve vzorcich séra. Vysledek je
uveden na obrazku 7. Vyplyva z néj, Ze oba preparaty se S. maltophilia zvysily béhem 12

hodin hladinu CRP.
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Priimérna koncentrace CRP ve skupinach
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Obr. 7: Primérna koncentrace CRP ve skupinach: Skupina A — léena S. maltophilia — BAM,
skupina B — 1é¢ena lysin — BAM, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a skupina K je kontrolni

(PBS). Statistickd vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou K: * = P<0,05 ** = P<0,01.
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4.2 Pokus €. 2: Prirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni
intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia a peroralnim podavani

beta glukanu

V tomto pokusu jsme sledovali piirozené¢ metastazujici melanom B16-F10 a jeho

ovlivnéni pomoci Stenotrophomonas maltophilia a beta glukanu.
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Obr. 8: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A — 1éena sonikovanymi Stenotrophomonas
maltophilia, skupina B —1é¢ena celymi S. maltophilia, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a
peroralné podavan beta glukan, skupina D — 1é&ena celymi S. maltophilia a peroralné podavan beta glukan,
skupina E —i.t. aplikovano PBS a peroralné podavan beta glukan, skupina K — kontrolni (PBS). Statisticka
vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou K:* = P<0,05 ** = P<0,01 *** = P<(0,005 **** = P<0,0001.

Statisticka vyznamnost pro skupiny 1é¢ené beta glukanem vztazena ke kontrolni skupiné E: « = P<0,5
e« = P<0,01.

Suspenze sonikovanych 1 celych bakterii statisticky vyznamné redukovaly rist
nadori, G¢inek celych bakterii byl zejména v druhé ¢asti experimentu vyssi, tento rozdil vSak
nebyl statisticky vyznamny. NiZ§iho, nicméné stabilné statisticky vyznamného sniZeni rlistu
nadorl bylo rovnéZ dosaZeno peroralni aplikaci beta glukanu. Spojeni terapie zaloZené na

peroralni aplikaci beta glukanu s terapiemi zalozenymi na i.t. aplikaci sonikovanych resp.
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celych bakteriich S. maltophilia nepfineslo o¢ekavany ucinek, vyrazny ucinek bakterii se
nepodatilo dale prohloubit.

Namétené primérné povrchové teploty nadoru (P) a primérné teploty kontrolniho
bodu na druhém boku (L) jsou uvedeny v ptiloze 2 na obrazku 13. Rozdily mezi teplotou
V misté nadoru a v misté bez nadoru nejsou markantni. VSechny hodnoty se pohybuji na
priblizné stejné urovni. Stejné tak rozdily v teploté pri zahajeni 1éCby a pii konci 1€Cby jsou

malé, teploty jsou velmi vyrovnané.
Mysi byly ponechdny na pozorovani pro zjisténi doby pieZiti.
Vliv 1é¢by na pieZiti je zndzornén na obrazku 9. Kontrolni skupina uhynula jako

prvni, nejlepsich vysledkt dosahovala skupina A, 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia.

Jedna mys z této skupiny Zije jiz 165 dni ode dne transplantace bez nadoru.

33



Vliv le€by na preziti
100 :
- |
i
OF 7 T | A
~ ] | —-B
X 60F — - =k C
e
L 40} Lol T
o i [ | —K
i
20| L
| | I
| I
D [ . 1 . 1 . 1 . 1
20 40 60 80 100
Dny

Obr. 9: Vliv 1é¢by na pieziti: Skupina A — 1é¢end sonikovanymi Stenotrophomonas maltophilia, skupina
B — lé¢ené celymi S. maltophilia, skupina C — 1é¢ena sonikovanymi S. maltophilia a peroralné podavan beta
glukan, skupina D — 1é¢ena celymi S. maltophilia a peroralné podavan beta glukan, skupina E — i.t. aplikovano
PBS a peroralné podavan beta glukan, skupina K — kontrolni (PBS).

Statistické vyznamnosti pti pieziti ve srovnani s kontrolni skupinou K dosahla kromé
zminéné skupiny A i skupina E, kde byl peroralné podavan beta glukan. Obé dvé skupiny se

statistickou vyznamnosti P<0,05.

4.3 Pokus ¢. 3: Prirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni

intratumoralni aplikaci bakterii Stenotrophomonas maltophilia a PalKGGK

Sledovali jsme ovlivnéni ristu melanomu B16-F10 pomoci PalKGGK (skupina C) a
suspenze sonikovanych a celych S. maltophilia v kombinaci s PalKGGK (skupiny D, E).
Toto sledovani probihalo soucasné s pfedchozim pokusem a skupiny C, D, E byly
srovndvany se skupinami A, B a K uvedenymi v piedeslém pokuse. Rozdé€leni vysledkl do

dvou grafi bylo provedeno v zajmu piehlednosti grafii.
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Obr. 10: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A — léena sonikovanymi Stenotrophomonas
maltophilia, skupina B — 1é¢ena celymi S. maltophilia, C —1é¢ena PalKGGK v PBS, skupina D — 1é¢ena
PalKGGK v sonikované suspenzi S. maltophilia, skupina E — 1é¢ena PalKGGK v suspenzi celych S.
maltophilia, skupina K — kontrolni (PBS). * = P<0,05 ** = P<(0,01 *** = P<0,005 **** = P<0,0001

PalKGGK vykazoval pomérné slaby vliv na riist nadort. Jeho ptidani zvysilo
zejména ke konci experimentu vyrazné protinadorovy tcinek sonikovanych bakterii S.
maltophilia. Ptidani PalKGGK do suspenze celych bakterii k dalsimu prohloubeni a¢inku
celych bakterii vSak nepiispélo.

V piiloze 3 na obrazku 14 jsou zndzornéné naméiené primérné povrchové teploty
nadoru (P) A pramérné teploty kontrolniho bodu na druhém boku (L). Rozdily mezi teplotou
V misté nadoru a v misté¢ bez nadoru nejsou markantni. VSechny hodnoty se pohybuji na
piiblizné stejné Grovni. Stejné tak rozdily v teploté pii zahajeni 1é¢by a pii konci 1é€by jsou

malé, teploty jsou velmi vyrovnané.

Mysi byly ponechdny na pozorovani na pieziti.

Vliv 1é¢by na pieZiti je znazornén na obrazku 11. Kontrolni skupina uhynula jako
prvni, nejlepSich vysledkii kromé skupiny A, jiz diskutované v minulém pokuse a uvedené
zde jen kvili srovnédni, dosahovala skupina D a E, tedy skupiny s PalKGGK. Z kazdé

Z téchto skupin jedna mys Zije jiz déle nez 100 dni.
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Obr. 11: Vliv 1é¢by na pieziti: Skupina A —1é¢ené sonikovanymi Stenotrophomonas maltophilia, skupina
B — lé¢ena celymi S. maltophilia, C — 1é¢ena PalKGGK v PBS, skupina D — 1é¢ena PalKGGK v sonikované
suspenzi S. maltophilia, skupina E — 1é¢ena PalKGGK v suspenzi celych S. maltophilia, skupina K — kontrolni
(PBS).

Statistické vyznamnosti pti pieziti ve srovnani s kontrolni skupinou K dosahla kromé
skupiny A i skupina E, kde byla podavana suspenze celych S. maltophilia s PaIKGGK. Obé

dvé skupiny se statistickou vyznamnosti P<0,05.
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5. Diskuse

Bakterie Stenotrophomonas maltophilia byly zkoumany proto, ze maji pozitivni
naboj, ktery jim umoziuje adhezi na negativné nabité povrchy (Jucker a kol. 1996). Nador
ma naboj negativni (Okuyama a kol. 1984). Proto jsme pfedpokladali, ze se bakterie diky
pozitivnimu ndboji navaze na nadorové buiky a bude proti nim sméfovat utok na urovni
vrozené imunity. Jeji terapeutické plsobeni se projevilo velmi vyrazné ve vSech pokusech.
Potvrdila se tim teorie, ze bakterie pomahaji pti terapii nadort (Sznol a kol. 2000, Coley
1906).

Bakterie se v 1é¢b¢ nadorl pouzivaji pievazné ve formé tzv. Coley toxinu
(inaktivovana smés S. erysipelas a B. prodigious), ktery byl testovan v mnoha pracich. Ve
vet§ing z nich mél prokazatelné u¢inky na eradikovani nadoru (Johnston a Novales 1962,
Johnston 1962, Coley 1906). Uginky S. maltophilia je obtizné srovnavat s &innosti 16¢by,
kterou provadél Dr. Coley, protoze ten provadél 1écbu na karcinomech a sarkomech, kde u
sarkomu dosahl lepSich vysledka, u karcinomti dosahl pouze ¢astecného zlepseni (Nauts a
kol. 1945). Johnston a Novales testovali pouziti Coleyho toxinu i u pacientd s melanomem,
kde mély prokazatelnou odezvu na 1écbu, ale injikovali latku intravendzné a s vedlejSimi
nasledky (Johnston a Novales 1962) V naSem ptipad¢ pfi intratumornalni aplikaci S.
maltophilia nedochazelo ke zietelnému zhorSeni zdravotniho stavu testovanych mysi.

Dale se v 1é¢bé rakoviny pouziva BCG — Bacillus Calmette — Guérin (atunuované
Mycobacterium bovis). Aplikace BCG na buniky melanomu B16 u mysi nevykazovala dobré
vysledky. BCG snizoval rast nadoru velmi malo, neposiloval protinddorovou imunitu a ani
neovlivnil sniZzeni po¢tu metastaz (Kreider a kol. 1976).

Utinky S. maltophilia byly ve srovnani s BCG daleko piiznivéjsi a to jak na trovni
redukce nadorového rustu az eliminace nadort, tak na urovni potlaceni metastazovani a
prodlouZzeni pteziti véetné tipIného dlouhodobého vyléceni. V prvnim pokusu jsme se
zabyvali tim, zda ptipojeni molekul BAM na sonikovanou suspenzi S. maltophilia zvysi
uc¢innost 1é¢by ¢i nikoliv. Pfedpokladalo se, ze S. maltophilia spojené s BAM budou mit
vétsi ucinek, protoze BAM je ukotvi k nddoru (Kato a kol. 2004) Tento ptedpoklad se vSak
nepotvrdil, z pokusu vyplyva, Ze navazané molekuly BAM na ¢astice S. maltophilia neméla

na eradikovani nadoru vliv BAM je sice schopen ukotvit i celé buiky, v ptipadé S.
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maltophilia je vSak ziejmeé toto kotveni nadbytecné a o funk¢ni a G¢inné ukotveni se plné
postara jejich kladny naboj.

Jaka je skute¢né role naboje je vSak otdzkou, nebot’ tento naboj nelze od unikatniho
povrchu odseparovat a pouzitim jiné, byt gramnegativni bakterie, nelze zase zarucit identitu
s témito unikatnimi povrchy. Dle prace Underhilla a Gantnera (2004) je pro u¢innou
imunitni odpovéd’ nutna synergie signalnich a kotvenych fagocytarnich motivt. Celé S.
maltophilia i jejich sonikované ¢asti jsou ziejmé dostate¢nymi, co se ty¢e nabidky PAMPs
pro obé skupiny receptoru. S. maltophilia jakozto gramnegativni bi¢ikaté bakterie obsahuji
jak LPS, tak flagellin, tak nepochybné fadu dalSich stimuli pro TLR. Proto ziejmé dalsi
piidani beta glukanu v druhém experimentu jiz nemélo Zadny efekt. Terapeuticky efekt se
vSak projevil pi1i podavani samotného beta glukanu, coz potvrdilo tvrzeni, ze beta glukan ma
terapeuticky uc¢inek v protinadorové imunité, aktivuje neutrofily, makrofagy a NK bunky
(Vétvicka a kol. 1996).

Na rozdil od experimenti s kotvenim laminarinu (Auerova, in prep.), mannanu
(Bruzlova, in prep.), formylmethioninovych peptidti (Cunatova a VIckova, in prep.), kde byl
prokazan vyrazny pozitivni u¢inek kotveni na protinadorovou aktivitu téchto latek, v ptipadé
S. maltophilia tomu tak neni. Je to dano pravdépodobn¢ kotvenim S. maltophilia
elektrostaticky na nadorové buriky, ale i tim, Ze S. maltophilia i jeho fragmenty jsou
dostate¢né velkymi komplexnimi strukturami, vyhovujicimi uvedenému pozadavku na
kotveni fagocytarnich motivt.

Zda se tedy, Ze pti pouziti S. maltophilia Ize jen obtizné hledat dalsi vylepSeni na
urovni imunologické kostimulace. Proto jsme pozornost obratili na pouziti jiného
protinadorového prostiedku, pfimo na imunité nezavisle piisobiciho, a tim se stal PalIKGGK.

Tento velmi kratky lipopeptid, ktery G¢inné nicici bakterie (Makovitzki a kol. 2006),
pusobil jen ¢aste¢nou statisticky nevyznamnou redukci nadorového rustu. V kombinaci se
sonikovanymi bakteriemi S. maltophilia vSak doslo k Zadanému a vyraznému synergickému
pusobeni. Na druhou stranu jeho kombinace s celymi bakteriemi S. maltophilia méla opaény
efekt. Jaké jsou pficiny tohoto antagonismu, je obtizné posoudit. Snad jimi mohla byt
kompetice ve vazbé na zédporné nabité nadorové buiiky.

Ve skupinach, kde byly celé i sonikované bakterie S. maltophilia s PalIKGGK , doslo
k tomu, ze z kazdé skupiny vzdy u jedné mysi Gpln¢ zmizel melanom a tyto mysi se jevi jako

uplné vylécené. JelikoZ totéz jsme pozorovali i ve skupiné se sonikovanymi S. maltophilia,
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je pravdépodobné, Ze tento pozoruhodny jev souvisi spiSe s terapeuticym efektem bakterii
samotnych.

Sledovani hladiny CRP jakoZto proteinu akutni faize umoznilo sledovat aktivaci
zanétu v prvni ¢asti experimentu. Pro dlouhodobéjsi sledovani vSak toto stanoveni diky
traumatickému odbéru krve u mysi neni pfili§ vhodné. Zrovna tak sledovani teploty nadoru a

okoli se pro monitorovani tohoto typu experimentti neosvédcilo.
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6. Zavér

e Zjistili jsme velmi vyrazny terapeuticky ucinek pfi intratumoralnim podéavani
sonikovanych i celych mrtvych bakterii Stenotrophomonas maltophilia projevujici
se vyraznou redukci ristu melanomti, redukci metaztazovani, prodlouzenim prezivani

mysi s témito nadory i eradikaci nddort vedouci k Gplnému uzdraveni.

e Zjistili jsme, ze v nadoru dochézi po zahdjeni 1éCby suspenzi sonikovanych bakterii
Stenotrophomonas maltophilia k zanétu, ktery jsme prokazali testovanim hladiny

CRP v mySim séru.
e Snaha o zlepSeni U¢innosti terapie zalozena na kotveni fragmenti S. maltophilia
k nadorovym buikam, piipadné kombinaci s imunostimulujicim prostiedkem (beta

glukan) se ukazala jako marna.

e Zjistili jsme, Ze vypovédni hodnota teplot v mist¢ nddoru a mimo nador je

neprukaznd a neodpovida zptisobu ani pribéhu 1€cby.
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8. Prilohy

8.1 Priloha 1: Grafické zndzornéni namérenych primérnych povrchovych teplot
nadoru (P) a primérnych teplot kontrolniho bodu na druhém boku (L) — pokus ¢. 1
(Prirozené metaztazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci

bakterii Stenotrophomonas maltophilia)
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Obr. 12: Vliv 1écby na teplotu mySi — L- leva strana mysi bez nadoru, P-povrchova teplota.
Skupina A — Ié¢ena S. maltophilia-BAM, skupina B — 1é¢ena lysin-BAM, skupina C — 1é¢ena
sonifikovanymi S. maltophilia a skupina K je kontrolni (PBS).
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8.2 Priloha 2: Grafické znazornéni namérenych primérnych povrchovych teplot
nadoru (P) a primérnych teplot kontrolniho bodu na druhém boku (L) — pokus ¢. 2
(Prirozené metaztazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci

bakterii Stenotrophomonas maltophilia a beta glukanu)
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Obr. 13: Vliv lécby na teplotu mysi - L — leva strana mysi bez nadoru, P — povrchova
teplota: Skupina A — Ié¢ena sonikovavanymi Stenotrophomonas maltophilia, skupina B —
léena celymi S. maltophilia, skupina C — Ié¢ena sonikovanymi S. maltophilia a peroralné
podavan beta glukan, skupina D — lé¢ena celymi S. maltophilia a peroralné podavan beta
glukan, skupina E —i.t. aplikovanoPBS a peroralné podavan beta glukan, skupina K —
kontrolni (PBS).
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8.3 Priloha 3: Grafické znizornéni namérenych primérnych povrchovych teplot
nadoru (P) a primérnych teplot kontrolniho bodu na druhém boku (L) — pokus ¢. 3
(Prirozené metaztazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci

bakterii Stenotrophomonas maltophilia a PalKGGK)
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Obr. 14: Vliv terapie na teplotu L — leva strana mysi bez nadoru, P — povrchova teplota:
Skupina A — lé¢ena sonikovavanymi Stenotrophomonas maltophilia, skupina B — 1é¢ena
celymi S. maltophilia, C — Ié¢ena PalKGGK v PBS, skupina D — 1é¢ena PalKGGK

v sonikované suspenzi S. maltophilia, skupina E — 1é¢ena PalKGGK v suspenzi celych S.

maltophilia, skupina K — kontrolni (PBS).
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