Klinická studie: Účinky intravazální, low-level laserové terapie v rámci rediferenciační terapie maligních nádorů
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Intravazální ozařování krve laserem a bioimunoterapie podle TALLBERGA vykazují doplňkový a synergický efekt při rediferencování nádorových buněk.  Bioimunoterapie účinkuje na mitochondrie nádorových buněk: prostřednictvím mitochondriálně – nukleární komunikace můžou maligní, přetransformované buňky znova nabýt normální genetické vyjádření. Intravazální ozařování krve laserem morfologicky mění mitochondrie a aktivuje procesy energetické látkové přeměny. Při sledovaní aplikace byly,  u chemoterapeuticky ošetřovaných  nádorových pacientů porovnávané obě tyto metody, jak jednotlivě, tak i ve vzájemné kombinaci: klinicky a morfologicky byly pozorované doplňkové a synergické účinky.  

V 50 - tých letech byly často publikované články o terapeutických experimentech s mitochondriemi, jako i tumorovými mitochondriemi. Výsledky všech těchto prací jdou stejným směrem: obnovení normální funkce mitochondrií, případně aplikace zdravých mitochondrií znamená regenerační posun pro degenerované buňky a mohla by zaujmout klíčovou pozici při léčení chronických a progresivních onemocnění (Literatura při 1). Podle tohoto principu funguje bioimunoterapie podle TALLBERGA při aminokyselinách a stopových prvkách, které byly aplikované v individualizovaných koncentracích a podle kódu, specifického pro tumor (Literatura při 2). TALLBERG experimentálně dokazuje, že mitochondrie nádorových buněk při aplikaci speciálních směsí aminokyselin se stopovými prvky modifikují svojí morfologickou strukturu a seskupují se okolo buňkového jádra transformované buňky, částečně do ní proniknou a prostřednictvím mitochondriálně – nukleární komunikace zjevně způsobují normalizaci genového vyjádření a tím spouštějí rediferenciaci buňky na normální tělové buňky nebo  inicializují apoptózu2 (Literatura k mitochondriálně – nukleární interakci při 3). 
Proces rediferenciace probíhá v třech fázích: zmírnění proliferace, zastavení proliferace a úplné zpětné vybudování nádorového tkaniva.  Tento proces však trvá měsíce až roky, měla by být terapeutická koncepce rediferenciační terapie nádorů dále optimalizovaná zapojením dalších postupů, jako je například intravazální ozařováním krve laserem. 
Ozařování krve laserem aktivizuje procesy látkové výměny.
Intravazální ozařování krve laserem bylo už dlouhé roky praktikované a systematicky zkoumané v bývalém Sovětském Svazu, a to při chronických onemocněních, jako je Diabetes mellitus, onemocnění jater, srdeční a ledvinová nedostatečnost. V příslušné literatuře je kromě jiného uvedené, že prostřednictvím ozařování krve laserem se morfologicky mění mitochondrie a aktivizují se procesy látkové výměny. Tato metoda umožňuje mitochondriím lidských lymfocytů vytvářet tzv. „Giant Mitochondria (obří mitochondrie)“ (jde o reaktivní fenomény, v žádném případě ne o patologické obří mitochondrie, jako například opsané při různých degenerativních onemocnění) a zároveň význačně stoupá míra syntézy ATP, jako i RNA. Při tomto mají buňky s nízkým (kyselým) pH a hypoxií reagovat lépe, jako normální buňky (Přehled literatury při 4). Na základě těchto údajů jsme se domnívali, že ozáření krve laserem a bioimunoterapie podle TALLBERGA iniciují podobné nebo stejné cílové funkce na nádorové buňky a že by mohli být dosáhnuté synergické nebo doplňkové účinky.

Materiál a metody AWB.
Ošetřovaných bylo 17 pacientů s pokročilými metastázovanými karcinomy s různou povahou tumorů. Všechny pacienti absolvovali předběžnou terapii konvenční způsob léčby platí jako toho času ukončený. Klinicky byli pacienti v akceptovatelném stavu; byli mobilní a stabilní pokud jde o jejich hematologickou situaci, (Hb, Hkt, trombocyty, leukocyty,atd.). Pacienti byli rozděleni do třech skupin:

· Skupina I: 5 pacientů dostalo intravazální ozařování krve laserem.

· Skupina II: 5 pacientů bylo ošetřováno bioimunoterapií. Následně byli klinicky ověřené receptury – směsi plus fosfolipidy z mozkového tkaniva zvířat (tzv. Neurofood) plus vakcína z vlastního nádorového tkaniva pacienta (podrobné údaje u TALLBERGA).

· Skupina III: 7 pacientů bylo současně ošetřováno intravazálním ozařováním krve laserem a bioimunoterapií.
Intravazální ozařování krve laserem
Použitá byla „Weberneedle blood“, přístroj s laserem s červeným světlem, 5 mW, 658 nm, kontinuální záření (Weber medical GmbH, D-37696 Lauenförde). 10 x ozařování krve laserem, každé o trvání 30 minut, intenzita ošetření: dvakrát týdně. Místo aplikace: Cubitalvene links.

Laboratorní parametry
Na začátku a na konci doby pozorování v trvaní pět týdnů vyšetření na přítomnost cirkulujících netypických buněk, jejich vyčíslení a morfologické porovnávací vyšetření mitochondrií nádorových buněk (po označení fluorescenční barvou) Laserscan-Mikroskopem (=morfologie s vysokou rozlišovací schopností). Týdenní stanovení relevantních nádorových markerů a vyšetření nativního krevního stěru pomocí laserscanové mikroskopie za účelem stanovení erytrocytoidních na membránu přilnavých imunokomplexních shluků (Fluoview, Olympus, x 30.000).

Izolování, hodnocení a semi-vyčíslení cirkulujících atypických buněk
50 ml čerstvé heparinové krve. PBS odstředění za účelem oddělení mononukleárních buněk. Vícenásobné umývání, peletování a resuspenzie, jako i převedení do média buňkových kultur (MEM plus glutaminový roztok plus fetální telecí sérum). Trvání kultury 2–3 týdny při 37°C, v atmosféře CO2. Imuno-cytologická zkouška a případná DNA-cytofotometrie. Vyčíslení v Neubauerové počítací komoře (Obr. 1).

Laserscanová mikroskopie
Typicky jsou na membráně erytrocytů navrstvené plazmové proteiny. Ty nejsou viditelné pod konvenčním mikroskopem, avšak dají se zobrazit pod laserscanovým mikroskopem s vysokou rozlišovací schopností (Obr. 2). Maligní buňky produkují abnormální proteiny, které znova stimulují B-buňky k tvorbě protilátek. Následkem toho se tvoří imunokomplexní shluky s vyšší erytrocytovou afinitou membrány. Absorpcí takovýchto imunokomplexních shluků na membránu erytrocytů a současnou desorpcií fyziologických plazmových proteinů navázaných na membránu vznikají charakteristické obrázky, vykazující odchylky od normálního imunologického nálezu. (Obr. 3). Odchylky od normálního nálezu jsou zobrazené v diagnostickém hodnocení od 0–30; Bodový zisk 30 zodpovídá maximální atypii.
AWB potvrzuje účinek laserové terapie
Hlavní výsledky vyšetření jsou uvedené v následovných tabulkách. Morfologické porovnávací vyšetření mitochondrií nádorových buněk ukázalo shodné změny v morfologii mitochondrií všech třech skupin: došlo k pro nádor specifickým změnám mitochondrií, které možná umožňují nové diagnostické přístupy. Toto bude v krátkém čase publikované samostatně.

Facit / výsledek
Na základě různých upozornění z literatury jsme očekávali, že intravazální laserová terapie v rámci rediferenciační terapie maligních nádorů by mohla být účinná. Ukazuje se, že tato domněnka byla potvrzená výsledky našeho pozorovaní použití v praxi. Už samotným použitím intravazální laserové terapie se snižuje počet cirkulujících nádorových buněk a směrem k normě se moduluje patologická imunoaktivita pacientů. Při porovnání byla ještě efektivnější bioimunoterapie podle TALLBERGA. Při simultánním použití obou postupů jsou zjevné synergické a doplňkové efekty. Domníváme se, že intravazální laserová terapie, právě tak, jako bioimunologická terapie podle TALLBERGA prostřednictvím přímého působení na mitochondrie ovlivňuje mitochondriálně – nukleární komunikaci a maligní změněné buňky se rediferencují na normální tělesní buňky, nebo přecházejí apoptózou (doplňující účinky). Kromě toho by známé pozitivně ovlivňující imunitu účinky této terapie měli mít dodatečný význam (synergizmus). Všichni naši pacienti prošli maximální chemoterapeutickou před přípravou a dobře reagovali i na intravazální laserové ošetření. Použití intravazálního ozařování krve laserem může proto mít význam i v průběhu konvenčního onkologického léčení. Na základě dosavadních údajů se předpokládá, že efektivnost chemoterapie (indukce apoptózy nádorových buněk) se může zvýšit intravazální laserovou terapií. K tomuto jsou naplánované další výzkumy.
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Obr. 1: Typická kultura nádorové buňky

Obr. 2: Normální nález: Erytrocyt s navrstvenými plazmovými proteiny
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Obr. 3: Patologický nález: imunokomplexní shluk, desorpcie zóny plazmových proteinů a navrstvení metaloproteínů
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Skupina 1: Laserová terapie
	Typ tumoru
	TZ
	LSM 1
	LSM 2
	LSM 3
	LSM 4
	LSM 5
	TU Marker

	Dlaždicový karcinom/ HNO
	- 25%
	26
	17
	14
	6
	4
	SCC:negativ

CEA: -9%

	Adenokarcinom, kolorektální
	- 10%
	30
	26
	18
	11
	8
	CA 19-9: -8%

	Mucinózní karcinom vaječníků
	- 11%
	30
	24
	22
	15
	11
	CA 72-4: 

-12%

	Adenopapilárny uroteliální karcinom
	- 9%
	28
	22
	14
	14
	11
	TPA: -6%

	Hepatocelulárny karcinom
	- 12%
	24
	24
	21
	19
	14
	AFP: - 13%


Skupina 2: Bioimunoterapie
	Typ tumoru
	TZ
	LSM 1
	LSM 2
	LSM 3
	LSM 4
	LSM 5
	TU Marker

	Hepatocelulární karcinom
	- 70%
	22
	20
	12
	11
	2
	AFP: - 22%

	Duktální mammakarcinom
	- 28%
	28
	22
	14
	2
	4
	CA 15-3: -8%

	Mucinózní karcinom vaječníků
	- 11%
	30
	24
	22
	15
	11
	CA 72-4:

 -64%

	Karcinom prostaty
	- 35%
	30
	30
	12
	11
	4
	PSA: - 24%

	Karcinom prostaty
	- 64%
	17
	12
	11
	5
	0
	PSA: - 48%

	Adenokarcinom plic
	- 53%
	30
	25
	17
	14
	2
	CYFRA 21-1

- 34%


Skupina 3: Kombinovaná terapie
	Typ tumoru
	TZ
	LSM 1
	LSM 2
	LSM 3
	LSM 4
	LSM 5
	TU Marker

	Duktální mammakarcinom
	- 100%
	28
	14
	4
	4
	2
	CA 15-3:

 -87%

	Karcinom ledvinových buněk
	- 89%
	26
	11
	6
	2
	2
	Žádný marker

	Malobuňkový bronchiální karcinom
	- 78%
	30
	17
	7
	6
	6
	NSE: -74%

	Karcinom prostaty
	- 100%
	22
	8
	2
	2
	1
	PSA: -83%

	Adenokarcinom pankreasu
	- 84%
	30
	28
	7
	7
	5
	CA 19-9: 

-56%

	Adenokarcinom endometrium 
	. 100%
	18
	4
	2
	2
	0
	CA 125:

 -49%

	Adenokarcinom Cervix uteri
	- 100%
	25
	2
	2
	1
	0
	CEA: -71%


Tab. 1: Výsledky. TZ: Změna počtu cirkulujících nádorových buněk po 5 týdnech. 
LSM 1- LSM 5: Bodové hodnocení týdenních laserscanových mikroskopických nálezů. 
Tm-Marker: Celková změna příslušných nádorových markerů po 5 týdnech.
