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Abstrakt

Nadorové onemocnéni neboli rakovina je velice obavanym onemocnénim, které je
staré jako lidstvo samo. Rakovina je obecny ndzev pro celou skupinu onemocnéni.
Spole¢nym rysem je nekontrolovatelny rast abnormalnich bunék. Za normalniho stavu
jsou bunky schopny rozpoznat, ze jsou poskozené a nasledné mutaci opravit, popiipade
jsou znic¢eny apoptdzou. U nadorovych bun¢k tomu tak neni. Nadorové bunky se témto
mechanismiim umi vyhnout, rostou a vytvareji bunky nové. Nadorové builky posléze
napadaji tkané i v jiné ¢asti t¢la a dojde k rozvoji tzv. metastaz.

Rakovina je chapana jako civilizacni onemocnéni, kterym je postizeno ¢im dal tim
vice lidi. Zna¢ny vyskyt této choroby je zplisoben nespravnym zivotnim stylem,
stresem, nedostatkem pohybu, nadbytkem pifijmu potravy, koutfenim, alkoholem
a v neposledni fadé ma velky vliv vék pacienta. Ze statistickych prazkumi vyplyva, Ze
jde o problém vice nez aktualni, kterému je tfeba vénovat velkou pozornost.

Hlavnimi cili této bakalatské prace je pochopeni problematiky terapie nadorovych
onemocnéni a ovéreni mozZnosti terapie za pouZiti mikroorganismt. Bakalafska prace
ma Cast teoretickou a experimentalni. V €asti experimentalni byly ovéfeny poznatky
a hypotézy ziskané reSer$ni praci v teoreticke ¢asti.

Teoreticka Cast je zaméfena na pochopeni rozsahlého tématu rakoviny, od definice
co rakovina je, jak vznikd, aZ po mozZnosti terapie. Druha Cast teoretické casti je
zaméfena na terapii nddorovych onemocnéni za pouziti mikroorganismi. Byla
zpracovana reSerse zabyvajici se pouzitim bakterii K 16¢bé rakoviny. Koncem 19. stoleti
se dr. William Colley pokousel aplikovat pacientim S nddorovym onemocnénim smeés
inaktivovanych bakterii, grampozitivni Streptococcus pyogenes a gramnegativni
Serratia marcescens, tzv. Coleyho toxin. Tento zpisob byl, stiidavé uspésné
I netspesné, pomérné dlouhou dobu vyuzivan. Toto testovani pokracovalo ve formé
syntetickych agonistti TLR (toll like receptoru) az do soucasnosti. Pouziti bakterii bylo
vzdy spojeno S aktivaci vrozené imunity, ale nikdy nebylo nic u¢inéno ve smyslu
namifeni imunitniho ataku pfimo proti nddorovym bunkam. Je mozné fici, ze dr.

William Colley polozil zékladni kdmen imunoterapie. Déle bylo reSerSi zjisténo, Ze



nadorové builky maji pii pfirozeném pH ndboj negativni. To znamend, Ze pokud se
najde bakterie, kterd ma naboj pfirozen¢ pozitivni a aplikuje se do mista nadoru, dojde
k navazani pozitivné nabité bakterie na negativné nabitou nadorovou bunku. Po
navazani bude nasledovat imunitni reakce organismu bojujici nejen proti zéanétu,
vytvofeném po aplikaci bakterie, ale soucasn¢ iproti nadorovym bunkam. Jako
pozitivné nabitou bakterii se jevi Stenotrophomonas maltophilia. K potvrzeni této
hypotézy bylo tfeba nalézt bakterii S podobnymi vlastnostmi, velikosti a schopnosti
pohybu jako ma Stenotrophomonas maltophilia, ale snéabojem zapornym. Nejvice
vyhovujici je bakterie Serratia marcescens, ktera byla také soucasti Colleyho toxinu.

Pokusy byly provadény na samicich mysi inbredniho kmene C57BL/6 od Charles
River Laboratories. Byla pouzita buné¢na linie my$iho melanomu B16-F10. Nejprve
byly pfipraveny buitky mysiho melanomu B16-F10, které byly transplantovany 8 tydnii
starym mysim. Transplantace byla provedena pod kizi na oholené misto na pravé zadni
¢asti zad v mnozstvi 400 000 bunék melanomu B16-F10. Ve fazi prvniho in vitro
experimentu byla zavedena metoda kultivace bakterii Stenotromphomonas maltophilia
a Serratia marcescens. Pii prvnim in vivo experimentu se ovéfila hypotéza, ze
intratumoralnim aplikovanim vakciny S inaktivovanou bakterii Stenotrophomonas
maltophilia doslo Kk ovlivnéni melanomu. V druhém in vivo experimentu doslo
Kk ovéteni hypotézy tykajici se negativniho naboje nadorové bunky a pozitivniho naboje
bakterie Stenotrophomonas maltophilia. Jako kontrolni bakterie S negativnim nabojem
byla pouzita Serratia marcescens. V pokusech byl sledovan rust a objem nadord.
Nadory byly méfeny jednou za dva dny pomoci kaliperu, ¢imz byla zjisténa velikost
nadoru. Objem nddoru byl vypocitan. Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno
pomoci Studentova t-testu v programu MS Excel. Pfezivani mysi bylo vyhodnoceno
pomoci testu Kaplan-Meier v programu MedCalc.

Provedenim in vitro experimentu byla zavedena kultivace obou bakterii na
pracovisti. Byla zjiSténa optimalni koncentrace poctu bakterii v jedné vakcin€. Doslo
k ptipraveni dostate¢ného mnozstvi bakterii I pro budouci experimenty.

Prvnim in vivo experimentem, kde byla pouzita bakterie Stenotrophomonas

maltophilia byla potvrzena hypotéza pfiznivého vlivu intratumoralni aplikace bakterie



na melanom. Sledovalo se ovlivnéni ristu melanomu B16-F10 intratumoralni aplikaci
bakterie Stenotrophomonas maltophilia a aplikaci kombinace této bakterie a LPS.
Bakterie ptisobi i sama 0 sob¢ velice dobfe a dalsi ptidavek LPS je viceméné zbyteény,
jelikoz v bakteridlni sténé je LPS dostatek. Statisticky nejvyznamnéjsi bylo méteni
provedené ve 4. dni terapie, kdy je zfejmé, ze bakterie ma na objem nadoru velky vliv.
Vyhodnotila se i doba pteziti jednotlivych skupin. Ve skupiné, kde byla podavana smés
Stenotrophomonas maltophilia + LPS bylo dosazeno statisticky vyznamného
prodlouzeni pteziti a doposud zije (k 10.8. 2013, 472 dni, po zahajeni terapie dne
26.4.2012) bez jakychkoliv pfiznaki jedna mys.

Druhym in vivo experimentem byla potvrzena hypotéza 0 vlivu naboje bakterie na
velikost nadoru. Testovanim bakterii Stenotrophomonas maltophilia a Serratia
marcescens bylo potvrzeno, Ze bakterie Stenotrophomonas maltophilia pisobi na
redukci naddorového rustu mnohem vice, nez bakterie Serratia marcescens. Zatimco
redukce nadorového ristu pisobenim bakterie Serratia marcescens nebylo statisticky
vyznamné, redukce vyvolana Stenotrophomonas maltophilia byla statisticky vyznamna
s vyjimkou posledniho dne. Toto zjisténi je v souladu s hypotézou, ze pisobeni dvou
gramnegativnich bakterii bude ovlivnéno jejich nabojem. Kladné nabité bakterie
Stenotrophomonas maltophilia vice interagovaly se zaporné nabitymi nadorovymi
burikami a navedly na né tak imunitni odpovéd’. U podani samotné Serratia marcescens
nedochazelo k tak dobrym interakcim jako v pfedchozim piipadé. Jako ovéfeni byla
pouzita bakterie Serratia marcescens + oligolysin. S pomoci kovalentné vazaného
oligolysinu byl upraven povrchovy naboj bakterie ato smérem K pozitivnimu naboji.
Ocekavalo se zvySeni jejich protinadorového tucéinku, coz se potvrdilo. Serratia
marcescens s povrchové navazanym oligolysinem vykazovala protinddorovou aktivitu
jako Stenotrophomonas maltophilia, ktera ma piirozené pozitivni naboj. Ovlivnéni doby
preziti podanim Stenotrophomonas maltophilia v tomto experimentu nebylo statisticky
vyznamné.

Experimenty provedenymi V bakalaiské praci doslo K potvrzeni hypotézy
pozitivniho vlivu naboje bakterii na jejich protinadorovy ucinek pii 1é¢bé melanomu

B16-F10.



Abstract

Cancerous disease or cancer is a very feared disease, old as the history of mankind
itself. The name of cancer is acommon name for the entire group of diseases.
A common feature of those is an uncontrolled growth of abnormal cells. Under normal
conditions the cells are able to recognize that they have been damaged and
consequently they are able to repair this mutation or they are destroyed by apoptosis.
However it doesn’t work like this with cancerous cells. Tumor cells are able to avoid
these mechanisms, they grow and create new cells. Eventually tumor cells attack even
the tissues of other body parts and so called metasteses are developed.

Cancer is understood as a lifestyle disease that affects increasing number of
people. Considerable occurrence of this disease is caused by incorrect lifestyle, stress,
lack of exercise, excess food intake, smoking, alcohol, and last but not least, the
patient's age has a great influence. Statistical surveys show that the problem is more
than current and should be paid close attention to.

The main objectives of this thesis are to understand the issue of tumor therapy and
to verify the possibilities of using a microorganism therapy. The bachelor thesis has
a theoretical and an experimental part. The findings were verified in the experimental
part and the hypoteses obtained from the research paper were verified in the theoretical
part.

The theoretical part is focused on understanding a broad topic of cancer, reaching
from the definition of what cancer is, how it arises, up to the therapy options. The
second section of the theoretical part is focused on tumorous disease therapy using
microorganisms. A research has been made regarding the use of bacteria for cancer
treatment. By the end of the 19th century dr. William Colley tried to apply a mixture
of inactivated bacteria on patients with a tumorous disease, containing Gram-positive
Streptococcus pyogenes and Gram- negative Serratia marcescens, so called
Coley’s toxin. This way was more or less successfuly used for a relatively long time.

This testing has continued in the form of synthetic TLR agonists (toll like receptor)



up to the present. The use of bacteria has always been related to innate immunity
activation, but nothing has been ever done in the sense of aiming the immune attack
directly against the tumor cells. It is possible to say that dr. William Colley laid the
foundation stone of immunotherapy. Further research has shown that at natural pH the
tumor cells are of a negative charge. That means that if there is a bacteria of naturally
positive charge and it is applied on the place of tumor, the positively charged bacteria is
bound to the negatively charged cell. After such binding an immune response of the
organism is followed, fighting not only against the inflammation caused by the
bacteria, but also against the tumor cells. The bacterium Stenotrophomonas maltophilia
seems to be positively charged. To confirm this hypotesis it was necessary to find
a bacteria with similar features, size and ability to move like those of S. maltophilia, but
charged negatively . The bacterium Serratia marcescens is the most convenient, also
forming part of Colley’s toxin.

Experiments were carried out in female mice of inbred strain C57BL/6 from
Charles River Laboratories, using cell line of B16-F10 mice melanoma. First of all the
cells of B16-F10 of mice melanoma were prepared and transplanted to 8 weeks old
mice. The transplantation was carried out under skin on a shaved spot in the right back
part of the back in the number of 400 000 cells of B16-F10 melanoma. The cultivation
method of the bacterium Stenotromphomonas maltophilia and Serratia marcescens
was introduced in the phase of the in vitro experiment. In the first in vivo experiment
a hypothesis was confirmed that by the intratumoral application of the vaccine with
the inactivated bacterium S. maltophilia the melanoma was affected. The second in
vivo experiment verified the hypothesis concerning the negative charge of the tumor
cell and the positive charge of the bacterium S. maltophilia. S. marcescens was used
as acontrol bacteria with anegative charge. The experiments monitored both, the
growth and the volume of the tumor. The tumors were measured once in two days by
means of caliper, which determined the size of the tumor. The volume of the tumor was
calculated. Statistical analysis of data was done using Student's t-test in MS Excel
program. The survival of mice was evaluated using the Kaplan-Meier test in the

MedCalc program.



Performing the in vitro experiment the cultivation of both bacteria was introduced
in the workplace. The optimal concentration of the bacteria number in one vaccine was
detected. A sufficient number of bacteria was prepared even for future experiments.

The first in vivo experiment where the bacterium S. maltophilia was used
confirmed the hypotesis of the positive impact of the intratumorous application of the
bacteria on the melanoma. We observed the effect of the melanoma growth by means of
the intratumorous application of the bacteria S. maltophilia and the application of the
combination of this bacteria and LPS. It works very well even independently and
other addition of LPS is more or less useless, since the bacterial cell wall has enough
LPS. Statistically, the most important measurement was made on the 4th day of
therapy, when it becomes obvious that the bacteria has a great influence on the tumor
volume. The survival time of individual groups was also evaluated. The group which
was given the mixture of S.maltophilia + LPS achieved a statistically significant
prolongation of survival time and one mouse is still alive without any symptoms
(reaching the number of 472 days on the 10.8.2013, after initiation of therapy —
26.4. 2012).

The second in vivo experiment confirmed the hypothesis of the effect of the
bacteria charge on the size of the tumor. By means of testing the bacterium
Stenotrophomonas maltophilia and Serratia marcescens it was confirmed that the
bacterium S. maltophilia affects the reduction of the tumor growth much more than the
bacterium S. marcescens. While the reduction of tumor growth by bacteria Serratia
marcescens was not statistically significant, the reduction caused by S. maltophilia was
statistically significant except for the last day. This observation is compatible with the
hypotesis that the interaction of two Gram-negative bacteria will be affected by their
charge. Positively charged bacteria S. maltophilia interacted more with the negatively
charged tumor cells and in this way they attracted to them an immune response.
Applying S. marcescens by itself the interactions weren't so good as in the previous
case. The bacterium S. marcescens + oligolysin were used as a confirmation. Using
covalently bound oligolysin the surface charge of the bacteria was modified towards

a positive charge. An increase of their antitumor effect was expected and this was also



confirmed. S. marcescens with surface bound oligolysin showed antitumor activity as
S. maltophilia, which has naturally a positive charge. The effect on survival time using
S. maltophilia in this experiment was not statistically significant.

The experiments carried out in the thesis confirmed the hypothesis of the positive
impact of bacteria charges on their antitumor effect in the treatment of B16-

F10melanoma.
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Seznam pouzitych zkratek

ADCC - antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (buné¢na cytotoxicita
zéavisla na protilatkéach)

CD - cluster of differenciation (diferencia¢ni antigen)

FCS — fetal calf serum (fetalni teleci sérum)

GM-CSF - granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (faktor stimulujici
kolonie granulocytli @ monocytil)

IgG — imunoglobulin G

IL — interleukin

IFN — interferon

LPS — fipopolysaccharides (lipopolysacharid)

MHC — major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
NK — natural killer cell (pfirozeny zabije¢)

NOR — Narodni onkologicky registr CR

PBS — phosphate buffered saline (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok)
RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium

TAA — tumor associated antigen (s nadory asociované antigeny)

Tc — cytotoxic T-cell (cytotoxicky T-lymfocyt)

TGF — transforming growth factor (transformujici riistovy faktor)

Th — helper T-cell (pomocny T-lymfocyt)

TLR —toll like receptors (receptory skupiny Toll)

TNF — tumor necrosis factor (faktor nekrotizujici nadory)

TSA — tumor specific antigen (antigeny specifické pro nadory)
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Uvod

Nadorové onemocnéni neboli rakovina neni jedno onemocnéni. Jde 0 riznorodou
skupinu chorob, ktera se vyznacuje jednou spole¢nou charakteristikou, a to je schopnost
abnormalnich bun¢k délit se a napadat okolni tkan€.

Slovo rakovina pochazi z feckého slova karkinos. Timto slovem jako prvni popsal
nador Hippokrates (460-370 pt. n. 1.). OvSem Hippokrates nebyl prvnim clovékem,
ktery objevil toto onemocnéni. V mumii pochazejici ze starovékého Egypta, obdobi
ptiblizn¢ 1 600 pf. n. 1., byl nalezen nddor kosti. Prvni zdokumentovany nador byl naddor
prsu, zroku 1500 pi. n. 1. vEgypté. V této dokumentaci byla zminka 0 tom, Ze
neexistuje G¢inna 1é¢ba rakoviny. Slo spise 0 paliativni 1é¢bu. OvSem jiz vV tomto obdobi
se 1ékati pokouSeli nador chirurgicky odstranit podobnym postupem, jaky je pouzivan
doposud. (Sudhakar, 1999)

Z epidemiologického hlediska se mohou nadorova onemocnéni fadit k civilizaénim
chorobam (Petruzelka, 2009). | ptes obrovske 1€katské a laboratorni pokroky tykajici se
prevence pocinajici péci praktického 1ékate (Skala, 2009).

Hlavnimi rizikovymi faktory zpusobujici rakovinné bujeni Vv organismu je
nespravny zivotni styl zahrnujici: koufeni, Spatné dietetické ndvyky a s nimi spojena
nadvaha, stres, nedostatek fyzické aktivity, nadmérné slunéni a stale se zvysujici veék
spolecnosti. Hlavni pfi¢inou vzniku rakoviny ve vys$§im véku je dlouhodobé
vystavovani organismu karcinogeniim a hromadici se efekt endogennich procesu
zpusobujicich poskozeni DNA. (Petruzelka, 2009, Dusek et al., 2012)

V geografickém zaméfeni vyskytu nddorovych onemocnéni ma Evropa prvenstvi
ve vyskytu nddorovych onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Ro¢né je nahlaseno vice
nez 600 000 novych ptipadl. Pies 40% tvoii kolorektalni karcinom. (Jemal et al., 2011)

Aktualnost a potiebnost feSeni problematiky nadorovych onemocnéni velice dobie
ukazuji statistiky Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky. Od
roku 1976 existuje Narodni onkologicky registr CR (NOR), do kterého musi byt hlaseny
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veskeré zaznamenané zhoubné novotvary (dg. C00 — D97) a novotvary in situ (dg. D00
— DO09). Diky této smérnici jsou K dispozici podrobné rozbory epidemiologie
onkologickych onemocnéni na tizemi Ceské republiky. V Narodnim onkologickém
registru bylo do 31.12. 2010 zaevidovéano 1 866 750 zhoubnych novotvar a novotvart
in situ, celkem u1612976 pacienti. U 18 580 osob bylo zaznamenano 22 836
novotvari nejistého aneznamého plivodu. Jen za rok 2010 bylo do Narodniho
onkologického registru nahlaseno celkem 82 606 piipadi. Vyskyt nové zjisténych
novotvarti se navysil oproti roku 2009 0 4%. Incidence stoupla 0 2,4%. U muzt byl
vyskyt novotvari nepatrn¢ vys$i nez U zen. Tab. luvadi celkovy stav Narodniho
onkologického registru k 31.12. 2010. V tab. ¢. Il je zaznamenana incidence a umrtnost
na zhoubné novotvary umuzi azen vroce 2009 a2010. (Ustav zdravotnickych

informaci a statistiky Ceské republiky, 18.3. 2013)

- % novetvarQ
N % zemrelych Lo
. Pocet u zemfelych
. Pocet , . osob
L Pocet . Pocet novotvaru . osob
Diagndza s novotvaru . z celkového .
Zijicich voor zemfelych u jiz . z celkového
MKN-10 u Zijicich o poétu 2
osob osob zemielych L poctu
osob hlasenych L.
osob - hlasenych
v registru .
novotvaru
C00-D09 505 677 611 847 1107 299 1254 803 68.6% 67.2%
D37-D48 10213 12 361 8 367 10475 45,0% 45,9%

Tab. ¢. | : Stav Narodniho onkologického registru k 31.12. 2010
(Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, 18.3. 2013)
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Incidence ZN a novotvary in situ 2009 2010

dg. C00-CY7 a DO0-DOY dle MKN-10 muzi Zeny celkem muzi Zeny celkem
absolutni poget 41187 38193 79 380 42933 39673 82 606
incidence na 100 000 obyv. 7997 751 756,6 8319 740,7 7854
standardizovanlél incidence na 100 000 7051 5206 588.8 7209 5356 6032
(podle evropského standardu)

Umrtnost na ZN 2009 2010

dg. CO0-CS7 dle MKN-10 mui zeny celkem muzi zeny celkem
absolutni poget 15498 12182 27 680 15667 12 167 27834
umrtnost na 100 000 obyv. 3009 2281 2638 3036 2211 2647
standardizovana Gmrtnost na 100 000 258 148.4 1974 2%3.4 1475 1956

(podle evropského standardu)

Tab. ¢. II: Incidence a umrtnost na zhoubné novotvary U muzi a zen v roce 2009 a 2010

(Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, 18.3. 2013)
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1. Teoreticka cast

1.1 Rakovina

Existuje n¢kolik hypotéz, podle kterych miize dojit ke vzniku mutaci, které

zpusobuji rakovinu. Prvni poznatkem je, Ze muze dojit ke spontdnni mutaci, ktera

wrwe

......

(Knudson, 1985). Nadorové buriky se od normalnich bungk lisi velice malo, a z tohoto

divodu jsou schopné uniknout imunitnimu systému organismu (Hofejsi et al. 2005).

1.2 Kancerogeneze

Jak jiz bylo zminéno, vznik vétSiny nddorti ma na svédomi primarni mutace v jedné
somatické bunce. Tato zmutovand buiika je zakladajici buiikou nadorového klonu.
Pribéh vzniku maligniho klonu buiiky je rozdélen do tii stadii. Bunka se ucastni
K nevratné mutaci urcitého genu. V nasledujicim promoénim stadiu je zintenzivnéno
bunécné déleni pomoci promocnich faktorti. Promocni faktory nejsou samy 0 sobé
kancerogenni, jen podporuji déleni zmutované bunky. Pokud dojde Kk odstranéni
promoc¢nich faktorti, dojde ke zpomaleni aZ zastaveni dal$iho vyvoje klonu. Koneénym
stadiem kancerogeneze je stadium progrese. V tomto stadiu se nahromadi mutace
dalSich geni, vyskytujicich se v buitkdch nadorového klonu. Zméni se fenotyp bungk.
Zménou fenotypu dojde K invaznimu rustu, popfipadé K metastazim.(LukeSova et al.
2006)Samotna invaze nadorovych bunék do jinych casti organismu a nasledna tvorba

metastazi je vicestupfiovy proces. Nejprve se maligni bunika odtrhne z ptavodniho
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loziska nadoru, prostoupi bazalni membranou do krve nebo lymfatickych cév
(intravazace). Krvi nebo lymfou jsou naddorové bunky zaneseny do vzdalenych ¢asti od
mista vzniku. Poté maligni buiikka projde pfes endotelidlni stény kapilar do tkané

(extravazace), kde se zachyti a dojde ke vzniku metastaz (Hearing et al., 1988).

1.2.1 Onkogeny

Jako onkogeny je mozné oznalit vSechny geny, které mohou zpusobit nebo jen
podpofit transformaci normalnich bunc¢k na buniky nadorové (Mickova et al. 2006).
Onkogeny se vyskytuji ve dvou formach. Prvni formou je virovy onkogen (soucast
genomu vird zpusobujicich nadory) a druhou formou je celularni onkogen (vznik
aktivaci protoonkogenu — chybna exprese normalni bunky, napf. mutace genu nebo

piestavby chromozomi) (Fearon et al. 1990).

Nekteré druhy onkogeni a jejich funkce:

C-erbB-2: kodovani receptoru pro rustovy faktor (Lukes et al., 1994)
Bcl-2: inhibice apoptozy, prodlouzeni pieziti buiiky (Halperin et al., 2001)
K -ras: kodovani signalnich transduktori (Lagarda et al., 2001)

1.2.2 Tumorsupresorové geny

V kazdé somatické buiice V lidském genomu je piiblizné 30 tumor supresorovych
gentl (LukeSova et al., 2006). Produkty tumor supresorovych genti — proteiny, potlacuji
proliferaci bun¢k, podporuji diferenciaci bun¢k apoptéozu. Pokud je tumor supresorovy
gen poskozen, dojde K uniku bun¢k pfed imunitnim systémem a za¢nou na ni pusobit

faktory podporujici rast a vyvoj naddoru. (Fearon et al., 1990)
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Nejznaméjs$im tumor supresorovym genem je p53, ktery se podili hlavné na
apoptoze. Tvoii se jako fyziologickd odezva na bunécny stres. Nejprve dojde
k zablokovani bunétného cyklu ztoho divodu, aby mohl byt zhodnocen stupen
poskozeni bunééné DNA. Pokud neni mozné poskozeni DNA opravit, dojde ke spusténi

apoptozy pomoci p53 proteinu. (Cherchi et al., 2001)

1.3 Imunologie nadoru

1.3.1 Nadorové antigeny

Aby doslo krozpoznani nadorovych bun€k imunitnim systémem, je nutna
pfitomnost povrchovych antigenli. Existuji dva typy antigent, a to antigeny specifické

pro nadory (TSA) a s nddory asociované antigeny (TAA). (Srivastava et al., 1988)
e Antigeny specifické pro nadory
Tyto antigeny se na buiikdch za normalniho stavu, tedy za stavu bez mutace,

nevyskytuji.

Napf.: komplexy MHC |sabnormalnimi fragmenty bunéénych proteint
(u chemicky indukovanych nadori), komplexy MHC s fragmenty proteini onkogennich

vird atd.

e Antigeny asociované S nadory

Antigeny asociované S nddory nejsou piitomny pouze na nadorovych burkéch,
proto jsou vyuzivany jako pomocné diagnostické markery. V tomto piipad¢ zalezi na

mnozstvi exprimovanych antigend, popifipadé na misté exprese.
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Napt.: PSA (prostaticky specificky antigen), onkofetalni antigeny atd. (Hofejsi et
al. 2005)

1.3.2 Tc - lymfocyty (cytotoxické lymfocyty, CD 8+)

Cytotoxické T-lymfocyty jsou velice duleziti v protinddorové imunité z toho
diavodu, ze rozpoznaji prostiednictvim specifického bunécného T-receptoru peptidy
vazané na molekuly MHC | (Becker et al., 2005). K aktivaci Tc-lymfocytii mize dojit
pfimo nebo nepfimo. K nepiimé aktivaci dojde pomoci antigen prezentujicich bunék
(dendritické bunky, makrofagy, aktivované B-lymfocyty). (Schreiber, 1993)

V piipadé¢, ze je komplex peptidu + MHC rozpoznan T-bunéénym receptorem a CD
8+ ptijde do kontaktu s antigen prezentujici buiikou, dojde k proliferaci T-lymfocytu na
Tc-lymfocyt. Tc-lymfocyt se navaze na nadorovou bunku anasleduje lyza buiky,
popiipad¢ apoptoza. (Ridge et al., 1998)

Ke kone¢nému usmrceni nddorovych bunék dojde pomoci proteinu perforinu nebo

granzimu (Schreiber, 1993).

1.3.3 NK burniky (natural Killer cell)

NK buiky se tcastni obrannych procest zajisStovanych prostfednictvim ptirozené
imunity. NK bunky jsou namifeny proti virim, bakteridlnim infekcim, parazitalnim
intracelularnim patogeniim a Vv neposledni fad¢ proti nddorovym buikdm. Po setkani
s poskozenou bunkou jsou NK buiikky schopny rychlé odpovédi bez piedchozi
senzibilizace. Tato cytotoxickd reakce neni zavisld na pfitomnosti antigeni MHC

komplexu (French et al., 2003).
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NK bunky reguluji pfirozenou i ziskanou imunitni odpovéd’ produkci rtiznych
INF-y, TNF- a GM-CSF. (Biron et al., 1999, Taub et al., 1999)

Chemokiny fadime do cytokinl. Klasifikace chemokinii je zaloZzena na poctu
aminokyselin, které oddéluji cysteinova rezidua na N-konci. (Rot et al., 2004)
Chemokiny v organismu zastavaji fadu funkci: migrace antigen prezentujicich bungk,
regulace pohybu nezralych progenitorovych lymfoidnich bunék (Constantine et al., 200)
a inhibiéni efekt na rast nadorti (van Deventer et al., 2002). Pokud dojde Kk uvolnéni
chemokini v mist¢ nadoru, do nddoru zacnou migrovat buiky podilejici se na
protinadorové odpoveédi, tedy NK bunky, Tc — lymfocyty a dendritické bunky (Guo et
al., 2003).

V nékolika studiich bylo prokazéno, ze pokud jsou Vv nddorovém stromatu prikazné

NK buiiky, progndza je priznivejsi (Jass, 1986, Sato et al., 2005, Zhang et al., 2003).

1.3.4 Dendritické bunky

Dendritické bunky jsou soucasti vrozené imunity. Jsou to kliovi prostifednici pro
prezentaci nadorovych antigent a zprostfedkovavaji specifické protinadorové imunitni
reakce. Dendritické buiiky zpracuji antigen a ten poté prezentuji T-lymfocytiim. Pokud
dojde k aktivaci dendritickych bun¢k, jsou schopné zvysit cytotoxickou aktivitu NK

bunéck tim, Ze zvysi expresi INF-a (Rutkowski et al., 2010).
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1.3.5 Obranné mechanismy nadorovych bunék pred imunitnim

systémem

Nadorové buiiky jsou schopné, se fadou riiznych mechanismi, vyhnout imunitnimu

systému:

znacnd variabilita nddorovych bunék

malé mnozstvi exprimovanych nadorovych antigent

nepiitomnost kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 (Gtlum Tc a Th lymfocyt)
produkce napt. IL — 10, TGF — B (inaktivace T lymfocytt)

exprese FasL (apoptéza bunky V pripadé, ze dojde Kk setkani FasL s Fas
receptorem na lymfocytech)

inhibice funkce nebo zivotnosti dendritickych bunék (napt. produkce oxidu
dusnatého — apoptdza dendritickych bunék, IL-10 — inhibice zrani dendritickych
bunck)

ochrana nadorovych bun¢k pfed imunitnim atakem (Hofejsi et al., 2005)

1.4 Melanom

Maligni melanom je malignim koZnim nadorem, vznikajicim nadorovou proliferaci

melanocytd. Maligni melanom muze metastazovat. Jde 0 jeden z nejzhoubnéjSich typtu

nadord. (Fikrle et al., 2010).

Z epidemiologického hlediska jde 0 bézny nador. Pocet postizenych pacientl stale

stoupd. Incidence U Zen se stabilizovala. U muzii, pfedev§im ve vys$§im véku, stile

stoupa. (Pizinger, 2003) Melanom postihuje ptedevsim lidi S bilou barvou kiize (Roesch

et al., 2009). Melanom se vyskytuje spiSe U pacientl stfedniho a vyS§iho véku. Muzi

maji melanomem zasazen piedevsim trup, Zeny dolni koncetiny (Balch et al., 2001).
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chromozu 9 v oblasti 9p21), mutaci tumor supresorového genu a pisobenim UV zafeni
(Langley et al., 1997). Potencialnim prekurzorem vzniku maligniho melanomu mohou
byt také melanocytové névy. Pravdépodobnost vzniku melanomu z melanocytovych
név je asi 1/3 ze vSech pripadt. (Tucker et al., 1997)

Etiologie vzniku melanomu v détském véku neni znama. Maligni transformace
vznikne spontdnné, ovSem U déti se vyskytuje nékolik rizikovych faktort, které mohou
vznik maligniho melanomu zptasobit (Baj¢iova, 2013):

e familiarni vyskyt - jde 0 autozomalné¢ dominantni onemocnéni, pozitivni

rodinna anamnéza nastane V ptipad¢ vyskytu maligniho melanomu a tim padem
I genetické mutace — potiebnost genetického vysetfeni (Paradela et al., 2010)

e slunecni zafeni — vyvarovani kojencti do 6 mésicti véku slunecnimu zareni,
batolata do dvou let nutnd ochrana oblecenim, starSi déti pouziti ochrannych
krémt s vysokym UV filtrem (Bajciova, 2013)

e pigmentové névy — V prub&hu détstvi neustalé zmény rozsahu, barvy i povrchu
pigmentovych név (Baj¢iova, 2013), obcas vyskyt zvlaStni formy névu —
juvenilni Spitzové névus (vétSinou benigni, ale do malignity miZze ptejit) —
velmi obtizné rozliseni benigniho a maligniho projevu (Kirkwood et al., 2009)

o genetické faktory — nékolik geneticky podminénych onemocnéni, které¢ zvySuji
riziko vzniku melanomu, napft.: xerodremapigmentosum (Réguerre et al., 2012),
syndrom dysplastickych néva (Paradel et al., 2010), Werneriiv syndrom
(Bajciova, 2013)

e poruchy imunity — dlouhodoba imunosupresivni 1é¢ba, 1é¢ba jiné malignity,
vrozené poruchy imunity — 2-6x vyssi riziko vzniku melanomu (Bajciova,

2013)

Pro lécbu je velmi dilezita vCasnd diagnostika. Bézné€ pouzivané voditko pro
diagnostiku melanomu je tzv. ABCD systém pouzivany dermatology. Jednotliva
pismena charakterizuji vzhled melanomu: A — nesoumérnost (asymmetry), B —
ohraniceni (border), C — barva (color) a D — rozmér (dimension) (Bono et al., 1999).
ABCD systém byl zaveden od roku 1985 (Friedman et al., 1985). Nejprve dojde
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k vysetfeni dermatologem, nasleduje chirurgickd excize nadoru a histopatologické
vysetieni. Excize je totdlni, vCetn¢ ochranného lemu melanomu. Zakladni 1é¢ebnou
metodou je tedy kompletni chirurgicka excize melanomu. Rozsifujici 1é¢ebnou metodou
je lécba adjuvantni, jejimz cilem je likvidace ptipadnych mikrometastdz. Do adjuvantni
1écby se tadi radioterapie po excizi rozsahlych primarnich melanomt a podéani napf.
INF-a, jenz vykazuje protinddorové ucinky. (Langley et al., 1997)

Prognosticky lepsi je lokalizace melanomu na koncetindch nez na trupu. Lepsi
prognézu maji Zeny, nez muZzi a mladsi lidé neZ starSi lidé (Goldberg et al., 2007).
K prognosticky nepiiznivym histopatologickym ukazatelim je tloustka primarniho
nadoru urcend dle Breslowa, pfitomnost ulcerace, vysoky pocet mitdz a intravaskularni

nebo intralymfatické Siteni nadorovych bunék (Pizinger et al., 2008).

1.4.1 Typy melanomu

Existuje n€kolik klinickych variant maligniho melanomu: melanoma in situ, lentigo
maligna melanoma, povrchové se Sifici melanom, nodularni melanom
a akrolentigin6zni melanom (Fikrle et al., 2010).

e melanoma in situ — po€inajici vyvojova faze melanomu, nadorové melanocyty
jen v epidermis, léze bez specifickych klinickych znakd — obtizné rozliseni od

atypickych melanocytovych névi

e lentigo maligna melanoma — pacient vyssiho véku, pomalu rostouci, témeéf
vyhradn¢ na obliceji, vyvoj tohoto typu melanomu muze trvat inékolik
desetileti, nestejnomérné zbarveny, ¢ast 1éze se vyvysuje nad uroven kozniho

povrchu, velikost az n€kolik cm vV priméru

e povrchové se Sifici melanom — nejbéznéjsi, vV pocatecni fazi se obtizné odlisi od

névu, postupny vyvoj nestejnomérné zbarveného loziska (odstiny hnédé, cerné,
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ale iSedomodré abilé), nejprve jen horizontalni rist, pozdeji vyvyseni nad

uroven okolni ktize, velikost od nékolika mm po nékolik cm v primeéru

e noduldarni melanom — druhd nejcastéjSi varianta, pomérné rychly rast papuly
nebo hrbolu, barva hnéda, ¢erna az nartizovéla, ¢asto dochazi ke krvaceni, horsi

prognoza

e akrolentigin6zni melanom — od ostatnich typt se odliSuje jen mistem vyskytu,
tvofi se na dlanich, ploskdch nohou aV podnehtové oblasti, velice casty

u ¢ernochi a asiata (Fikrle et al., 2010)

1.4.2 Melanom u mysi

Pro snadngjsi pochopeni malignich melanomti u ¢lovéka bylo potfebné vyvinout
modelovy mechanismus U mysi. V nasi laboratofi se vyuziva melanom B16-F10. Tento
typ melanomu se vyuziva piedevs§im proto, ze je mozné jej velice dobie pouzit v in vivo
modelu (v mysi) amapovat tak prubéh karcinogeneze velice podobny vyvoji
karcinogeneze v lidském organismu. Po transplantaci B16-F10 dojde k rychlému
rozvoji maligniho melanomu, ktery metastazuje predevsim Vv plicich, jatrech a ve sleziné

v dobé kratsi nez jeden mésic. (Gheorgheosu et al., 2011)
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1.5 Terapie

Pti 1écbé nadorovych onemocnéni se vyuziva predev§im metody chirurgického
odstranéni nadoru, radia¢ni terapie a chemoterapie. V poslednich letech se pfistupuje
I ktzv. biologické terapii. Velice Casto je terapie kombinaci nékolika metod, tzv.
kombinovana terapie. (Miller et al., 1981)

K tomu, aby byl zvolen spravny typ terapie, je nutné znat stadium nadoru. Stadium,
ve kterém se nddor nachdzi, se ur€uje pomoci tzv. TNM systému, ve kterém se hodnoti

velikost nadoru, nodalni pfitomnost a schopnost metastazovat.

Rozlisuji se 4 stadia:
Stadium | — nador je maly a jasné lokalizovany

Stadium II — rozSifeni nddoru do lymfatické uzliny v blizkosti loZiska nadoru
Stadium III — nador je velky, moZné jeho rozsifeni do vzdalengj$i lymfatické uzliny

Stadium IV — pfitomnost metastaz (Franks et al., 1999)

1.5.1 Typy terapie

1.5.1.1 Chirurgicka terapie

Chirurgicka terapie se ftadi mezi nejstarSi terapeutické metody nadorovych
onemocnéni. Je ovSem zapotfebi porovnat benefity ziskané excizi nadoru, oproti
moznym rizikim, které nese chirurgicky zasah do organismu (Klein, 2009). Pii této
terapii je nutné mit peclivé zdokumentovano, zda doslo k lokalni excizi nadoru s /bez
vyfiznuti regionalni lymfatické uzliny, zda byl odstranén nador i S postizenym organem,
zda byl nador odstranén jen castecné azda doSlo K excizi metastatickych 1ézi. Pti

chirurgickém odstranéni nadoru je nutné ptedejit rizikim jako je poskozeni okolnich
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organti, poptipadé negativni ovlivnéni zakladnich vitalnich funkci organismu. (Miller at

al., 1981)

1.5.1.2 Radioterapie

Samotna radioterapie se vyuziva K 1é€bé ¢asného stadia nadoru. Pii této terapii se
vyuziva zacileni napf. elektrontl, y zafeni, rentgenovych paprskii ptimo na nadorové
bunky. Cilem tohoto typu terapie je poskodit strukturu DNA nadorovych bunck a tim
zamezit jejich déleni a ristu. Zaroven je zde snaha zateni aplikovat co nejpfesnéji, aby
nedoslo Kk poskozeni bunék okolnich tkani. (Vodic¢ka, 1998) V lékaiské dokumentaci
musi byt zaznamenano, jaky zdroj zateni byl pouzit, 0 jaky typ zareni Slo, jakd byla
aplikace a v neposledni fadé davkovani zafeni (Miller et al., 1981). Radioterapie je

¢asto pouzivana spolecné¢ s chemoterapii a s biologickou 1é€bou (Hynkova et al., 2008).

1.5.1.3 Chemoterapie

Chemoterapie se zacala pouzivat k 1é€bé nadorovych onemocnéni od zacatku 20.
stoleti (DeVita et al., 2008) a od poloviny 60. let je povazovana za jednu ze zakladnich
terapeutickych metod (Klener, 2003). Do roku 1960 byla vyuZivana ptedevSim
radioterapie v kombinaci s chirurgickym odstranénim nadoru. Poté bylo prokazano, ze
je mozné Iécit 1 pokrocilejsi stadia onemocnéni, a to za pouziti chemoterapie. Pokud jiz
propuklo $ifeni mikrometastaz, doslo se k zavéru, ze je vhodné chirurgické odstranéni
nadoru nebo radioterapii kombinovat S chemoterapii. (DeVita, 1978)

Cilem chemoterapie, Vtomto piipad€ tzv. intracelularni chemoterapie, je pouzit
slouceniny s nizkomolekularni povahou a ovlivnit jimi pochody podporujici vniknuti
nadorovych klont, vyzivovani naddorti a metastazovani. K tomu, aby doslo ke spusténi

kaskady pochodl podporujici tvorbu nadorovych bunék je zapotiebi vazby ristového
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faktoru na specificky receptor. Tato vazba zahaji sled dalSich reakci, které poté
vyvrcholi inhibici apoptdzy, abnormalni transkripci bunék, podporou bunécné
proliferace a metastazovanim. V chemoterapii je tedy vyuzivano nékolika inhibitorid

ruznych bunéénych stadii a enzymu.

e Inhibice receptort pro rastové faktory

K inhibici receptorti pro ristové faktory se pouzivaji hlavné monoklonalni
protilatky. Inhibovat receptory pro rastové faktory se zkousi predevSim pii 1é¢be

rezistentniho karcinomu, adenokarcinomu ledviny nebo nadort prostaty.

e Inhibice signalniho pienosu

Signalni pfenos je mozné inhibovat pomoci: inhibitorti receptorovych kinaz,

inhibice farnesyltransferdz, inhibitorti proteinkindzy m-TOR a inhibitorli proteasomu.

o Inhibitof1 receptorovych tyrozinkinaz: ucinkuji dvojim zplsobem, prvnim
mechanismem je blokace aktivace (fosforylace) proteinkindz, druhym

a ucinnéjS$im mechanismem je jejich inaktivace (defosforylace)

o Inhibice farnesyltransferazy: hlavni roli zde hraji tzv. ras proteiny, v patogenezi
vétSiny nadort se uplatiiuje mutace onkogenu ras, nuklearni onkogeny jsou
aktivovany pomoci ras onkogenu, po jejich aktivaci dojde k regulaci bunécné
proliferace, aktivace onkogenu je zéavislda na lipidaci ras proteinu (lipidaci
zajistuje enzym farnesyltransferaza), pokud dojde k inhibici enzymu, bude

nasledovat blokace ras proteinu
o Inhibitofi proteinkidzy m-TOR: jelikoZ se proteinkinaza m-TOR V buiice podili

na procesu transkripce a translace, po jeji inhibici nastane omezeni prolifera¢ni

aktivity nddorovych bun¢k
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o Inhibitofi proteasomu: proteasom je komplex protedz vyskytujici se ve vSech
eukaryotickych buiikkach, hlavni ulohu ma v degradaci intracelularnich
regulacnich proteinii fidicich bunétny cyklus (napi. protein p53), aktivuje

transkrip¢ni faktory, inhibuje transport bunék

e Induktofi apoptdzy

Velky vliv na riist nadoru ma ztrata schopnosti programované bunécné smrti.
V apoptdze je dilezité zaméfit pozornost na proces aktivace receptorti nesoucich smrtici
domény (receptory napt. TNF nebo fas), na aktivaci kaspaz a na omezeni u¢inka bel-2
proteinu (proapoptotické bcl-2 proteiny zvysSuji propustnost mitochondrialni membrany,

vylouci se tak cytochrom c, coz je signal pro provedeni apoptozy).

¢ Inhibice angiogeneze

Angiogeneze je proces, pii kterém dochazi k tvorbé novych krevnich kapilar.
Pro nador vé&tsi nez 1-2 mm?® ma tato skutednost zasadni vyznam. Nador ke svému ristu
potiebuje vyzivu a kyslik. Pokud je nador velky do 2mm?, vyziva a kyslik do nadoru
prostoupi prostou difuzi. Nador vétsi potiebuje zajistit pfisun zivin a kysliku cévami.
Pokud se zabrani angiogenezi V oblasti nadoru, zabrani se tak i dalsimu rdstu nadoru.
Angiogenezi je mozné omezit potlaenim angiogennich faktor, podpofenim
antiangiogennich faktorti, inhibovanim proliferace bun¢k endotelu nebo potlacenim

syntézy enzymu S degrada¢nim U¢inkem na bazalni membranu. (Klener, 2003)

1.5.1.4 Biologicka terapie
Vyskyt zanétu nddorové bujeni podporuje. Biologickou terapii je proto mozné

popsat jako protizanétlivou terapii, ktera kDboji snadorovym bujenim vyuziva

schopnosti imunitniho systému postizeného organismu. Do skupiny biologickych 1é¢iv
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lze ftadit latky pfirozené povahy nebo latky odvozené od téchto pfirozené se
vyskytujicich latek, ktera tlumi vyskyt zanétu v organismu. (Bortlik et al., 2012)

V biologické terapii se vyuzivaji interferony a monoklonalni protilatky. Pouziti
interferonu o je vyznamné pii 1é¢bé hematologickych malignit, U solidnich tumora je
jeho aktivita omezena. (Foon, 1986)

Velkou vyhodou pro pouziti monoklondlnich protilatek je moznost piesné¢ho
zam¢eieni na cilovou strukturu, ¢imz se zamezi poskozeni zdravé okolni tkané.
V soucasné dobé je mozné pouziti nekonjugovanych, ale i konjugovanych protilatek.
Nekonjugované protilatky se zaméfi proti cilovému proteinu. Konjugované protilatky se
ziskaji spojenim monoklonalni protilatky s efektorovou slozkou, napf. s cytokiny,
cytostatiky atd. Takto konjugované¢ protilatky se vyuzivaji jako transportni
mechanismus K cilové burice. (Cwiertka et al., 2004)

Monoklonalni protilatky vykazuji cytotoxicky ucinek zpiisobeny nékolika
mechanismy. Prvnim mechanismem je aktivace klasické drahy komplementu a druhym
ADCC reakce (Mian et al., 1991). K zahajeni aktivace klasické drahy komplementu
dojde na povrsich buné€k, na které se navazaly protilatky. Podstatou je pfemé&na prvni
neaktivni slozky komplemetu C1 na aktivni proteolyticky enzym. Aktivni proteolyticky
enzym rozstépi molekuly dal$i slozky komplementu na dvé ¢asti. Jedna cast zastdva
op¢t funkcei proteolytickou, a $té€pi dalsi slozky. Druhy fragment zastava funkce spojené
napf. S opsonizaci a chemotaxi. V terminalni fdzi komplementové kaskady dojde ke
spojeni komplexu enzymii C5b, C6, C7, C8 a C9. Tento komplex vytvoifi Vv membrané
atakované bunky pory. Porusi se osmotickd rovnovaha a bunika mtze lyzovat (Hotejsi et
al., 2005). Dalsi mechanismus vyuziva skutecnosti, ze n¢které typy leukocyti exprimuji
Fc receptor. K rozpoznani a nasledné fagocytéze nadorovych bunck se musi Fc konec
protilatky navazat na Fc receptor leukocytu (Rosypal, 2000). K navazani dojde pomoci
receptoru CD16. Tento typ reakce se nazyva ADCC reakce, tedy antibody - dependent
cellular cytotoxicity (cytotoxickéd reakce zavisla na protilatkach. K této reakci dochazi
po setkani NK — lymfocytu a opsonizované protilatky tfidy IgG. Dojde Kk agregaci

receptort a pienosu signalt aktivujicich cytotoxické mechanismy (Hofejsi et al., 2005).
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Pouziti monoklonalnich protilatek ma i né€kolik nevyhod. Pii porovnani rychlosti
distribu¢ni kinetiky jsou monoklonalni protilatky pomalejsi nez klasicka cytostatika.
Tento fakt je dan velkou molekulovou hmotnosti monoklonalni protilatky, kterd je
ptiblizn¢ 150x vétsi nez molekulova hmotnost klasickych cytostatik. Velikost ovliviiuje
I prinik do nadorové tkané. Ten je U monoklonalnich protilatek také nizsi. Dalsi
piekazkou je napf. zvySeny intersticialni tlak uvnitt naddoru, ktery znesnadnuje pasivni
difusi protilatek do nédoru. Tyto faktory neptiznivé ovliviiuji pouziti monoklonalnich
protilatek u pacientl s objemnéjsimi tumory. (Shockley et al., 1991)

Relativné novym typem  biologick¢ 1é¢by je  radioimunoterapie.
Radioimunokonjugat je schopny do mista naddoru zacilit 3x az 50x vys$$i davku zafeni
nez do neposkozené tkan€. Vyhodou je, Ze neni nutné, aby se radioimunokonjugét vazal
na kazdou nadorovou bunku. Zafeni ma vétSi dosah zareni nez podani toxini nebo
cytostatik. Knavazani na Dbilkovinnou c¢ast imunoglobulinu se pouziva
vysokoenergeticky B-zafi¢, ktery ma relativné maly polocas rozpadu. (Cwiertka et al.,
2004) Tato terapie je vysoce U¢innd U nékterych hematoonkologickych malignit (napf.

chemorezistentni lymfom) (Press et al., 2001).

1.5.1.5 Kombinovana terapie

V kombinované terapii nddorovych onemocnéni je pouzita kombinace alesponi
dvou typt terapii. Napf. pii 1é€bé nadortt hlavy akrku se vyuziva kombinace
radioterapie s chemoterapii nebo s biologickou 1é¢bou (Hynkova et el., 2008). V tomto
ptipad¢ se podrobné popisi jednotlivé vSechny zplsoby lécby, zda byly aplikovany
soucasn¢ atd. (Miller et al., 1981)
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1.6 Pouziti bakterii pri nadorové terapii

Od konce 19. stoleti dr. William Coley studoval vliv bakteridlnich toxini na
velikost nddoru. Prvnim impulsem ke studii souvislosti mezi bakteridlnim
onemocnénim a rakovinou byl zaznam 1é¢by pacienta Freda Steina, jemuz nador zmizel
po prodélani vysoké horecky zplsobené streptokokovou infekci vyvolanou bakterii
Streptococcus pyogenes. Tento fakt zpiisobil u Coleyho vétsi zajem a pokusil se najit
I dalsi 1ékarské zaznamy S podobnym tématem. (Coley, 1893)

Prvnim Coleyho experimentem bylo Umyslné navozeni streptokokové infekce
bakterii Streptococcus pyogenes u pacienta, muze, jménem Zola Vv roce 1891, ktery m¢l
velky sarkom Vv krku a metastaze v pravé mandli. Po prodélani streptokokové infekce se
jeho stav velice zlepsil. Nedoslo sice K tplnému vyléceni, ale k podstatnému zmensSeni
nadoru a pacient Zil jesté 8,5 roku. (Coley, 1893)

Dle dostupnych poznatkii byla 1écba zhoubnych nédorti vSech typt zaloZena na
prodélani streptokokové infekce. V mnoha piipadech se prokazalo, ze inhibi¢ni ucinek
je dostatecné silny na to, aby mohl zplsobit uplné zmizeni nddoru a nedochézelo
k recidivé. (Coley - Nauts et al., 1945) Coley provedl jesté nékolik experimentl 1écby
neoperovatelného lymfosarkomu Vv krku vyvolanim streptokokové infekce. (Coley,
1891)

V prosinci roku 1892 se Coley dozvédél o pokusech dr. Rogera, které byly
zalozeny na spojeni bakterie Serratia marcescens a jinych mikroorganismu. V tomto
experimentu se prokazalo, Ze toxiny bakterie Serratia marcescens zvysuji virulenci
jinych mikroorganismil, coZ mélo za nasledek silnéjSi imunitni reakci postizené¢ho
organismu. To Coleyho inspirovalo k vytvofeni tzv. Coleyho toxinu, tedy vakciny
obsahujici Serratia marcescens a Streptococcus pyogenes. (Coley - Nauts et al., 1945)
Tuto vakcinu Coley podaval pacientim ve zvysujicich se davkach, aby doslo K vyvolani
horeCky. Pfipustil, Zze je mozné, ze pokud organismu zacne bojovat proti horecCce,

soucasné bude bojovat iproti nadorovym bunkam (Coley, 1893) Pozd&jsi testy
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provazené Shwartzmanem prokazaly, ze toxiny Serratia marcescens jsou silngjsi, nez
toxiny raznych druht streptokokii, @ mohou znicit nadorové bunky (Shwartzman, 1937).

Prvni pacientem, kterému Coley podal tzv. Coleyho toxin byl 16-ti lety chlapec
S masivnim bfiSnim nddorem. K prvnimu podanim Coleyho toxinu doslo 24.1. 1893.
Coley aplikoval intratumoralné toxin n€kolik dni. V misté aplikace se vytvofil zanét. Po
kazdé aplikaci doSlo k vyraznému zvyseni télesné teploty. Po nékolika dnech jiz
dochazelo Kk postupnému zmensovani velikosti nadoru. V srpnu roku 1893 byl nador
sotva znatelny (Coley, 1893).

Velice dulezité bylo i zajisténi spravné piipravy toxinu. Prvni Coleyho toxin byl
ptipraven Alexandrem Lambertem v New Yorku na College of Physicians and
Surgeons. Alexandr Lambert vakcinu (typ IV) ptipravil tak, Ze ob¢€ kultury sterilizoval
prichodem pfes filtr a smichal je dohromady az v okamziku pouziti. U fady nadorii
nedoslo po 1é¢bé touto vakcinou K recidive, zdalo se ale, Zze je vakcina pomérné slaba.
Pocatkem roku 1894 se pokusil Coleyho toxin pfipravit Buxton tim zpisobem, ze
péstoval obé dvé kultury dohromady. Tento piipravek se také sterilizoval filtraci.
Ukézalo se, Ze takto vyrobend vakcina (typ V) je U¢inngj$i neZz vakcina vyrobena
Lambertem (typ 1V). V Cervnu 1894 Buxton ptipravil vakcinu (typ VI), ve které toxiny
nebyly filtrovany. Kultury byly péstovany spolecné, jako u vakciny typ V, ale byly
sterilizovany zahtatim na 50-60°C. Vakcina typu VI se zda byt nejsilngjsi (Coley-Nauts
etal., 1945).

Sedm let po zavedeni Coleyho toxinu byly publikovany dvé vyznamné studie, které
se zabyvaly pouzitim streptokokovych toxint iU jinych onemocnéni. Napt. Moullin
uspesné pouzil streptokokovy toxin pii 1é€beé chronickych viedi na kGzi nebo viedl
zpiisobenych onemocnénim syfilis (Mouliin, 1898).

Bylo prokazano, ze napt. obligatni a fakultativné anaerobni bakterie jsou schopny
kolonizovat nador a v ném se replikovat (Pawelek et al., 1997). Z tohoto divodu je
anaerobnim bakteriim pfisuzovan velky potencidl pfi terapii nddorovych onemocnéni.
Jejich protinadorovy ucinek spociva Vv piimé toxicité, Vv usnadnéni nespecifickych
imunitnich reakci (Sukhan, 2000), jsou schopny vyéerpat zakladni Ziviny uvnitf nadoru

a Vv dusledku kolonizace nadoru umi ménit jeho mikroprostiedi (Thamm et al., 2005).
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Predpoklada se, ze anaerobni bakterie mohou mit | imunomodulacni G¢inky, jako je

stimulace dendritickych bunék nebo vliv na Th lymfocyty (Wyant et al., 1999).
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1.7 Nadorova terapie S vyuzitim kladné nabitych molekul

1.7.1 Adheze bakterii

Vsechny bakterie, jak grampozitivni, tak gramnegativni, maji na svém povrchu bud’
pozitivni, nebo negativni naboj. Diky naboji mohou bakterie snadno ptilnout k povrchu
néjaké jiné bunky nebo k jakémukoliv biomaterialu. Této skutenosti se vyuziva napf.
pfi studiu antimikrobidlnich U¢inka na nékterych povrsich. Bylo zjisténo, ze vSechny
bakterie nejrychleji adheruji na kladné nabity povrch, ovSem na tomto kladné nabitém
povrchu nedoSlo K naslednému rustu gramnegativnich bakterii. Naproti tomu na
negativné nabité povrchy, i pfes pocate¢ni niz$i piilnavost, doslo k exponencionalnimu
rastu bakterii jak grampozitivnich, tak i gramnegativnich kmeni. Tyto vysledky
naznacily, Ze kladné nabité povrchy biomaterialit mohou mit antimikrobidlni G¢inek jen
pro gramnegativni bakterie (Gottenbosa et al., 2001).

Vétsina bakterii je nosi¢em naboje zaporného. Jejich ptilnavost je tedy sméfovana

na povrchy kladn¢ nabité (van Loosdrecht et al., 1990).

1.7.1.1 Adheze pozitivné nabité bakterie Stenotrophomonas maltophilia

Bakterie Stenotromphomonas maltiphilia je pii fyziologickém pH kladné nabita,
pfi¢emz jeji kladny ndboj pochéazi ziejmé ze struktury uspotfadani proteind ve vngjsi
membrané. Jeji povrchovy isoelektricky bod je pii pH 11. S. maltophilia velice dobie
adheruje k negativné nabitym povrchim, jako je sklo nebo teflon. (Jucker et al., 1996)
Z tohoto divodu jsme piedpokladali, ze bude dobte adherovat Kk negativné nabitym
nadorovym buikam.

Naboj na povrchu bakteridlnich bunék je obvykle odvozen od jejich zeta
elektrokinetického potencialu, které je mozné zjistit vypocCtem bakteridlni mobility

Vv elektrickém poli (Rijnaarts, 1994).
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1.8 Stenotrophomonas maltophilia

Bakterie v dnesni dobé znama pod nazvem Stenotrophomonas maltophilia byla
Vv roce 1961 zaclenéna do rodu Pseudomonas (od toho Pseudomonas maltophilia) (Hugh
et al, 1961), pozd¢i vroce 1983 do rodu Xanthomonas (od toho
Xanthomonasmaltophilia) aaz vroce 1993 do rodu Stenotrophomonas, kde ji
nalezneme doposud (Pinot et al., 2011).

S. maltophilia je gram negativni, aerobni, bi¢ikata bakteric nevyvolavajici
fermentaci (Liu et al., 2012). Tvarem jsou bakteric rovné, az mirné¢ zakiivené.
Jednotlivé bunky jsou velké 0,5 — 1,5nm (Denton et al., 1998). Pohyblivost je zajisténa
pomoci n¢kolika polarnich bi¢ikti (Carmody et al. 2011). Maji schopnost tvofit kolonie
pfi optimdlni teploté 35°C (Denton et al., 1998). Kolonie je mozné odlisit od ostatnich
bakterialnich kolonii pomérné dobie, diky jejich typickému vzhledu. S. maltophilia
tvoti hladké kolonie, kulaté a zelen€ zbarvené. Stied kolonie je olivové zeleny, smérem
k okrajim zelena barva slabne. Pfipadné mutize byt stfed opét tmavé zeleny, ale okraj do
svétlé modro — zelené barvy (Adjidé et al. 2010). Ke svému rlstu potiebu;ji
aminokyseliny methionin a cystein (Denton et al., 1998).

Pro tento experiment je velice zasadni fakt, ze S. maltophilia je ve fyziologickém
pH pozitivné nabita. Jeji pozitivni naboj je dan skladbou vnéjsi membrany, ve které jsou
pfitomny proteiny. VéEtSina bakterii mé ve fyziologickém pH néboj zaporny, pozitivni
naboj byl krom¢ S. maltophilia nalezen pouze u Streptococcus thermophylus, ato jen
pii ur¢itém zpusobu kultivace. Jeji povrchovy isoelektricky bod je pti pH 11 (Jucker et
al. 1996).

S. maltophilia zptisobuje nozokomialni infekce, jako je zapal plic, endokarditidy,
infekce centrdlniho nervového systému, zraku, mocovych cest, kosti a kloubt, kiize
a mekkych tkéani a gastrointestindlni infekce. Obcas je spojovana S vyskytem septického
Soku U pacientll Vv kritickém stavu a U imunosuprimovanych pacientd. (Mehmet et al.
2011) S. maltophilia se vyskytuje vSude kolem nas, je mozné ji izolovat z vody, pudy,
ale i z rostlinné tkan¢ (Ryan et al. 2009).
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1.9 Serratia marcescens

Bakterie Serratia marcescens byla poprvé zaznamenana Vv roce 1819 v provincii
Padova v Italii, kde ji objevil 1ékarnik BartolomeoBizio a pojmenoval ji podle italského
fyzika jménem Serafino Serrati (Merlino 1924). V prubéhu mnoha let se pojmenovani
této bakterie jesté nckolikrat zménilo, napf. Chronobacterium prodigiosum (Gaughran
1968), 1980 doslo ke kone¢nému pojmenovani bakterie na Serratia marcescens
(Skerman et al. 1980).

S. marcescens se fadi do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jde o fakultativné anaerobni,
chemoorganotrofni bakterii, kterd nema zadné specidlni pozadavky na ziviny (Grimont
et al. 1992). Bakterie je 0,9 — 2 um dlouh4, v priméru ma piiblizné¢ 0,5 — 0,8 um a je
gram negativni. Tvarem je uspofddand jako rovna tycka se schopnosti pohybu diky
ptitomnosti bi¢ikll. (Van Houdt et al. 2007) Tyto bakterie tvoii kolonie charakteristické
produkci rizového, az ¢erveného barviva prodigiosin, které¢ bylo diive pouzivano jako
biologicky indikéator (Grimont et al. 1992). Na agaru tvofi malé, kulaté a hladké kolonie
S vyraznou pigmentaci (Alberti et al. 1990). S. marcescens muze byt kultivovdna
vrozmezi teplot 5 — 40 °C, ovSem nejvhodnéjsi teplota ke kultivaci je 37°C
(Rjazantseva et al. 1994). S. marcescens se vyskytuje Vv zZivotnim prosttedi naprosto
bézné, predevsim ve vlhkém prosttedi jako je napt. pida, voda, potraviny (Fox et al.
1981). Pro tento experiment je velice dllezity poznatek tykajici se naboje bakteri.
S. marcescens je zaporné nabitou bakterii (Dickson et al., 1989). Jeji povrchovy
isoelektricky bod je pii pH 2,5 (Van der Mei et al., 1992,

Az do roku 1950 byla S. marcescens povazovana za nepatogenni, saprofyticky
mikroorganismus (Wheat et al. 1951). Od roku 1960 byly hlaseny stale cast&jsi infekce
zpiisobené touto bakterii (Dodson 1968). Slo piedeviim 0 nozokomialni infekce, napf.
infekce mocovych a dychacich cest (zapal plic) u dospélych, u déti gastrointestinalni

infekce, infekce zasahujici oko ¢i rany po operaénim vykonu (Hejazi et al. 1992).
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2. Cile prace

1. Reserse zahrnujici obecnou problematiku nadorovych onemocnéni.

2. Reserse se zaméfenim na terapii nadort zalozenou na pouziti mikroorganismii.

3. Zavedeni metody kultivace bakterii Stenotrophomonas maltophilia a Serratia
marcescens.

4. In vivo studium vlivu bakterii Stenotrophomonas maltophilia a Serratia

marcescens na melanom B16-F10.
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3. Hypotézy

e Intratumorani aplikace bakterii Stenotrophomonas maltophilia a Serretia

marcescens vyvola redukci nadorového ristu.

Aplikovani bakterii vyvola zanét a zanétlivy infiltrat poskodi nadorové bunky.

e Diky kladnému naboji vykaze bakterie Stenotrophomonas maltophilia lepsi
protinadorovy u¢inek nez srovnatelna gramnegativni bakterie Serratia

marcescens

Aplikovéni stejnych mnozstvi obou bakterii intratumoralné¢ vyvold srovnatelny
zanét, piiemz V ptipadé S. maltophilia, které nabojové interaguji S nadorovymi
bunikami, se U¢inek bunécného infiltratu projevi vétsi likvidaci nadorovych bunék

a vétsi inhibici nadorového rastu.

e Umélou instalaci kladného ndboje na bakterii S. marcescens bude dosazeno
zvySeni protinadorového ucinku, coz bude dalsim potvrzenim vyznamu néaboje

pfi pouziti bakterii v 1é€bé€ rakoviny.

Bakterie takto upravené budou interagovat lépe Snadorovymi bunikami, coz

podpofti protinadorovy ucinek zanétlivého infiltratu.
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4. Metodika vyzkumu

4.1 Chemikalie

RPMI 1640 s10% FCS, glutaminem, merkaptoethanolem a antibiotiky (pfiprava
bun¢k) (Sigma-Aldrich)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (piiprava bun¢k, proplachovani)
Trypanova modi (pocitani bun¢k v Biirkerové komirce)

Lipopolysaccharides from Escherichia coli0111:B4 purified by phenolextraction,
L2630 Sigma (Sigma) (LPS)

Oligolysin, Mw 500-2000 (Sigma-Aldrich)

Stenotrophomonas maltophilia (Hugh 1980, Palleroni and Bradbury 1993) (kmen
CCM 1640 z Ceské sbirky mikroorganismil, Brno)

Serratia marcescens subsp. Marcescens (Bizio 1823) (kmen CCM 303 z Ceské sbirky
mikroorganismi, Brno)

Krevni agar s 5% defibrinované berani krve (KAC, Dulab)(kultivace)

4.2 Experimentalni zvirata

Pii pokusech byly pouzity mysi inbredniho kmene C57BL/6 od Charles River
Laboratories, samice. Pfi dodani byly mys$i 8 tydnd staré. Mysi byly chovany ve
zvéfinci na Parazitologickém ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské
republiky v Ceskych Budgjovicich. Mysi byly chovany s fotoperiodou 12/12, pii

neomezeném pristupu K vodé a standardni potrave.
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4.3 Bunécéna linie

Pti pokusech byla pouzita bunécna linie mySiho melanomu B16-F10, které byly
darem od prof. Rihové (MBU, Praha). Buiiky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10 %
bovinnim fetdlnim sérem, antibiotiky (Sigma-Aldrich), glutaminem
a merkaptoethanolem. Kultivace bunék probihala Vtermostatu pii teploté¢ 37°C.
Atmosféra termostatu byla nasycena vodnimi parami obsahujicimi 5 % oxidu

uhli¢itého.

4.4 Piiprava bunék mysiho melanomu B16-F10 pro in vivo

pouZziti

Nejprve bylo z bunék odstranéno médium. Bunky byly proplachnuty sterilnim PBS
(celkem 2x). Po proplachnuti bun¢k pomoci PBS byla provedena trypsinizace (0,02 %
trypsin a 0,02% EDTA v PBS) a nasledn¢ se bunky vlozily na 1 — 5 min. do termostatu
pii 37°C. Trypsinizace byla zastavena ptidanim malého mnozstvi média (RPMI 1640
s10% FCS). V mediu byly bunky rozvolnény protahovanim Pasteurovou pipetou.
Centrifugaci oddélené bunky byly prelity do zkumavky. Zkumavka byla doplnéna
RPMI 1640 s 10% FCS na objem 20 ml. VSse bylo centrifugovano (10min., 150g) a poté
bylo medium vylito. Buniky byly opét rozsuspendovany v RPMI 1640 (2 — 3 ml) pomoci
Pasteurovy pipety. Nasledné se buiiky obarvily trypanovou modii a jejich pocet byl
spocitan pomoci Biirkerovy komurky. Dle vysledného poctu bunék byla suspenze

nafedéna na potiebnou koncentraci.
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4.5 Transplantace nadorovych bunék B16-F10

Ve staii 8 tydnti byly mysi oholeny na pravé zadni Casti zad. Nasledné bylo pod
kazi na oholené misto transplantovano400 000 bun¢k melanomu B16-F10 v 0,1ml

RPMI 1640 bez séra.

4.6 Priprava Stenotrophomonas maltophilia pro injikovani do

nadoru

Sbirkovy kmen dodany Vv lyofilizované formé byl rozsuspendovany v 1ml sterilniho
PBS. Material byl inokulovan na krevni agar typu KAC (spol. Dulab). Inokulace byla
provedena principem kiizového roztéru pomoci mikrobiologické ockovaci klicky.
Kultivace probihala 24 hodin v termostatu pii teplot¢ 37°C. Poté byly bakterialni
kolonie sklizeny do zkumavky s kénickym dnem obsahujici 30ml sterilniho PBS.

Po sklizeni kolonii byl zjistén pocet bakterii v 1ml suspenze. Z ptipravené a fadné
promichané bakterialni suspenze bylo odebrano 10 ul do zkumavky s kénickym dnem.
Do této zkumavky bylo piidano 990 ul PBS aopét bylo vSe promichano. Z takto
zfedéné suspenze bylo odpipetovano 50 pl do mikrozkumavky. K odpipetované
suspenzi bylo pfidano 50 pltrypanové modii. Pomoci trypanové modri doslo K rozliseni
zivych amrtvych bakterii. Pocet bakterii byl zjiitén v Biirkerové komurce. Ziva
S. maltophilia ma bilou, az prihlednou barvu aje pohybliva. Naopak mrtva
S. maltopholia je tmaveé modra a neni pohybliva.

Po zjisténi koncentrace byla suspenze zamrazena pii teploté -70°C. Pfed pouzitim
byly bakterie zabity piisobenim UV zéfeni po dobu 1 hodiny. Jedna terapeuticka davka

obsahovala 50 ul suspenze a byla podana intra tumoralné.
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4.7 Priprava Serratia marcescens pro injikovani do nadoru

Sbirkovy kmen dodany Vv lyofilizované formé byl rozsuspendovany v 1ml sterilniho
PBS. Material byl vyset na krevni agar typu KAC (spol. Dulab). Inokulace byla
provedena pomoci mikrobiologické ockovaci klicky principem kfizového roztéru.
Bakterie byly kultivovany po dobu 24 hodin Vv termostatu pfi stalé teplot¢ 37 °C. Po
24 hodinach doslo ke sterilnimu sklizeni kolonii do konické zkumavky se 30ml
sterilniho PBS.

Nasledn¢ se uréila koncentrace suspenze, Cili pocet bakterii v 1ml suspenze.
Pfipravena bakteridlni suspenze byla promichana abylo zni odpipetovano 10ul
suspenze. 10ul suspenze bylo steriln¢ pirevedeno do koénické zkumavky a bylo ptidano
990ul PBS. Takto vznikld suspenze byla opét promichana. Ze zifedéné bakterialni
suspenze bylo odpipetovano 50ul do mikrozkumavky. Pro odliSeni mrtvych a Zivych
bakterii bylo k suspenzi pfidano 50ultrypanové modii. Bakterie byly pocitany pomoci
Biirkerovy komurky. Zakladni rozdil mezi zivymi a mrtvymi bakteriemi byl v barvé
a pohyblivosti. Ziva S. marcescens je diky bi¢iku pohybliva a ma bilou barvu. Mrtva
S. marcescens je nepohybliva a barva je tmaveé modra.

Po spocitani byly sklizené kolonie v PBS zamrazeny pfi teploté -70°C. Pied prvnim
pouzitim byly bakterie zabity ozafenim UV po dobu 1 hodiny. Davka se podévala intra

tumoralné v mnozstvi 50ul.

4.8 Méreni velikosti nadoru

V obou pokusech byl sledovan riist @ objem nadort. Nadory byly méfeny jednou za
dva dny pomoci kaliperu, tim byla zjisténa velikost nadoru. Objem néadoru byl
vypocitan pomoci vzorce V = n/6 AB2, kde A je délka naddoru (nejvétsi rozmér nadoru)

a B je vySka nadoru (nejmensi rozmér nadoru) (Inaba et al., 1986).
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4.9 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno V programu MS Excel pomoci
Studentova t-testu. Piezivani mysi bylo vyhodnoceno pomoci testu Kaplan-Meier

v programu MedCalc.

4.10 Pokus €. 1: In vitro: Kultivace bakterii

Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens

V tomto in vitro experimentu byl pro Kkultivaci v obou piipadech bakterii pouzit
krevni agar typu KAC, obsahujici 5% defibrilované berani krve. Inokulace bakterii na
KAC byla provedena pomoci sterilni mikrobiologické ockovaci klicky. Kultivace trvala
24 hodin v termostatu pii teploté 37°C. Druhy den byly bakterialni kolonie sklizeny
arozsuspendovany Vv PBS. Pocet bakterii v 1 ml byl stanoven pomoci Biirkerovy
komurky, kdy byl spoéitan pocet bakterii ve 25-ti Ctvercich. Pro snazs$i orientaci
a rozpoznatelnost bakterii byly bakterie obarveny trypanovou modii.

Podrobny popis ptipravy bakterii viz. Pfiprava Stenotrophomonas maltophilia pro

injikovani do nadoru a Ptiprava Serratia marcescens pro injikovani do nadoru.

4.11 Pokus €. 2: In vivo: Prirozené metastazujici melanom
B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci bakterii

Stenotrophomonas maltophilia

V tomto experimentu bylo pouzito 20 samic mySi kmene C57BL/6, které byly

8 tydnu staré. MySim bylo transplantovano podkozné po 400 000 bun¢k melanomu
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B16-F10. 12. den po transplantaci byly mysi randomizovany do 4 skupin (A, B, C, K)
po 5-ti mySich a doslo k zahajeni nadorové terapic. Mysi byly dany do akvarek po
jedné.

Skupina K byla kontrolni a nebyla 1é¢ena vibec. Skupiny A, B a C byly 1é¢eny pomoci
bakterie Stenotrophomonas maltophilia a LPS.

Skupina A — Stenotrophomonas maltophilia
Skupina B — Stenotrophomonas maltophilia + LPS
Skupina C — LPS

Skupina K — PBS (kontrola)

V tomto experimentu byla velikost nadoru méfena obden asledovana doba
preziti. Data byla statisticky vyhodnocena pomoci Studentova t- testu a prezivani bylo

vyhodnoceno pomoci testu Kaplan-Meier.

Schéma davkovani:

e Skupina A — obden aplikace intratumoralné 50ul suspenze bakterii
Stenotrophomonas maltophilia, celkem 6 davek (den 0, 2, 4, 6, 8, 10)

e Skupina B — obden aplikace intratumoralné 50pl suspenze bakterii
Stenotrophomonas maltophilia + LPS, celkem 6 davek (den 0, 2, 4, 6, 8, 10)

e Skupina C — obden aplikace intratumoralné 50ul LPS, celkem 6 davek (den 0, 2,
4,6, 8, 10)

e Skupina K — obden aplikace intratumoralné 50ul PBS (kontrola), celkem 6
davek (den 0, 2, 4, 6, 8, 10)

Ptiprava preparati

e Skupina A — Stenotrophomonas maltophilia: ptipravena suspenze (410mil.
bakterii S. maltophilia/ ml PBS) byla rozplnéna do 6-ti zkumavek po 330ul
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e Skupina B — Stenotrophomonas maltophilia + LPS: 2ml pfipravené suspenze
(410mil. bakterii S. maltophilia/ ml PBS) bylo smichano s 1mg LPS a rozplnéno
do 6-ti zkumavek po 330ul

e Skupina C — LPS: Img LPS byl rozpustén ve 2ml PBS arozplnén do 6-ti
zkumavek po 330ul

e Skupina K —PBS: 2ml PBS bylo rozplnéno do 6-ti zkumavek po 330ul

4.12 Pokus €. 3: In vitro: Prirozené metastazujici melanom
B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci bakterii

Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens

V tomto pokusu bylo pouZzito 24 samic mysi kmene C57BL/6, 8 tydnd starych.
Mysim bylo transplantovano 400 000 bunék melanomu B16-F10. 13. den po
transplantaci byly mysi randomizovany do 4 skupin (A, B, C, K) po 6-ti mysich
a zahajila se nadorova terapie. Mysi byly dany do akvarek po jedné.

Skupina K byla kontrolni, proto ji nebyl podavan zadny typ terapie. Skupiny A, Ba C
byly 1é¢eny pomoci bakterii Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens.

Skupina A — Stenotrophomonas maltophilia
Skupina B — Serratia marcescens

Skupina C — Serratia marcescens + oligolysin
Skupina K — PBS (kontrola)

V tomto experimentu byla velikost nddoru métena také obden a sledovana doba

preziti. Stejné jako Vprvnim pokusu byla data statisticky vyhodnocena pomoci

Studentova testu a piezivani bylo vyhodnoceno pomoci testu Kaplan-Meier.
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Schéma davkovani:

Skupina A — pulzni aplikace intratumoralné 50 pul suspenze bakterii
Stenotrophomonas maltophilia, davkovani 3 dny za sebou a poté 5 dni pauza,
celkem 12 davek (den 0,1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26)

Skupina B — pulzni aplikace intratumoraln¢ 50 ul suspenze bakterii Serratia
marcescens, davkovani 3 dny za sebou a poté 5 dni pauza, celkem 12 davek (den
0,1,2,8,9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26)

Skupina C — pulzni aplikace intratumoralné 50 pl suspenze bakterii Serratia
marcescens + oligolysin, davkovani 3 dny za sebou a poté 5 dni pauza, celkem
12 davek (den 0,1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26)

Skupina K — pulzni aplikace intratumoralné¢ 50 pl PBS, davkovani 3 dny za
sebou a poté 5 dni pauza, celkem 12 davek (den 0,1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24,
25, 26)

Ptiprava preparati

Skupina A — Stenotrophomonas maltophilia: bakterie v ptipravené suspenzi

(S. maltophilia + PBS, 1 456 mil. bakterii/ml) byly zabity ptisobenim UV zafeni
po dobu 1 hodiny, byla upravena koncentrace bakterii v suspenzi na 500 mil.
bakterii/ml, suspenze byla rozplnéna do 12-ti zkumavek po 400ul

Skupina B — Serratia marcescens: bakterie v pfipravené suspenzi (S. marcescens
+ PBS, 1 040 mil. bakterii/ml) byly také zabity ozafenim UV po dobu 1 hodiny,
doslo k upraveni koncentrace bakterii v suspenzi na 500 mil. bakterii/ml,
suspenze byla rozplnéna do 12-ti zkumavek po 400ul

Skupina C — Serratia marcescens + oligolysin: ke 3ml pfipravené suspenze

(S. marcescens + PBS, 1 000 mil. bakterii/ml) bylo ptidano 12 ml 10 mM DTT,
zkumavka se suspenzi @ DTT byla na 1 hodinu uloZena na led a poté byla
centrifugovana (10 min, 10 000 G, 4°C). Ve druhé zkumavce bylo smichano 9ml
1mM oligolysinu s 9ml 1 mM SMCC a ponechano reagovat 1 hodinu pii
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pokojové teploté. Ke zcentrifugovanym bakteriim byl ptidan oligolysin + SMCC
a po rozsuspendovani byla provedena kultivovace po dobu 1 hodiny pii
pokojové teploté. Bakterialni suspenze s piidanym oligolysin-SMCC byla opét
centrifugovana (10 min, 10 000 G, 4°C), supernatant byl slit, bakterialni
sediment byl pfidanim PBS rozsuspendovan na 6ml (koncentrace 500 mil/ml)

a rozplnén do 12-ti zkumavek po 400ul

Skupina K — PBS (kontrola): PBS bylo rozplnéno do 12-ti zkumavek po 400ul
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5. Vysledky

V ¢asti s vysledky je uvedeno mnozstvi a koncentrace ziskané bakterialni suspenze
S. maltophilia a S. marcescens. V piehlednych grafech je znazornén vliv terapie na
velikost nadoru, viz. Obr. 1 aObr. 3. Grafy na Obr. 1 aObr. 3 byly provedeny
statistickym vyhodnocenim pomoci Studentova t-testu v programu MS Excel. Obr. 2
a Obr. 4 znazornuji vliv 1é&¢by na pteziti. Grafy na Obr. 2 a Obr. 4 byly provedeny

pomoci testu Kaplan-Meier v programu MedCalc.

5.1 Pokaus ¢. 1: In vitro: Kultivace bakterii Stenotrophomonas

maltophilia a Serratia marcescens

Kultivaci bakterie S. maltophilia bylo pro pokus ¢. 2 ziskano celkem 80ml
bakterialni suspenze 0 koncentraci 410mil. bakterii/ml, pro pokus ¢. 3 bylo ziskano
celkem 80ml suspenze bakterii 0 koncentraci 1 456 mil. bakterii/ml.

Kultivaci bakterie S. marcescens bylo pro pokus ¢. 3 ziskano celkem 80ml suspenze

bakterii 0 koncentraci 1 040 mil. bakterii/ml.
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5.2 Pokus ¢. 2: In vivo: Prirozené metastazujici melanom

B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci bakterii

Stenotrophomonas maltophilia
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Obr. 1: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A - 1é¢ena S. maltophilia (410mil.
bakterii/ml PBS), skupina B - 1é¢ena S. maltophilia + LPS (410mil. bakterii + 0,5 mg

LPS/ml PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS) a skupina K je kontrolni (PBS).

Statistickd vyznamnost ve srovnani S kontrolni skupinou K : * = P<0,05 ** = P<0,01

k% = P<() 005% %% = P<0,001.
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Obr. 2: Vliv 1é¢by na preziti: Skupina A - 1é¢ena S. maltophilia (410 mil. bakterii/ml
PBS), skupina B - 1é¢ena S. maltophilia + LPS ( 410mil. bakterii + 0,5 mg LPS/ml
PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS) a skupina K je kontrolni (PBS).

U skupiny B bylo ve srovnani se skupinou K dosazeno statisticky vyznamného

prodlouzeni pteziti (P<0,05).
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5.3 Pokus ¢. 3: In vivo: Prirozené metastazujici melanom
B16-F10 a jeho ovlivnéni intratumoralni aplikaci bakterii

Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens
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Obr. 3: Vliv terapie na velikost nadort.. Skupina A - 1é¢ena S. maltophilia (500 mil.
bakterii/ml PBS), skupina B - 1é¢ena S. marcescens (500 mil. bakterii/ml PBS),
skupina C — 1é¢ena S. marcescens + oligolysin (500 mil. bakterii/ml PBS) a skupina
K je kontrolni (PBS).

Statistickd vyznamnost ve srovnani S kontrolni skupinou K : * = P<0,05, ** = P<0,01,

*xk = P<0,005 ,*¥*** =P<0,001.
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Obr. 4: Vliv terapie na preziti. Skupina A - 1écena S. maltophilia (500 mil. bakterii/ml
PBS), skupina B - 1écena S. marcescens (500 mil. bakterii/ml PBS), skupina C — 1é¢ena
S. marcescens + oligolysin (500 mil. bakterii/ml PBS) a skupina K je kontrolni (PBS).

Mezi skupinami nebyly detekovany statisticky vyznamné rozdily v pfeziti.
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6. Diskuse

V prvnim in vitro experimentu, ve kterém byla pouzita bakterie Stenotrophomonas
maltophilia byla potvrzena hypotéza ptiznivého vlivu intratumoralni aplikace bakterie
na melanom. Tato hypotéza je vsouladu stvrzenimi dr. Coleyho (Coley, 1893).
Sledovalo se ovlivnéni rustu melanomu B16-F10 intratumoralni aplikaci bakterie
Stenotrophomona  maltophilia  aaplikaci kombinace této  bakteric a LPS.
Stenotrophomonas maltophilia pasobila i sama 0 sobé velice dobie a dalsi pidavek LPS
byl viceméné zbyte¢ny, jelikoz v bakterialni sténé se nachazi LPS v dostate¢ném
mnozstvi. Statisticky nejvyznamnéjsi bylo méfeni provedené ve 4. dni terapie, kdy je
ziejmé, Ze bakterie ma na objem nadoru velky vliv. Vyhodnotila se idoba pieziti
jednotlivych skupin. Ve skupingé, kde byla podavana smés Stenotrophomonas
maltophilia + LPS bylo dosazeno statisticky vyznamného prodlouzeni pteziti a doposud
zije (k 10. 8. 2013 472 dni, po zahajeni terapiec dne 26. 4. 2012) bez jakychkoliv
ptiznakt jedna mys.

Druhym in vivo experimentem byla potvrzena druha a téeti hypotéza. A to hypotéza
o vlivu naboje bakterie na velikost nadoru. Testovanim bakterii Stenotrophomonas
maltophilia a Serratia marcescens bylo potvrzeno, ze bakterie Stenotrophomonas
maltophilia vyvolala statisticky vyznamnou redukci nadorového rastu. Naproti tomu
ucinek bakterie Serratia marcescens byl vyrazné niz$i a statisticky nevyznamny. Toto
zjisténi bylo v souladu s hypotézou, Ze ptisobeni dvou gramnegativnich bakterii bude
ovlivnéno jejich nabojem. Kladné nabité bakterie Stenotrophomonas maltophilia vice
interagovaly se zaporn€ nabitymi nadorovymi buiikami a navedly na né tak imunitni
odpovéd’. Toto tvrzeni je v souladu s poznatky dr. Jucker, ktera potvrdila, ze kladné
nabita Stenotrophomonas maltophilia dobte adheruje na zaporn€ nabity povrch (Jucker
et al., 1996). Zaporny naboj nadorovych bunék je dan ptitomnosti vétsiho mnozstvi
fosfatidylserinu a kyseliny sialové (Marquez et al.,, 2004, Riedl et al., 2011). Jako
ovéfeni byla vsouladu stfeti hypotézou pouzita bakteric Serratia marcescens +
oligolysin . S pomoci kovalentné¢ vazané¢ho oligolysinu doslo k upravé povrchového

naboje pivodné negativné nabité bakterie, na bakterii s povrchovym nabojem kladnym

54



Ocekavalo se zvySeni jejich protinadorového tucéinku, coz se potvrdilo. Serratia
marcescens s povrchové navazanym oligolysinem vykazovala protinadorovou aktivitu
jako Stenotrophomonas maltophilia, kterda ma prirozené pozitivni naboj. V druhém in
vivo experimentu prodlouzeni pfeziti nebylo statisticky vyznamné.

Ze srovnani ucinku S. maltophilia v obou in vivo experimentech vyplyva vyrazné
vy$8i redukce nadorového rustu Vv piipadé prvniho pokusu. Vzhledem k tomu, Ze byly
injikovany srovnatelné davky bakterii, domnivame se, ze dilezity je rezim podavani.
Jako lepsi se jevi rezim obden, nikoli pulzni.

Hlavni vysledek, ato tvrzeni, ze pro dobré protinddorové plsobeni zanét
vyvolavajiciho pripravku je dulezité zajistit jeho interakci Snadorovymi buikami,
odpovidé poznatkiim Kovarové, 2013 (viz nize). Kovatova pouzila jako prostfedek proti
melanomu B16-F10 intratumoralni aplikaci Zymosanu A, tedy fragmenti stény
Saccharomyces cerevisiae kostimulovanou LPS. Kovalentni ukotveni téchto fragmenti
na nadorové bunky vedlo k dramatickému zvyseni G¢innosti terapie timto biologickym

ptipravkem (Kovarova, 2013).
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7. Z.avér

e Byla vypracovana reSerSe tykajici se problematiky nadorovych onemocnéni

a jejich terapie, vcetné terapie pomoci mikroorganismt.

e Prostudovanim védeckych publikaci byla nalezena bakterie vykazujici ve
fyziologickém pH (7,34 — 7,44) kladny naboj naboj (pI=11), ato bakterie
Stenotrophomonas maltophilia a kontrolni bakterie S negativnim nadorem, tedy

bakterie Serratia marcescens.

e Byla zavedena kultivace bakterii S. maltophiliaa S. marcescens.

e Byla potvrzena hypotéza vlivu intratumoralni aplikace bakterie S. maltophilia
vedouci k redukci nadorového rastu. Zanétlivy infiltrat poskozoval nadorové
buniky a dochazelo K vyrazné redukci nadorového rustu. Piidavek LPS tento

efekt prohloubil jen minimalné.

e Druhym in vivo experimentem se potvrdila hypotéza 0 rozhodujici loze naboje
bakterie na redukci nadorového rustu. Navazadnim kladné nabité bakterie
S. maltophilia na zaporn¢ nabitou nadorovou buiiku doslo nasmérovani ataku
zanétlivého infiltratu na nadorové buiky, coz se projevilo statisticky vyraznou
redukci nadorového ristu. Uinek srovnatelného mnozstvi obdobné bakterie

S. marcescens nesouci vSak zaporny naboj nebyl statisticky vyznamny.

e Jako ovéfeni hypotézy 0 rozhodujici tloze pozitivniho naboje pii plisobeni
S. maltophilia byla pouzita bakterie S.marcescens s kovalentné navazanym
oligolysinem, tedy latkou vyrazn€ pozitivnim nabojem. Tim byl upraven
pfirozené negativni naboj S. marcescens na naboj pozitivni. Dle oc¢ekavani se
protinadorovy ucinek zvysil. Pro protinadorové piisobeni zanét vyvolavajicich

biopreparatt je tedy dilezité zajistit jejich interakci S nadorovymi bunikami.
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