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SOUHRN

Devitalizace je chirurgicko-imunologicka metoda pouzivajici se k 1é¢bé solidnich
tumord. Pfi operaci se podvaze cévni zasobeni naddoru (tepny i zily) a naddor se ponechd v téle
in situ, neodstranuje se. Po pferuseni krevniho zasobeni dochazi v podvazané tkani k nekroze.
Rozpadajici se tkan vyvola reakci imunitniho systému, ktery zni¢i nejen piivodni nador, ale i
vSechny metastazy. Je jedno, zda se podvaze primarni nddor nebo metastaza, imunitni systém
reaguje vzdy stejné. Jelikoz je vSak kazdé nadorové onemocnéni spojené s imunodeficienci, je

potfeba imunitni systém podpofit. Prikopnikem metody byl MUDr Karel Fortyn.

Devitalizace se zkouSela a stale zkou$i hlavn€ v Ustavu Zivocisné fyziologie a

genetiky Akademie véd v Libéchove.

Nejprve probihali experimenty zkoumajici vliv devitalizace na zdravou tkan. Jedna
nebo vice Casti gastrointestindlniho traktu, konkrétn€ ¢asti zaludku a tenkého nebo tlustého
stieva, byly podvazovany a i se svym obsahem ponechany v téle. Vzdy doslo v podvazané
Casti K pfeméné na vazivo a prokazalo se, Ze devitalizace nevede k sepsi a nasledné smrti

organismu.

V Libéchové byl vroce 1989 vyvinuty novy zvifeci model — miniprasata MeLiM
(Melanoma-Bearing-Libéchov-Minipig), tj. miniprasata majici predispozici K dédi¢énému
melanomu. Tato miniprasata se vyuzila k vyzkumu U¢inka devitalizace na nadorovou tkan. U
MeLiM prasat jsou Castd mnohacetnd loZiska maligniho melanomu s ¢etnymi metastazami.
Nédory jsou tubero-nodularni formy a vystupuji nad povrch téla. U ¢asti zvifat (i v rdmci
jednoho vrhu) nadory zanikaji. Loziska melanomu jsou pfitomna od nizkého v&ku. Maligni
melanom je jak u prasat, tak u lidi nebezpecny Cetnym a brzkym rozsevem metastaz a navic
nereaguje dobfe ani na konvencni chemoterapii a radioterapii. Jedinym feSenim tedy byla
vétSinou radikalni chirurgicka excize (vyfiznuti), kterd je ale diky velkému rozsevu bunck
velmi obtiZznd a Casto bohuzel i netispéSna. Lécba maligniho melanomu devitalizaci ale pfindsi
velmi dobré vysledky. U operovanych selat vymizely primarni nadory i metastazy, upravila

se jim véha i krevni parametry. Usp&$nost metody byla pies 90%.



Dal§im zvifecim modelem léenym devitalizaci byly feny s prokazatelnym
karcinomem mlécné zlazy. Zde byla Uspésnost devitalizace nizsi, mezi 40 a 80 %, a byla

zéavisla na véku nemocnych zvirat.

Po takto uspéSnych vysledcich byla devitalizace pouzita jako bolest tiSici zakrok u 8
pacienti (lidi) s nddory tracniku a 2 s kolorektalnim tumorem. U vSech nemocnych doslo
k dlouhodobému vymizeni projevii nemoci, u nékterych dokonce vymizely i metastazy.
Nicmén¢ devitalizace v humanni mediciné zatim neni tolik rozsifend a je pfedmétem dalsiho

intenzivniho klinického vyzkumu.

Kli¢ova slova: prase, sarkom, melanom, 1éceni, devitalizace



SUMMARY

Devitalisation is a surgical-immunological method used for the treatment of solid
tumours. The blood supply to the tumour (both arteries and veins) is surgically ligated and the
tumour is left in situ in the body. i.e. it is not removed. The blood supply interruption causes
necrosis of the ligated tissue. The disintegrating tissue will induce a reaction of the immune
system destroying not only the original tumour but also all metastases. It does not matter
whether the primary tumour or metastasis is tied off, the immune system reaction is always
the same. However, since every tumour disease is connected with immunodeficiency, the

immune system needs some support. The pioneer of this method was Dr. Karel Fortyn.

Devitalisation has been tested primarily in the Institute of Animal Physiology and

Genetics of the Academy of Sciences in Libéchov.

First, experiments exploring the influence of devitalisation on healthy tissues were
conducted. One or more parts of the gastrointestinal tract, specifically parts of stomach and
small intestine or colon, were tied off and left in the body together with their content.
Transformation to ligament always occurred in the ligated part and it was proved that

devitalisation does not lead to sepsis and consequent death of the organism.

In 1989, a new animal model was developed in Libéchov — so-called MeLiM minipigs
(Melanoma-Bearing-Libéchov-Minipig), i.e. minipigs with a predisposition to hereditary
melanoma. These minipigs were used for the research of effects of devitalisation on tumorous
tissues. Multiple foci of malignant melanoma with numerous metastases are frequent in the
MeLiM minipigs. The tumours are of a tubero-nodular form and protrude above the body
surface. In some animals (even within one litter) the tumours perished. The melanoma foci are
present from an early age. Malignant tumours are dangerous for both pigs and humans due to
an early and multiple distribution of metastases and because they react badly to both
conventional chemotherapy and radiotherapy. Thus, the only solution was usually a radical
surgical excision, but it is rather difficult to perform and often, unfortunately, unsuccessful
due to an extensive distribution of cells. However, the treatment of malignant melanoma by
devitalisation has brought very positive results. Both primary tumours and metastases
disappeared in piglets, which underwent a surgery, and the weight and blood parameters of

the animals adjusted. The method success-rate was over 90 %.



Another animals treated by devitalisation were female dogs with detectable carcinoma
of the mammary gland. The devitalisation success-rate in these cases was lower, between 40

and 80 %, and depended on the age of the animals.

With such successful results, devitalisation was used as a method of palliating the pain
in eight patients (people) with colon tumours and in two patients with colorectal tumours.
Long-term disappearance of illness symptoms occurred in all patients, in some of them even
metastases perished. Nevertheless, devitalisation has not yet been used extensively in human

medicine, it is a subject of a further intensive clinical research.

Key words: pig, sarcoma, melanoma, treatment, devitalisation
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1. UVOD

Devitalizace je jednoduse a levné proveditelna imunochirurgickd metoda uZzivajici se

k 1é¢bé solidnich tumord.

Nador, kterému se podvazi tepny, zily i lymfatické cévy, se ponechava v téle in situ
(na misté) a chirurgicky se neodstraiiuje. Dochazi k nekroze, ktera nabudi imunitni systém,
jez zni¢i podvazany nador 1 vSechny metastazy. Nadory se zméni ve vazivovou tkan. Tento
proces probiha bez ohledu na to, zda je podvdzan primarni nddor nebo nékterd z metastéz.

K podvazani Ize tedy vyuzit nejlépe dosazitelny nador.

Ohledn¢ devitalizace probihalo a probiha mnoho experimentd na zvifatech a

odoperovani byli i lidsti pacienti.

Devitalizace by mohla byt jednou z 1é¢ebnych metod nékterych forem rakoviny.



2. CIL PRACE

V této praci budou pomoci dostupné literatury zpracovany poznatky a zkuSenosti o
vlivu devitalizace na zdravou a nadorovou tkan v provedenych experimentech a
vysledky devitalizace pii 1é¢bé prasat i dalSich savci. Rovnéz budou prezentovany i

imunologické a bunécné aspekty této metody.



3. LITERARNI RESERZE

3.1 Devitalizace

3.1.1 Obecné o devitalizaci — charakteristika metody

Devitalizace je originalni imunochirurgickd metoda pouzitelnd v 1é€b€ solidnich
tumorti 1 chronickych zanéth nereagujicich na béznou 1écbu (26 - TV, 2002). Jde o Uplnou
ischemizaci nadoru tim, ze se nador nad svou bazi podvéaze Castecné se piekryvajicimi
matracovymi stehy. Podvazany jsou jak tepny, tak zily patfici k nddoru. Podvazany nador se
neodstraiuje, ale nechava se v organismu tzv. in situ a slouzi jako zdroj antigeni pro
stimulaci specifické imunitni reakce (Hordk et al., 2009). Dochazi k nekroze a rozpadajici se
tkan aktivuje bunky imunitniho systému, které nejen Ze zni¢i cely podvazany nddor, ale
rovnéz i vSechny metastazy. Je jedno, zda byl podvazan primarni nador nebo nékterad
Z metastaz, vysledek je vzdy stejny. Podvazany nador se béhem dvou mésicii od podvazani

vstiebd a je nahrazen vazivovou tkéni (Hruban et al., 2004).

Vzhledem Kk tomu, Ze u devitalizace hraje imunitni systém kli¢ovou ulohu, je tieba,
aby pacient bud’ pfed devitalizaci neabsolvoval chemoterapii viibec, nebo ji absolvoval pied
dostate¢n¢ dlouhou dobou. Z toho diivodu, aby byl imunitni systém zachovany nebo se pred
zakrokem dostate¢né obnovil. Je rovnéz dalezité imunitni systém podpofit v kazdém piipadé,

nebot’ kazdé nadorové onemocnéni je spojeno s imunodeficitem (26 - TV, 2002).

Obecné pfijimané chirurgické dogma, totiz Ze nador zbaveny své vyZivy a ponechany
in situ vede k sepsi a nasledné ke smrti 1éCeného, se nikdy u devitalizace nepotvrdilo (27 - Ro,
2002).

Devitalizace se provadi piedeviim v UZFG v Libéchové na miniprasatech
s vrozenymi melanoblastomy a metastazami, dale pak na tomtéZ mist€¢ na laboratornich
potkanech a byla zkouSena rovnéz na nizkém poctu kraliki (4 kusy). Déle jsou s ni Casto

oSetfovany feny S rozsahlymi karcinomy mlééné Zlazy (Joachimova a Svoboda, 2002; 25 -



TV, 2002). Nékdy je pouzivana, byt tajné, i u lidi, pfedevsim s pokrocilymi stadii rakoviny
(Joachimova a Svoboda, 2002).

Na zavér této podkapitoly uvadim citaci doktora Fortyna: ,,Je to jednoducha, ale
ucinna 1écba nékterych druhii rakoviny. Podvazany nador zbaveny vyzivnych cév se zméni
V utvar, ktery podniti funkci bunék v imunitnim systému a ty odbouraji nejen samotny nador,

ale i druhotna metastaticka loziska.” (26 - TV, 2002).

3.1.2 Vliv devitalizace na zdravou tkan

Vliv devitalizace na zdravou tkan byl posuzovan v experimentu, kdy se podvazovaly
cévy ruznych Casti gastrointestindlniho traktu zésobujici zvoleny segment. Vzdy byla
provedena vhodna anastomoza, aby nedoslo k preruSeni kontinuity GITu (gastrointestinalniho
traktu). Vybrany segment bez vaskularizace byl ponechan i se svym obsahem in situ a nebyl
odstranén. Celkem bylo operovano 84 prasat, v 66 ptipadech se podvazovalo tenké nebo
tlusté stfevo, ve 12 zaludek a u 6 zvifat byla podvazovana ¢ést rekta nebo rektosigmoidea.
Z4dné zvife neuhynulo z diivodu nekrézy devaskularizovaného segmentu (Fortyn a kol.,
1989a). Dochazelo k postupné nekréze, absorpci a nahrazeni devitalizované tkané tkani
vazivovou, to vSe bez zdravotnich komplikaci jako je horeCka Ci sepse a bez umrti zvitat

(Horak et al., 2009).

V experimentalni ¢asti bylo tedy odoperovano celkem 84 zdravych prasat rizného

veku (od 3 mésicit do dospélosti) a rizné hmotnosti (od 10 do 40 kg) (Fortyn a kol., 1989a).

Technika devaskularizace: Co se tyka operaci stfev, byly podvazovany mezenterialni
ptipadné kolické cévy a useky takto izolovaného stieva (délka podvazovaného tenkého stfeva
byla od 30 cm do 160 cm; sigmoidea 10 cm a slepého stfeva 12 cm) od mesenteria nebo
mesocolon byly na obou koncich dvojnasobné podvazany a presity seromuskularnim stehem.
Cely podvézany izolovany usek byl vcetné¢ svého obsahu ponechany na plvodnim misté.
Spojeni krevniho zasobeni bylo provedeno pomoci anastomo6z. Operované ¢asti stieva byly
laénik, kycCelnik, slepé stievo, tracnik, vSe zvlast. Déle souCasné na slepém stfevu a kycelniku
a také zaroven na kycelniku a slepém stfevu a tra¢niku (zde byl nejkratsi podvazany usek 140
cm a nejdelsi 180 cm). U zaludku bylo podvazano 60-75% kranidlni nebo kaudalni Casti.

Podvézali se hlavni zaludecni cévy (vasa gastrica dextra et sinistra a vasa gastroepiploica
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dextra et sinistra) (Fortyn et al., 2001). Byla provedena anastomoéza nepodvazané Casti
zaludku se stfevni klickou (Fortyn a kol., 1989a). Operace kone¢niku, rektosigmoidea a

provedené anastomozy, viz obrazky na konci podkapitoly.

Nekrotické zmény v devaskularizované tkani byly sledovany morfologicky a pomoci
laparoskopie byly v riznych casovych intervalech odebirany vzorky na histologické
vySetfeni. Po operacich tenkého a tlustého stfeva byly intervaly 1. -7. den po operaci a dale
2.3.,4.,6.,8. a 12. tyden. Zvirata, kterd mé¢la operovany zaludek, byla utracena 3-5 mésict po
provedeni zékroku a vzorky byly ziskdny vzapéti. Tam, kde byla provedena devaskularizace
rekta a rektosigmoidea, doslo k odebrani vzorkt pii ruSeni kolostomie, po 12 tydnech (Fortyn

a kol., 1989a).

Vysledky: zadné ze zvifat neuhynulo na nasledky devaskularizace. 4 thyny zvifat, ke
kterym doslo, nesouvisely s devaskularizaci. Pooperacni obdobi zvlddala vSechna zvirata
dobfe, byla bez vyznamnych klinickych projevii. U zvitat, kterym byl podvazan zaludek,
doslo k vyraznému snizeni hmotnosti (Fortyn et al., 2001). Z operovanych ¢&asti
gastrointestinalniho traktu bylo po 3 tydnech vidét pouze nékolika centimetrovy vazivovy
utvar a za 5-6 tydnii po operaci se tkan proménila v t€Zko rozeznatelné vazivové ztlusténi
(Fortyn et al., 1989b). Prvni tyden po operaci byl v bfisni dutiné pfitomny serosné-fibrinosni
exsudat a béhem dalsiho tydne se zcela vstfebal. Pii zaniku nekrotického stfeva nebyla
pfitomna infekce a zéanik probihal v pfesné vymizenych anatomickych hranicich (Fortyn a

kol., 1989a).

Histologicky byla v prvnich 5 dnech pozorovana polymorfonuklearni infiltrace
(pronikani) od ser6zy smérem do lumina a intenzivni autolyza sliznice. Okolo 6. dne byla
infiltrace polymorfonukleary ukoncena a nastoupila infiltrace lymfocyty a makrofagy.
Nekroticka tkan se zacala ménit ve vazivo. Pozdé&ji nekroza tplné zmizela, stejné tak se snizil
1 pocet lymfocytl a postupné se dokoncila pfeména podvazaného tseku traviciho traktu ve
vazivo. Ve vzorcich podvazovanych zaludka byly nalezeny ostrivky vaziva s novotvoienymi
kapilarami. U vSech prasat s provedenymi proctosigmoideo-anastomézami byla zachovéana
kontinence. Co se tyka biochemickych vysledkld, bylo b&éhem prvniho tydne po
devaskularizaci  zjiS§téno  snizeni  aktivity = aminotransferaz  (GOT, GPT) a

laktatdehydodrogenazy (LDH) (Fortyn a kol., 1989a).



Vzhledem k Gspésnym vysledkim byla potom provedena devitalizace jako bolest
zmiriyjici zadkrok v lidské onkochirurgii u 8 pacientdl s nddory levé nebo pravé ¢asti traéniku
a dalsich 2 pacientl, ktefi méli kolorektdlni tumor. U vSech nemocnych doslo
k dlouhodobému vymizeni projevii nemoci (remisi), u nékterych dokonce vymizely
metastazy. Pokud do doby vydani ¢lanku nastalo umrti, nebylo nikdy z diivodu nasledkt

propagace nadoru (Fortyn a kol., 1989a).
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Devaskularizace rekta: 1 — misto steht v kranialni ¢asti rekta; 2 — misto stehd v kaudalni ¢asti rekta (Fortyn et
al., 1989b).
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Proktosigmoideo-anastomoza: 1 - sigmoideum bylo protahnuto rektem a 2 - jeho seromuskularnim vrstva byla
piisita k mukdze analni ¢asti 3 - Koncova ¢ast mukdzy sigmoidea pak byla pfisita ke kiizi analniho otvoru
(Fortyn et al., 1989b).
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Devitalizace rektosigmoidea: 1 - pferuseni rektosigmoidea v kranialni a 2 - kaudalni ¢asti 3 — sesité cévy
v devaskularizovaném useku (Fortyn et al., 1989b).



3.1.3 Vliv devitalizace na nadorovou tkan

Po ovéfeni toho, ze devitalizace nevyvold v téle operovaného sepsi a smrtelné
komplikace se mohlo pfistoupit k experimentim na zvifatech, které sledovaly vliv
devitalizace na nadorovou tkan. Nejvice pokusti bylo provedeno na miniprasatech MeLiM
vyslechténych ve vyzkumném pracovisti Akademie véd v Libéchové. Zkousela se predevsim

devitalizace maligniho melanomu.

U vsSech zvifat byl pozorovan rizny pocet koznich tumorti charakteru maligniho
melanomu tubero — nodularni formy (melanoma nodulare), které vétsSinou silné vystupovaly
nad povrch okolni klize jako hrbolovité utvary. Zasahovaly az ke svalové povazce (fascii).
Obvykle byly mnohacetné. U vSech zvifat byly navic pozorovany povrchové se §ifici formy
melanomu (melanoma superficiale, lentigo maligna melanoma), které ale vzhledem k velké
variabilité, co se tyka rozsahu, velikosti a tvaru nemohly byt zahrnuty do studie. U vSech
zvitat byly zaznamenany rozsahlé metastazy v regionalnich lymfatickych uzlinach, na jatrech
a na sleziné. Ojedinéle pak byly metastazy na ledving, na tenkém stieve, na tlustém stieve a
na zaludku. Nadorové zmény byly obvykle viditelné na kiizi selat od dvou mésict s tim, ze se
S rostoucim veékem rostlo mnozstvi nadord. Rozméry nadorti byly velmi variabilni (Fortyn a
kol., 1994b). Velmi vzacné byly pozorovany i metastazy v srdci, aorté a na branici (Fortyn et

al., 1998).

Devitalizace jednoho kozniho tumoru, ktera se provedla sérii Castecné se
prekryvajicich matracovych stehli v fetézech vedenymi kolem baze nddoru, a ponechani
tohoto nadoru in situ v téle bez nasledné excize (vytiznuti) vedla K totalni destrukci vSech
melanomovych bunék v koznich nadorech i metastazach (Fortyn a kol., 1995; Horak et al.,
2003). Smérem do hloubky (3 — 4 cm) (Fortyn et al., 1994a) stehy dosahovaly pod vrstvu
podkozi (tela subcutanea). Po pevném dotazeni série stahti nasledovalo jejich zauzlovani, coz
vedlo k mirnému zvednuti nadoru nad povrch, preruseni cévniho zasobeni z podkozi a tim k

devitalizaci tumoru cestou ischemizace (devaskularizace) (Fortyn a kol., 1995).

V piipadé¢ hmatatelnych metastaz v lymfatickych uzlinach byl proveden povrchovy
fez, preparace uzliny pii zachovani hilové oblasti a nasledné¢ podvazani tepen, zil i
lymfatickych cév. Uzlina se ponechala in situ a chirurgicky fez byl zaSit. Pokud byly

pfitomny organové i peritonedlni metastazy, byly ponechany intaktni, pouze byl z 1-2
8



metastdz z kazdého organu odebran kousek tkané na histologické vysetfeni (Fortyn a kol.,
1995).

Histologicky byly pied devitalizaci v tkdni zasazené melanomem pozorovany husté
provazcovité utvary melanoblasti jdouci od bazalni membrany pies pokozku (epidermis) az
po Skaru (korium). Na periferii byly viditelné formace melanoblasti okrouhlého tvaru se
svétlymi jadry a zfetelnymi jadérky. V nadorovych bunkdach byl melanin husté¢ nakupen.
Pokozka byla Uplné dezintegrovana a ztencend. Smérem do periferie tumoru se vracela
normalni podoba $kary a kolagenni vazivo bylo uspofadano do snopcii. Vrstva podkozi (tela

subcutanea) byla zten¢ena a melanoblasty obsahovala jen ojedinéle (Fortyn a kol., 1995).

Za 4 — 8 tydni po devitalizaci byla Skdra ztencend a tvofila tuhy pruh jizevnaté
vazivove tkané€, melanoblasty nebyly pfitomny. Nadorové buiiky nebyly prokazatelné (Fortyn
akol., 1995). U lymfatickych uzlin nebylo mozné diky husté nakupenym melanoblastomiim
rozeznat normalni strukturu lymfonodd, bylo vidét pouze fibrézni pouzdro uzliny a fidké
pojivo v okoli. 4 tydny po devitalizaci zbyl z uzlin pouze sotva rozeznatelny vazivovy utvar,

Vv jehoZ podkozi nebyly zndmky nddorovych bun¢k (Fortyn a kol., 1995).

Jatra v misté metastaz pod vazivovym pouzdrem obsahovala shluky melanoblasti,
které se rozSifovaly do interlobuldrniho pojiva. Smérem do centra jaterniho parenchymu
znamky metastaz chybély. Po devitalizaci byla nalezena vazivova loziska s atypickymi
jaternimi bunikami bez pfitomnosti melanoblasti. Vazivové zmény a vymizeni nadorovych
bunék bylo pozorovano i v pfipadé metastdz na sleziné, ledvinach a gastrointestinalnim traktu

(Fortyn a kol., 1995).

Ve vSech koznich nadorech i ve vSech lymfatickych uzlindch napadenych metastazami
byl histologicky pozorovana postupna piestavba nadorové tkané ve vazivovou, ackoliv
nadorova regrese neni obvykla (Fortyn et al., 1994a; Horak et al., 2008). Pfeména metastaz ve
vazivovou tkan byla pozorovana pti druhé nebo tieti laparotomické revizi (4. -8. tyden)
(Fortyn a kol., 1995). Laparotomie i devitalizace byly vzdy provadény v celkové anestézii
(Horék et al., 2009). Pfeména na vazivo byla ukon¢ena 4-6 mésict po devitalizaci (Hordk et
al., 2008) a po jejim dokonceni se hodnoty hematokritu vratily k normalu a upravil se i

vahovy tbytek (Holubova et al., 2009).



Byly zjistény normalni hodnoty IgA, IgM, IgGl a IgG2 imunoglobulini v séru a
zvysené hodnoty T-lymfocyti. To napovida, ze devitalizace nadoru vyvola v téle T-bunécnou

protimelanomovou imunitni reakci, ktera zodpovida za destrukci nadoru (Hordk et al., 2003).

Devitalizac¢ni 1é¢ba miniprasat méla GspéSnost kolem 80% a Zadné recidivy nebyly

pozorovany (Horak et al., 2008).

Jedinym postrannim efektem 1écby bylo to, Ze po jejim dokonceni doslo
Kk variabilnimu zbéleni $tétin a kiize nad operovanymi misty (Holubova et al., 2009). Okolni

ktize a ochlupeni mélo zachovano normalni tmavou pigmentaci (Fortyn a kol., 1995).
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3.1.4 Objevitelé devitalizace

Karel Fortyn se narodil v Praze 17. dubna 1930, jeho rodina pochazela z Florencie a
do Cech piisla v roce 1760 (Joachimova a Svoboda, 2002).

Maly Karel chodil do pfirodopisného krouzku a byl i ¢lenem veslaiského klubu
Vltavan. Po svych ptedcich zdédil i1 svoji muzikalnost, od mladi psal skladby pro klavir, zpév
1 orchestr. Po absolvovani vinohradského gymnazia nastoupil na lékatskou fakultu. Jiz od
prvniho semestru védél, Ze se chce vénovat chirurgii. Z toho divodu pracoval v anatomickém
ustavu profesora Borovanského v n¢kolika funkcich, od volontéra az po asistenta

(Joachimova a Svoboda, 2002).

V bieznu 1955 v Praze promoval, a protoze trval na chirurgické specializaci, odesel do
nemocnice v Asi, kde bylo jediné volné misto. Tam se také seznamil s mladou 1ékaikou,
kterou si o rok pozdéji vzal. Narodili se jim dva synové a Karel Fortyn béhem Zivota pracoval

na chirurgickém oddé€leni ve vice nemocnicich (Joachimové a Svoboda, 2002).

V roce 1957 se mu na operacni stlil sokolovské nemocnice dostal pacient s prastielem
bticha. Po otevieni bfisni dutiny spatfil travici soustavu zasazenou rozsahlym nadorem véetné
n¢kolika metastaz. Rozhodl se k nestandardni metodé¢ — podvazal cévy, které nador
vyZzivovaly a to jak tepny, tak Zily. Ud¢lal to kvili tomu, aby si trochu zptehlednil operaéni
pole a muz tolik nekrvécel. S tim, Ze pokud by pacient pieZil, zkusil by se znovu podivat,
jestli jde s nadorem néco d¢lat. Pacient prustfel nakonec skutecné prezil. Jaké vSak bylo
piekvapeni mladého lékate, kdyZ se ukézalo, Ze bez zasobeni Zivinami a kyslikem podvéazany
nador nejen odumftel, vstfebal se a byl nahrazeny vazivovou tkani, ale zmizely rovnéz

vSechny metastazy (Joachimova a Svoboda, 2002).

KdyZz chtél MUDr. Fortyn touto metodou odoperovat i dalSi pacienty, kteti méli
inoperabilni nddory, setkal se s naprostym odmitnutim ve vSech nemocnicich kromé jeho
posledniho pracovisté, kterym byla nemocnice v Semilech, kde mohl Uspésn€¢ odoperovat

nekolik pacientl (Joachimova a Svoboda, 2002).

Své myslenky se ale doktor Fortyn nevzdal a devitalizaci a jeji Gi¢inky na zdravou a
pozdgji i nadorovou tkan zacal od roku 1971 zkoumat v UZFG v Lib&chové. Zkoumanymi

objekty byla ve vétsiné pfipadi miniprasata s vrozenym melanoblastomem, v mensi mife pak
12



byly testy provadény na laboratornich potkanech a na krélicich. Uspé&snost devitalizace byla
95% (Joachimova a Svoboda, 2002).

Ackoliv se nikdy nepotvrdilo chirurgické dogma, Ze nador bez cévniho zéasobeni
ponechany v organismu, zpusobi sepsi a naslednou smrt jedince, devitalizace byla stale
zavrhovana. Zoufaly Fortyn se rozhodl publikovat vysledky libéchovského vyzkumného tymu
prostfednictvim laickych medii, nebot’ naprostd vétSina lékarské vefejnosti metodu stale
zavrhovala. To vedlo asponi k néjaké diskusi, nebot’ nyni odbornad vetejnost jiz musela
zareagovat. Do Libéchova se zacali sjizdét 1 zajemci z fad Iékait, které metoda zaujala.
Namitky oponentli vSak byly nyni vedeny v tom smyslu, ze vyzkum je pfili§ jednostranné
zaméfeny. Proto byl vybran dal§i objekt, na kterém se devitalizace testovala. Slo o feny
S prokdzanym (verifikovanym) karcinomem mlééné zlazy. Opét s velmi dobrymi vysledky.

Ovsem ani toto odpiirce nepiesvédcilo (Joachimova a Svoboda, 2002).

Laicka vefejnost byla ale po odvysilani potadu Klekanice na CT na podzim 2000
v entuziasmu. Do Libéchova volalo denné¢ mnoho lidi, ktefi chtéli devitalizaci vyzkouset.
Autofi méli hodné prace s tim, vysvétlovat, ze ani tato metoda neni spasou pro vSechny
nemocné. Konecné se také zacalo pfemyslet nad metodikou prvnich klinickych zkousek.

Vypadalo to, ze se vSechno zlepsi (Joachimova a Svoboda, 2002).

Jednani uz ale probihala bez doktora Fortyna, ktery zemfel na plicni embolii 4. ledna

2001(Joachimova a Svoboda, 2002).

V testech na miniprasatech i jinych ZivociSnych modelech se pokracuje i nadale,
nékolik lidi bylo pomoci devitalizace operovano a ac¢ Slo podle klasické mediciny o
beznadéjné piipady, uzdravili se. Nyni vyzkum v Libéchové vede dlouholety spolupracovnik
MUDr. Karla Fortyna, RNDr. Vratislav Horak z Akademie véd CR (Joachimova a Svoboda,
2002). (Obrazky MUDr. Karla Fortyna a RNDr. Vratislava Hordka, viz ptiloha ¢islo 1 a 2.)

Jeste je tieba zminit, ze druhy kofen vyzkumu devitalizace pochézi ze 60.let minulého
stoleti, kdy v Ceskoslovenské Akademii véd provadéli pokusy Dr. Holdovsky a Dr. Svoboda.
Pouzivali vzdy dvé identické mysi a u jedné z nich vyvolali chemickou cestou nador. Ten
potom ptenesli do kiize druhé mysky. Jestlize se potom tento nador piihojil a oni ho pomalu
podvazovali, tak nador pochopitelné zmizel, ale ve chvili kdy znovu té samé mySce prenesli

tentyZ nador, tak ona uz ho okamzité odhojila. Tim tito panové dokazali, Ze podvazovanim lze
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vyvolat ochrannou imunitu proti nadoru. V téchto pokusech uz se potom dale nepokracovalo
(27 - Ro, 2002).

3.2 Bunécéna smrt

3.2.1 Reverzibilni a ireverzibilni poSkozeni bunék

Buiika mtize byt poSkozena nejriznéjsimi vlivy, napifiklad infekcemi, toxiny nebo
ischémii. K vliviim, které bunku poskozuji, mizeme dale zaradit tfeba hypoxii (nedostatek
kysliku), fyzikalni a chemické pfi¢iny, genetické poruchy a nutri¢ni nerovnovahu. Poskozeni

buniky mize byt reverzibilni (vratné) nebo ireverzibilni (nevratné) (Daum, 2010).

Zakladnimi znaky reverzibilniho poskozeni jsou edém (otok) a ztukovaténi bunky.
Edém nastava z toho diivodu, Ze bunka neni diky poskozeni plasmatickych iontovych pump
schopna udrzet iontovou homeostazu. Tukova degenerace (steatdza) obvykle vznikd pfi

hypoxickém, toxickém nebo metabolickém poskozeni bunky (Daum, 2010).

Ireverzibilni poskozeni (bunécna smrt) provazi vyrazné morfologické zmeény - je zde
rozsahlé posSkozeni bunéénych membrdn, edém lysozomli a vakuolizace mitochondrii.
Klicova je pravé ztrata funkce bunéénych membran a neschopnost buiky opravit poSkozeni
mitochondrii - neni mozné fosforylaci vytvaret ATP a tedy prenasSet energii v bunice. Dva

zékladni zplisoby bunécné smrti jsou apoptoza a nekrdéza (Daum, 2010).

3.2.2 Apoptoza

Apoptdza je typ bunécné smrti, kterd postihuje izolované buiiky. Je to aktivni proces,
pii kterém se spotfebovava energie. Rikd se ji bunécnd sebevrazda nebo programovana
bunétna smrt, protoze je to fizeny proces. Je spojena s aktivaci genli a proteosyntézou.

Inhibici apoptdzy zplsobuje bcl2-onkoprotein, ktery tim pfispiva k bunéénému pieziti.
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Onkoprotein p53 apoptézu normalné stimuluje, ale pokud dojde k jeho mutaci, podporuje

ptezivani nadort. Tento protein nachazime v fad¢ malignich nadort (Daum, 2010).

Apoptdza je pfirozenou soucasti embryogeneze, Gi€astni se také pfi normalni bunééné a
tkanové obnove, napriklad v enterocytech a pifi hormonalné stimulované atrofii (atrofie
mlécné Zlazy v menopauze a prostaty pii snizeni hormonalni stimulace). Patologicky se
vyskytuje u bunék napadenych viry nebo pii regresi nadorovych bunék (Daum, 2010).
Nekteré soucasné terapeutické postupy v 1€cbé nadorti se snazi riist nadoru zastavit vyuzitim

latek, které navozuji proces apoptozy (Macak, 2002).

V mikroskopu je pozorovatelna napadnd redukce objemu buniky, ktera vznika velmi
rychle. Tuto zménu zplsobuje vyliti pivodné intracelularniho vépniku. Fragmentace DNA
endonukledzou zplisobi, Ze se kondenzuje plazma i jadro. Vznikaji apopticka téliska, ktera
jsou fagocytovana okolnimi bunkami a makrofagy. Téliska jsou slozena bud’ pouze
z fragmentl jadra s kondenzovanym chromatinem, nebo z Casti jadra a zplazmy se
zachovalymi organelami (Daum, 2010). Apopticka téliska morfologicky odlisuji nekr6zu od
apoptdzy (Macak, 2002).

3.2.3 Nekroza

Nekroza je intravitdlni odumieni tkané. V okolnich bunkach dochéazi k zanétlivym
reakcim a autolytickym sekundarnim zménam. Timto se nekrdza lisi od apoptodzy.
Morfologické zmény ve tkéani jsou disledkem autolyzy a heterolyzy. Autolyza je degradace
tkané katalytickymi enzymy uvolnénymi z nekrotickych bun&k a heterolyza je degradace
tkané zpusobena leukocyty, makrofagy a enzymy uvolnénymi pfimo z poSkozené bunky

(Daum, 2010).

Mikroskopicky jsou patrné zmény v jadie bunky a v bunétné cytoplazmé. V jadie
dochdzi nejprve ke kondenzaci jaderného chromatinu a tim ke zmenSeni jadra. Néasleduje
rozpad jadra a fragmentace jaderného chromatinu (Daum, 2010). Vysledkem nekrozy je
nepfitomnost jader v bunikkach (Macéak, 2002). V cytoplazmé dochéazi poklesem proteosyntézy

ke ztraté prirozené basofilie, plasma se stava eozinofilni (Daum, 2010).
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Sekundarné modifikovanou nekrézou je gangréna. Ta se rozliSuje sucha, vlhkd a

plynata (Daum, 2010).
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3.3 Imunitni systém

Devitalizace je vlastné chirurgicky zakrok, ktery maé nastartovat imunitni reakci
organismu. Imunitni systém reaguje jinak v klidovém stadiu a jinak v ohrozujici situaci.
Podvazané umirajici nadorové bunky zacnou vysilat signdl, Ze jsou ohrozenim pro cely

organismus a na to imunitni systém reaguje (26 - TV, 2002).

Imunitni systém je potieba pii 1€cbé podpofit nebot” kazdé nadorové onemocnéni, at’
uz s aplikaci cytostatik nebo bez ni, vede k imunodeficienci (oslabeni imunitniho systému)

(26 - TV, 2002)

Co se tyka chemoterapie, neni pravda, Ze je uplnou kontraindikaci devitalizace. Musi
ale probihat dostatecné dlouho doptedu, aspoit 3 — 6 mésicl, aby se mohl imunitni systém
regenerovat a zaroven je samoziejmé tieba jesté veétsi podpora imunitniho systému (26 - TV,

2002).

Nize jsou uvedeny buiiky imunitniho systému podilejici se na devitalizaci a jejich

vyznam.

3.3.1 Makrofagy

Makrofagy jsou konenym stadiem pifi vyvoji monocyto-makrofagové linie.
Monocyto-makrofagové buiky se diferencuji v kostni dfeni z myeloidniho prekurzoru, ktery
vzniké z pluripotentni kmenové buiiky (CD 34). Zralé monocyty jsou pribéZzné vyplavovany
do periferni krve, pfilnou k cévni stén€, nésledné¢ se protdhnou mezi buiikami cévniho
endotelu a prechazeji z cév do tkdni, kde je zanét. Tam se méni na makrofagy. Do mista
zanétu jsou monocyty smérovany chemokiny. Obvykle se v periferni krvi nachazi 7%
monocytl a zbytek je v kostni dieni. Tento pomér se ale méni vlivem cytosind a bakteridlnich
produktli (Hofej$i a Bartlnkova, 2005). Podle lokalizace rozeznadvdme makrofagy jaterni
(Kupferovy bunky), plicni (alveolarni), v CNS (mikroglie), v pojivové tkani (histiocyty),
v lymfatickych uzlinach (interdigitujici dendritické bunky) a v kostni tkani (osteoklasty)
(Ochotna, 20. 10. 2010). Vyvoj makrofagi je ovliviiovan cytokiny. Makrofagy jsou tkanovou
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formou monocytil. Jsou to vlastné zakladni buniky nespecifické imunity — tzv. fagocyty. Patii
K antigen prezentujicim bunikdm, to jsou bunky, které prezentuji antigen v Casné fazi
specifické imunitni odpovédi. Makrofagy fagocytuji pozistatky vlastnich bunék, které
prodélaly apoptozu. PIn¢ funkéni jsou az po své aktivaci interferonem y. Makrofagy
vykonavaji fagocytozu, produkuji cytokiny, enzymy, slozky komplementu, mikrobicidnich,
cytotoxickych a tumoricidnich latek a bioaktivnich lipidi. Dale také prezentuji antigenni
peptidy v komplexu s MHC glykoproteiny 1. a II. tfidy a produkuji cytokiny (Hofejsi a
Bartinkova, 2005).

3.3.2 Cytotoxické T — lymfocyty

T-lymfocyty obecné patifi k bunééné slozce specifické imunity. Vyvijeji se
Z pluripotentni hematopoetické kmenové bunky v kostni dfeni, kterou pozd¢ji opousti a
migruji do brzliku (thymu), kde dozravaji. Pomahaji tieba pfti likvidaci bun¢k napadenych
virem nebo nddorem. DéEli se na afy subpopulaci a yd subpopulaci. aff subpopulace T-
lymfocytt je vétSina, 95%. Tyto lymfocyty ke svému vyvoji potfebuji thymus a rozeznavaji
antigeny v komplexu s MHC glykoproteiny (glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho
komplexu). Podle toho, jaky koreceptor vylu€uji na svém povrchu, se tato populace déli na
dvé zakladni skupiny — na pomocné T-lymfocyty-Th-lymfocyty (T-helper lymfocyty;
exprimuyji na svém povrchu molekulu CD4), které produkuji cytokiny a pomdhaji B-
lymfocytim nebo makrofagiim a na cytotoxické T-lymfocyty-Tc-lymfocyty (exprimuji na
svém povrchu molekulu CD 8), které rozeznavaji bunky napadené viry nebo jinymi
intracelularnimi parazity a nckteré nadorové bunky. v subpopulace T-lymfocyth tvori
priblizné 5% ze vSech T-lymfocytd a mize se vyvijet i mimo brzlik. Nékteré lymfocyty z této
subpopulace jsou schopny rozeznat nativni antigen a uplatiuji se pii obrané kuze a sliznic

(Hofejsi a Bartiinkova, 2005).

Hodnoty cytotoxickych T-lymfocyti i pomocnych T-lymfocytd byly 1. -3. tyden po
operaci vyrazn¢ zvySené. A to jak v nelécenych koznich nadorech, tak v periferni krvi (Horak
et al., 2008).
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3.3.3 Interferony

Interferony jsou jednou velkou skupinou cytokinti a jde o glykoproteiny s pfimym
protivirovym a imunomodulac¢nim t¢inkem. Protivirovy t¢inek spociva v omezeni (inhibici)
déleni bunék — nejde tedy ptimo o specificky protinddorovy tc¢inek, nebot’ dochazi k tlumeni
rustu bun¢k nadorovych, ale 1 naptiklad bunék kostni dien¢. Kviili vyse zminénému ma ale
V protinadorové imunitni reakci své misto. Imunomodula¢ni uclinek se pak projevuje
v aktivaci fagocytujicich bunék (makrofagi), tzv. pfirozenych zabijeci (NK bunék) a
cytotoxickych T-lymfocytt (Ochotna, 29. 9. 2010).

Velky protinddorovy vliv mé predevsim interferon a, ktery ma tc€inky spole¢né vsem
interferonim a zaroven zvysuje v tkdnich mnozstvi znakt typickych pro tu kterou buiiku, a
které jsou ptfitomné na povrchovych membranidch té bunky. Nadorové bunky se timto
procesem stavaji 1épe rozpoznatelnymi pro builky imunitniho systému (Hofejsi a Bartiinkova,

2005).

3.3.4 Interleukin 2

Interleukiny obecné jsou cytokiny, produkované THO a TH1 lymfocyty. Lymfocyty
produkeci téchto cytokini odpovidaji na zanét probihajici v téle. V protinadorové imunité ma
vyznam piedevsim Interleukin 2, jez vede ke zmnozeni B-lymfocytd i T-lymfocyti v téle

nemocného (Hotejsi a Barttinkova, 2005; Ochotna, 29. 9. 2010).

3.3.5 Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins)

Dulezité pti devitalizaci jsou HSP70 a gp 96, které se zjist'uji pratokovou cytometrii a
Western-blotem (Hordk et al., 2003). Jejich hodnoty byly zvySené jiz prvni den po operaci a
behem dvou tydnt se vratili k normalu. Uvolnéni proteinii teplotniho Soku vyvoldva bunécné

zprostiedkovanou protinddorovou imunitni odpovéd’ (Horak et al., 2008).
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3.3.6 Tumor necrosis faktor o

Uvolnuje ho nekrotizujici tkan a jeho vyplavovani je jednim ze spoustécii zanétlivého

procesu (Daum, 2010). Jeho hodnoty po devitalizaci jsou tedy zvySené (Fortyn et al., 1994a).

Déle se zjistovaly i1 hodnoty leukocytii, které nador produkoval (metodou byla
pritokova cytometrie) a sérovych imunoglobulini (metoda SANDWICH — Elisa). Pocet

leukocytii byl kvtli zanétu zvySeny, pocet imunoglobulind byl v normé (Horak et al., 2003).

3.4 Maligni melanom

Maligni melanom je jednim z nejzhoubnéjsich nadorii (Stork a kol., 2008). Jde o
vysoce maligni nador vychazejici z melanocytt (Povysil a kol., 2007). Nejcasteji vznika
invazivni neoplastickou proliferaci melanocytt v ki (Stork a kol., 2008). Vzhledem k tomu,
ze se melanocyty nachéazeji také v oku, o¢ni spojivce, mocovém méchyii, organech travici
soustavy, plicich, vaje¢niku, srdecni svaloviné a zlu¢niku, mize se maligni melanom
vyskytnout i v t&chto organech (Povysil a kol., 2007; Stork a kol., 2008). Jeho vyskyt zde je
ale mnohem vzéacnéj$i nez v kazi. K podpirnym faktorim vzniku tohoto nadoru se fadi
imunosupresivni a kancerogenni efekt slune¢niho zafeni (pfedev§im jeho UV slozka),
familiarni vyskyt atypickych névii (nahromadéni melanocytll) nebo melanomu a geneticky
podminéné fototypy I a II (Stork a kol., 2008). To, ze UV zafeni neni jedinym rizikovym
faktorem je vidét i z toho, ze maligni melanom se objevil i u 4 novorozenych selat a v§echna
pokusné zvitata byla trvale drZzena ve stdji bez dosahu pfimého slune¢niho zéateni (Fortyn a
kol., 1994b). Zpocatku miize melanom vypadat u lidi jako nepravidelné zbarvené mateiské
znaménko s nepravidelnymi okraji, které se postupné zvétSuje a nékdy mize bolet. Pozd&ji
tvoii viedy (ulceruje) a je to obvykle tmavé zbarveny nador (Povysil a kol., 2007). Spatné
reaguje na chemoterapii a konvencni radioterapii a hlavni 1é¢bou byva radikalni chirurgické
odstranéni (excize) (Fortyn et al., 1994a). Jeho frekvence byla diive udavana vyskytem 5
ptipadti z 100 000, podle nékterych zdroju, je ale jeho narist aZ dvojnasobny. Z molekularné

genetickych poznatkil vyplyva, Ze by jeho vznik mohl souviset se ztratou funkce tzv. tumor-

23



supresorového genu. Nebezpecny je vysokym poctem regiondlnich a systémovych metastaz

(Fortyn a kol., 1994b).

Dtkazem jasné homologie mezi lidskym a prase¢im melanocytem by bylo srovnani
DNA sekvence zodpovédného genu u prasat s lidskym genem. Toto je vSak mimo soucasné
védecké moznosti. Schiidnéjsi se jevi porovnani aktivity vétSinou monoklondlnich protilatek
reagujicich s membranové specifickymi a cytoskeletadlnimi antigeny melanomt clovéka a

prasete (Fortyn a kol., 1994b).

RozliSujeme 3 faze rustu naddoru:

1. Melanom in situ: (intraepidermalni faze) (Povysil a kol., 2007)

2. Faze horizontaln¢ radidlniho rdstu: v této fazi atypické melanocyty pronikaji do
vyssich vrstev pokozky (epidermis) a epidermalnich oblasti, které jsou vzdalené od mista
primarni proliferace melanocytii. Béhem této faze vznikaji klony s riznou rychlosti ristu a

tvorby melaninu (Stork a kol., 2008).

3. Féaze vertikdlniho rtstu: buiiky jednoho z klonl, vzniklych v ptedchozi fazi,
pronikaji do Skary a tam se dale mnozi. Histologicky se v milimetrech méfi hloubka invaze
melanocytii od zrnité vrstvy (stratum granulosum) po nejhloubéji ulozenou nadorovou bunku.
(Tento postup je znamy pod ndzvem mikroskopické hodnoceni podle Breslowa.) Toto méteni
je nezbytné k urCeni prognézy onemocnéni. U hodnoty mensi nez 1,0 je riziko vzniku
metastaz velmi nizké, méné neZ 10%, naopak u nadort nad 4 mm je az 80%. S fazi
horizontalné radialniho ristu nadoru se poji jeho biologicky nepiiznivé vlastnosti (Stork a
kol., 2008).

V soucasné dob¢ se rozliSuji 4 zakladni typy maligniho melanomu. Jsou to lentigo
maligna melanom, superficialné se Sirici melanom, nodularni melanom a akrolentigozni
melanom (Stork a kol., 2008). Kromé téchto typti melanomu rozlisujeme jesté amelanoticky
melanom (neobsahuje pigment) a dalsi typy melanomu, napt. desmoplasticky, neuroidni atd.)
(Povysil a kol., 2007).

Priibéh a prognoza u vSech melanomt zavisi na stupni diferenciace primarniho nadoru.
Hodnoti se pfedevsim tloustka nadoru, hloubka invaze, povrchovy vied, mitoticky index a

stav sentinelovych uzlin (Stork a kol., 2008).
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Nodularni melanom tvoti 15 — 30% vSech melanom, a patii proto ke 2. nejcastéji se
vyskytujicimu malignimu melanomu. Vznika béhem nékolika mésicii na klinicky nezménéné

kdzi nebo Vv ziskaném, atypickém &i kongenitdlnim névu (Stork a kol., 2008).

Makroskopicky jde o nepravidelny, obvykle polokruhovity hrbol rizné velikosti. Je
nepravidelné pigmentovany a ve vétsin¢ piipadi Siroce priseda ke kiizi. Povrch je bud’ hladky,
nebo se olupuje, dochazi ale k rychlé erozi, krvaceni a pokryti hemoragickou krustou (Povysil
a kol., 2007). U nodularniho melanomu se obvykle brzy objevuji metastdzy v regionalnich
uzlinach, plicich, mozku, jatrech, a kostech (gtork a kol., 2008). U noduldrniho melanomu
neprobihd 2. faze rlstu, tj. nema horizontalni ristovou fazi a jeho progndza je neptizniva

(Povysil a kol., 2007).

V mikroskopu vidime v pokoZce nepravidelné roztrousené melanocyty rizn¢ hluboko.
Melanocyty jsou atypické s velkymi jadry a vyraznymi jadérky. V cytoplazmé se nachazeji
zrnka melaninu (Povysil a kol., 2007). Melanocyty jsou svétlé a pozdé€ji pronikaji do Skary
(Stork a kol., 2008). O okrajich nadoru plati, Ze spise nez z celych hnizd jsou z jednotlivych
melanocytii (4). V okoli nadorovych éepii byva vyrazna zanétliva reakce (Stork a kol., 2008).
V melanomovych bunkach je vysokd koncentrace eumelaninu a nizkd koncentrace
felomelaninu a extrémné vysoky pocet melanosomi (ty tvofi az polovinu hmotnosti
melanomu). Z enzymu se zde nachazi tyrozinaza, o - manosidaza a y — glutamyltransferaza

(Borovansky et al., 2003).

Co se tyka maligniho melanomu u miniprasat, do hloubi zasahoval nejdale po podkoZi.
Znamky infiltrace do povazky a svalové vrstvy nebyly makroskopicky pozorovatelné.
Vsechny tumory byly Sed¢€ ¢erné barvy, dobie ohrani¢ené a hlavné ve slabinach a dolni biisni
poloviné téla misty prechazely v cerné pigmentované plochy vypadajici jako pigmentové

névy (Fortyn a kol., 1995).

Melanom, stejné jako dal$i karcinomy by se strukturdlné dal rozdé&lit na 2 ¢asti. Na
¢ast stromatickou, kterou prochazeji cévy, a miizeme tedy fici, ze jde o ,,kostru nddoru* a na
¢ast epitelovou, ktera zodpovida za ristovou a agresivni potenci nadoru. Pokud napftiklad diky
tromboze, ohybu stopky nebo pieruseni piivodu zivin mtze dojit bud’ k dystrofii, atrofii nebo
nekréze nadoru a to v rizném rozsahu. Pravé toho se vyuziva v devitalizaci (Fortyn a kol.,
1989a).

(Obréazky maligniho melanomu pted a po devitalizaci, viz ptiloha ¢islo 3.)
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3.5 Selata MeLiM

Od roku 1967 chovaji v Ustavu Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR miniaturni
prasata importovana z USA (¢erny Hormel) a Némecka (Gottingen-bilé s Cernymi skvrnami).
Tato prasata byla kviali vyzkumu krevnich skupin kfizena s nékolika dal$imi kmeny
(kanadské Landrace, Cornwall, velké bilé prase a vietnamské prase) (Fortyn et al., 1998).
Pivodné pochazi z Sedocernych az Cernych prasat kmene Minnesota (Fortyn a kol., 1994b).
Po kiizeni jednoho kance s tfemi prasnicemi se vroce 1989 objevilo nékolik tmaveé
zbarvenych miniprasatek s koznimi tumory. Postupné tak kiizenim téchto jedincti se zdravymi
zvitaty a po Castecném inbreedingu vznikl kmen MeLiM s vrozenymi melanoblastomy.
Néazev MeLiM znamend Melanoma Bearing Libéchov Minipig, tedy melanom nesouci
libéchovska miniprasata (Horak et al., 1999). U prasat kmene Sinclair se predispozice
k malignimu melanomu dédi jednoduse s holotypy hlavniho histokompatibilniho komplexu,
kol., 1995). U prasat kmene Sinclair navic nemusi mit priibéh nemoci vzdy fatalni nasledky a
byla zde pozorovdna dlouhodobad spontanni regrese nadoru koncici nékdy rozséhlou
depigmentaci kize i $tétin. Dv¢ dlouhodobé¢ sledovand a 1écend zvifata MeLiM obou pohlavi
bez jakychkoliv recidiv nemoci nicméné zplodila potomstvo, u kterého byl pozorovan vyskyt
melanoblastomu pii narozeni se zvySenou frekvenci. V jinych kombinacich pafeni
pigmentové névy ani tumory nalezeny nebyly. Toto svéd¢i pro autozomalné€ recesivni zptisob

dédi¢nosti predispozice k vyskytu nadoru (Fortyn a kol., 1994b).

Histopatologii tohoto modelu charakterizuji mnohacetné kozni nddory, metastazy
v riznych organech a vysoky vyskyt (incidence) nadoru (Holubova et al., 2009). U ¢&asti
zvifat (i v ramci jednoho vrhu) nadory spontanné zanikaji. Na tuto vlastnost je moZno pohliZet
spiSe pozitivn€, nebot’ 1ze sledovat rozdily mezi prasatky, naptiklad to, jaké geny jsou za
spontanni regresi nadora odpovédné (Rytina, 2007). V biochemickych,
imunohistochemickych a molekularné biologickych vlastnostech si je prase¢i melanom hodné
podobny s lidskym malignim melanomem (Holubova et al., 2009). Pti  Slechténi byl
kladen daraz na nizkou hmotnost (zvifata v 1 roce dosahuji hmotnosti 35 kg a jejich
maximalni hmotnost byva o 10 kg vétsi) a brzkou pohlavni dospélost zvitat (dochazi k ni ve 4
mésicich véku). K experimentim byla vybrdna miniprasata 8-10 mésici stard s

primarnimi ¢etnymi koZznimi melanomy tubero — nodularniho tvaru (Fortyn a kol., 1994b) a
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metastazami ve slezing, jatrech, ledvinach a lymfatickych uzlindch (Hordk et al., 1999).

Néktera z nich méla snizeny hematokrit pod 10% a byla kachektické (Horak et al., 2008).

Prase bylo zvoleno z toho divodu, ze je blizké clovéku vyvojove a lze ho tedy pouzit
pro transplantaci tkani i zkousSeni rGznych metod 1écby. Miniaturni prase, které dosahuje
velikosti asi jedné poloviny prasete klasického, potom z divodi financnich, nebot’ tato

prasatka maji samoziejmé niz$i spotfebu krmiva (Rytina, 2007).
Vedoucim vyzkumu je RNDr. Vratislav Horak, CSc. (Rytina, 2007).

(Obrazky MeLiM miniprasat, viz piiloha ¢islo 4.)

3.6 Provadeéni devitalizace u dalSich druhu 7virat

Devitalizace se zkouSela rovnéz na Lewisovych krysach, kterym byl naockovan
sarkom. Béhem dvou tydnili po ockovani se vyvinuly dva podkozni naddory. Zde byly vysledky
trochu jiné nez u miniprasat: devitalizace jednoho nadoru jen zfidka vyvolala regresi nadoru
druhého. HSP proteiny teplotniho Soku piechodné vzrostly jen béhem prvnich 3 dnti po 1é¢beé,
a T — lymfocyty nijak vyrazné nestouply (Hordk et al., 2009). Jednou vylécené krysy po
novém naoc¢kovani jiZ neonemocnély, to svéd¢i o rozvoji imunologické paméti. Na tomto

zvitecim modelu byla u¢innost devitalizace pomérné nizka — okolo 20% (Horék et al., 2008).

Kviili diikazu obecnéjsi platnosti devitalizace bylo do roku 2009 oSetieno i pfiblizné
90 fen s histologicky prokazanym nadorem mlécné zlazy. I zde byl prokazan pozitivni ti¢inek
devitalizace. U¢innost 1éby zavisela i na véku operovanych zvifat. Ve véku 5- 8 let byla
85%, v 10 letech 60%, u jedinct starSich 12 let cca 45%. V nékterych pifipadech musely byt
zakroky po 3 — 4 tydnech opakovéany, zde pak uspéSnost klesala (Joachimova a Svoboda,
2002).

Co se tyka zkuSenosti veterinditi provadé¢jicich devitalizaci a majitel operovanych
fenek s karcinomem mlécné zlazy, lze u zvifat po vypuknuti nemoci pozorovat snizeny zajem
o jidlo a o hracky, coz se po operaci velmi rychle upravilo. Na psech po zédkroku nejsou vidét

bolesti a jsou vyrazné vitalni (25 — TV, 2002).
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Snad urcitou nevyhodou by mohl byt priibéh hojeni. Rana je totiz nezakryta, 1. den
mize prosakovat krev, 2. — 3. den pachnouci serdézni tekutina, kterd je pfitomna z toho
divodu, ze odumirajici tkan zapacha. Tkan byva zarudld a oteklejsi, k lepSimu zahojeni
pomahaji masti. Hojeni probihd 14 dnt az 3 tydny, pfiCemz plati, Ze ¢im déle se podvazovana

tkan rozpada, tim vétsi je imunitni odpoved’ (25 — TV, 2002).

Dale uvadim vysledky operaci MVDr. Zedka, ktery se devitalizacemi také zabyva.
(Casové udaje odpovidaji roku 1995, kdy byly tyto zkuSenosti pana MVDr. Zedka

publikovany na 7. Konferenci o devitalizaci nadort):

1. Pes plemene Cau — au: stai 6 let, melanom na temeni hlavy, kulovitého tvaru
velikosti 2 — 3 centimetry. Do 3 tydni doSlo k regresi nadoru doprovazené zapachem
rozkladajici se tkang€. Od té doby (bfezen 1995) se pes té§i dobrému zdravi bez jakychkoliv
dalsich komplikaci (Zedek, 2009).

2. Pes plemene NO: staii 4 roky, nddor dasné (gingivy) s podobnym pribéhem. Kviili
znacné vzdalenosti ztizeno pozorovani a kontrola, i tento pacient v§ak Zzije jiz n¢kolik let bez

problémi (Zedek, 2009).

3. Teplokrevna kobyla: stati 4 roky, sarkom ve vnitini stehenni oblasti. Kobylka byla

v dob¢ konference jiz 3 roky bez komplikaci (Zedek, 2009).

4. Byk: staifi 14 mésicli, nador mékkych tkani dolni Celisti. Pozorovani bylo po 6

meésicich ukonceno jate¢nim vyuzitim zvitete (Zedek, 2009).

28



tabulka.

iz

tv

Z miniprasa

rv

Celkova statistika devitalizace u jinych zvirat ne

uaop od soysqui ¢ uez | (Pedd [ ual) I woyIesoqy R0
a0 od orsour  wpez | (PRALId | () -—- I WOuR[oW euoword
J1Aap od 2015w € Wz (pedud 1 ual) - 1 WOJWA]
R A % sl 11 61 Azg1z pugouw woutorey | puzni -sad
(Apedpid
niopeu zaq ourpal C COO == C B30 - BUIAPI|
(Apedyd
nuopyu 7aq puIpaf g ual) 4 (wmunfal) oAdns 93ud) ey
niopyu zoq oUPaf 001 S 91 enel
opgu zaq uIpaf L6 (uap-¢) ArwaIn € L11 wﬁﬁmuGOEMOm =
Iopeu Zaq 1duIpal 001 S 0T B[a0 - BUIADPI] GNMHOQ
opeu zaq ourpal 001 - 01 AEBQ_G O0AQ1]S U} uIojeroqe]
() ()
(%) LVYIAZ | NVOUO 049U NYMLL
VIINYNZOd | LSONSAISO VNIDIId NAHQ | LADOd VNVAOZI'TVLIAAA HNAda

(QIAATSAA HOINTYINAWIIAIXA NIHNOS)

LVYIAZ QHN¥A HOISTVA N AMINHOAL INDVZITVLIATA NINID INYAOAA'TS

29



A4.7ZAVER

Z dostupné védecké a odborné literatury, vcetné odbornych diskuzi, byly shrnuty

poznatky o procesu devitalizace a vlivu devitalizace na zdravou nebo nadorovou tkan zvirat.

V praci je popsan vliv devitalizované (devaskularizované) tkan¢ na imunitni systém

pokusného zvifete a proces pfemény této tkan¢ na vazivo.

Jsou popsany pokusy s devitalizaci nadorové tkdn¢ kozniho maligniho melanomu u

pokusnych miniprasat MeLiM s uvedenim procenta uzdravenych zvitat.
Podrobné je popsan kozni maligni melanom a jeho typy.

V préaci jsou také uvedeny pokusy s devitalizaci zhoubného nadoru mlécné zlazy fen

S uspésnosti jejich vyléceni.

Jsou zde uvedeny i pokusy s devitalizaci zhoubnych nadorti u dalSich druht zvifat.
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6. SAMOSTATNE PRILOHY

Ptiloha ¢&islo 1:

MUDr Karel Fortyn, objevitel devitalizace (pouzito s laskavym svolenim RNDr. Vratislava
Horaka)
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Ptiloha &islo 2:

RNDr. Vratislav Horak, nyné&jsi vedouci devitaliza¢nich vyzkum; zdroj
http://www.iapg.cas.cz/uzfg/index.php?p=kontakty zamestnanci&site=default&id=58
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Ptiloha &islo 3:

Kozni melanom miniprasat linie MeLiM (parafinové fezy obarvené hematoxylin-eozinem)

(melanomové buiiky jsou snadno detekovatelné podle cerné barvy zplisobené vysokou
koncentraci melaninu v melanosomech): na obrazku vlevo je melanom pted devitalizaci,
vpravo potom Uplné vymizeni melanomovych bunék a pfeména ve vazivo (cca 6 mésici po
devitalizaci); (pouzito s laskavym svolenim RNDr. Vratislava Horaka)
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Ptiloha &islo 4:

"';,\

Kanecek linie MeLiM pred devitalizaci (stafi 7 tydnl) (s mnohocetnymi melanomy; patrny
znamky kachexie); (pouZito s laskavym svolenim RNDr. Vratislava Hordka)

Tentyz jedinec 12 mésicl po devitalizaci (dosazena normalni hmotnost; v misté pivodnich
vétsSich melanomi je patrné vybéleni §tétin, coz je jediny vedlejsi efekt devitalizace — imunitni
bunky indukované devitalizaci proti protinddorovym buiikdm likviduji kromé melanomovych
bunék 1 melanocyty, které jsou zodpovédné za pigmentaci Stétin a kiize; n¢kdy dochazi i
k vybé&lovani kiize); (pouzito s laskavym svolenim RNDr. Vratislava Horéaka).
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