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1. Uvob

1.1. RAKOVINA

Jako rakovinu oznacujeme skupinu nemoci vyznacujicich se nekontrolovatelnym
bunéénym delenim, schopnosti napadat jiné tkané a rozsifovat se do jinych ¢asti téla pomoci

metastaz.

Zhoubné nadorové onemocnéni bylo poprvé popsano ve starovékych egyptskych spisech
kolem roku 1600 pf. n. 1. Staroveky tecky 1ékat Hipokratés (asi 460-377 pt. n. 1.) dokazal
rozpoznat rozdil mezi zhoubnym a nezhoubnym nadorem. Nador jevici se jako zhoubny
pojmenoval ,,karkinoma*, latinskd obdoba tohoto terminu je ,,cancer, neboli rak. P. Pott,
londynsky chirurg, v roce 1775 upozornil na spojitost mezi dennim stykem s uhelnym
prachem, sazemi a vyskytem karcinomti u kominik?l. Jamagiva a ISikava, japonsti
vyzkumnici, provedli v roce 1915 historicky prvni experimentalni studii (vyvolali karcinom
dlouhodobym potiranim ktize kralikti kamenouhelnym dehtem), ktera zahajila éru

experimentalni onkologie.

Rakovina je vysledkem mutaci, které osvobodi buiiky od obvyklé regulace bunééného
déleni a preziti. Bunika v téle mutuje diky sérii ndhodnych udélosti (mutaci musi v buiice
probéhnout minimalné 4-7) a ziskava schopnost proliferovat bez normalnich zabran.
Potomstvo této bunikky mutace zdédi a vznika z nich nador, ktery mize neomezené rist
(Alberts a spol., 1998). Nadory vétsinou vznikaji defektem regulace jedné buiiky, z tohoto
diivodu jsou ¢asto monoklondlni. U rakovinnych bunék neprobihd apoptodza, dochdzi
k naruSeni bunécného cyklu. Pfi¢inou transformace bun€k na rakovinné miize byt ptisobeni
chemickych kancerogent, zaieni nebo neékterych virti. DNA buiiky mtze byt poskozena také

genetickymi faktory.

Néadory se déli na benigni, které nemaji schopnost neomezené rust, neinvaduji zdravou
okolni tkan a nejsou tolik nebezpecné. Druhou skupinu tvoii nadory maligni, pro které je
typicky nekontrolovatelny rust. Tyto nadory jsou progresivné invazivni, velmi Casto

metastazuji a maji zvlastni schopnost vyzivy (primarni hostiotrofé, nasleduje angiogeneze).



1.1.1. Klasifikace nadori podle tkanového piivodu:

» Epitelialni (kryci nebo vystelkova tkan)
eBenigni: epitelom, papilom
e Maligni: karcinomy
» Stromalni (pojivové)
e Benigni: fibromy (vazivo), myomy (hladké svalstvo), chondromy (chrupavka)
e Maligni: sarkomy
» Hematopoetické (z krvetvornych tkani)
eMaligni: leukémie, lymfomy
» Neuroektodermu (naddory CNS a kiize)
eBenigni (CNS): gliom, neurinom, meningeom
eMaligni (CNS): glioblastom, neuroblastom
e Benigni (klize): pigmentovy névus
e Maligni (klize): melanom
> Zlazovych tkani
eBenigni: adenomy
e Maligni: adenokarcinomy
» Germinomy (ze zarode¢nych tkani)
eBenigni: teratomy
e Maligni: teratokarcinomy, embryondlni karcinom

» Vzacné nadory z ostatnich tkani

Systematické studium kancerogeneze experimentalné zkouma vliv a mechanizmy ptisobeni
kancerogenii. Kancerogeneze se miize d¢lit dle typu kancerogenti na chemickou, fyzikalni a
biologickou. Virova kancerogeneze ptinesla zdklad molekularni biologie naddort. Existuje

také nékolik hypotéz na vysvétleni ptivodu a vzniku nadort (viz dale).

Chemické kancerogeneze obsahuje Sirokou skalu nékolika tisic latek, ktera se stale
rozsifuje. Mezi chemické kancerogeny patii naptiklad tyto latky: polycyklické aromatické
uhlovodiky (benzpyren, antracen), nitrosaminy, aromatické aminy (naftylamin, benzidin),
dioxiny, riiznoroda skupina alifatickych kancerogent (vinylchlorid, tetrachlormetan,

insekticid DDT), arzén a jeho slouceniny, slouceniny chrému, kadmia a niklu, azbest,



koncentrovany alkohol a aflatoxin (produkt plisn¢ Aspergillus flavus, je na rozhrani mezi

biologickym a chemickym kancerogenem).

Do fyzikalni kancerogeneze se fadi radia¢ni kancerogeneze, UV zafeni slune¢niho spektra
1 z umélych zdrojh (horské slunce, solaria), popaleninova kancerogeneze a vliv mechanického

pusobeni cizich téles.

Biologicka kancerogeneze zahrnuje kancerogenezi virovou (jako prvni byl objeven virus
ptaciho sarkomu, déle virus mys$i leukémie, virus Ebstein-Barrové patfici mezi herpes viry,
papilomaviry, viry sérové zloutenky — typu B), bakterialni (Helicobacter pylori), parazitarni
(Bilhariaza, Schizostomiaza, Amebiaza) a kancerogenni vliv endogennich télnich produktt
jako jsou hormony (vznik karcinomu prsu, délozniho téla, prostaty, Stitné zlazy a mozna i

melanomu) a zlucové kyseliny (G€inky u karcinomu tlustého stifeva a kone¢niku).

1.1.2. Vznik nadori, hypotézy:

1.1.2.1. Zarode¢na (embryonalni) hypotéza:

Tato hypotéza je povazovana za nejstarsi. Je zaloZena na podobnosti ristu tkéni zarodku a
nadorid. Zahrnuje také trofoblastickou hypotézu vzniku nadord. S touto myslenkou ptisel
srovnavaci embryolog John Beard (1857-1924), ktery vystihl chovani zhoubnych nadort
porovnanim s trofoblastem. Beard popsal domnénku, ze piivod nadort je ze zarode¢nych
bunék. V soucasné dobé se n€které tivahy zastancti hypotézy vzniku nadorti z kmenovych

bunék této teorii piiblizuji.

1.1.2.2.  Iritacni hypotéza:

Pocatku vzniku nadoru predchazi dlouhodobé drazdéni, zanét, nebo také opakovana
zrafovani, coz bylo prokazano u 15% ze vSech znamych malignich naddord. Tuto hypotézu
podporuje objev zanétlivych cytokinli a zanétlivych rastovych faktort, které se podileji na

vzniku nadorq.

1.1.2.3.  Regeneracni hypotéza:

Navazuje na iritacni hypotézu. Je zaloZzena na Casté tkanové obnove, pfedchazejici vzniku
nadoru. I tato hypotéza byla v posledni dobé podpoiena. Naptiklad poznatky, ze nador se
podoba nikdy se nehojici rané, nebo karikatute tkaniové obnovy. Opakovana regenerace je

podpoiena kmenovymi bunikami, které byly nalezeny i1 v n¢kterych nadorech.



1.1.2.4. Mutacni genova hypotéza:

Tato v soucasnosti dominujici hypotéza navazuje na studie onkogent a antionkogend.
Mutace muze byt bodova (tyka se pifimo DNA) nebo neptima, kvalitativnimi zménami

chromozomu.

1.1.2.5. Hypotéza piedpokladajici vznik nadori z kmenovych bunék:

Jak bylo zminéno vyse, nadory vnikaji vétSinou z jedné buiiky, z které to je, stale neni
zcela ptesn¢ zndmo. V posledni dobé se Casto diskutuje otdzka moznosti vzniku nadort
z kmenovych bunék. Hovofi se o bunikdch kmenovych, ale tento pfedpoklad nebyl dosud
podlozen ditkazy. Kmenové buiiky mohou byt vysvétlenim pro odolnost nadora vici
cytostatikim a radiaCnimu zafeni. Ve prospéch této hypotézy rovnéz hovoti to, ze zminény
pocet nutnych mutaci ptedpoklada dlouhé trvani ptislusné bunécné linie, coZ je u kmenovych
buné¢k zaruc¢eno. Kromé¢ tkanovych kmenovych bunék je zvazovano, zda se kancerogeneze
neucastni také VSEL (very small embryonic like) buiiky (Kucia a spol, 2006), a to vzhledem
k jejich mobilité, ucasti v procesech regenerace i velmi nizkému stupni diferenciace.
Hypotéza piedpokladajici vznik nadorit z kmenovych bunék neni v rozporu s mutacni

genovou hypotézou. Netesi otdzku jak, ale z jakych bunék nadory vznikaji.

1.2. MELANOM

Melanom je nador, ktery vychazi z pigmentovych bunék, tzv. melanocytii. Na jeho vzniku
se podili prevazné ultrafialové zareni, a to zejména jeho UVB slozka. Melanocyty produkuji
pigment melanin, ktery dodava kizi piirozenou barvu a zpisobuje, ze nadory jsou ¢erné nebo

hnédé. Maligni melanom u lidi je rozliSovan na 4 druhy:

» Povrchové se Sifici maligni melanom — nejcastéjsi typ melanomu, nejprve roste jenom
povrchové, v pozdé€jsi fazi se dostane do hlubsich vrstev ktize

» Nodularni melanom — od pocatku hrbol nad kiizi, nador prorusta do vétsich hloubek
ktze

» Lentigo maligna melanom — vnika na kizi s patrnymi znamkami poskozeni slune¢nim
zatenim, jsou to plosna loziska se stfidanim svétlych a tmavych odstind hnédé barvy,
nejcastéji u starSich osob

» Akrolentigin6zni melanom — nejcastéji vznika na perifernich partiich lidského téla (na

ploskéch, dlanich ¢i pod nehty)



U mysiho melanomu rozeznavame Ctyii typy rozdilnych bunéénych linii, B16-F0, -F1, -
F10 a B16-BL6. Bunécna linie B16-F1 byla ziskéna jednou selekéni procedurou, B16-F10
provedenim selekéni procedury desetkrat, za pouziti Fidlerovy metody (Nakumara a spol.,
2001). Melanom se my$im aplikuje injek¢éné a to nejcastéji podkozni nebo intravenozni cestou
do ocasni zily. B16-F10 a B16-BL6 bunécné linie mnohem silnéji metastazuji do plic nez
bunécné linie B16-F1, ovSem ve zhoubnosti nadoru se blizce rovnaji (Nakumara a spol.,

2001).

1.3. NADOROVA IMUNOLOGIE, IMUNOTERAPIE

Pro reakci imunitniho systému s nadorovymi buiikami je nutna existence nddorové
specifickych povrchovych antigenit umoziujicich jejich rozpoznani imunitnim systémem.
Tyto nadorové antigeny byly identifikovany a rozdéleny do dvou kategorii: antigeny
specifické pro naddory (TSA - vyskytujici se pouze na nadorovych bunikach) a antigeny
asociované s nadory (TAA - vyskytujici se i na normélnich buiikach za podminek, které

neindukuji stav imunologické tolerance).

Do kategorie antigent specifickych pro nadory patii naptiklad: komplexy MHC I
s abnormalnimi fragmenty bunécnych proteina (typické pro chemicky indukované nadory a
nékteré leukémie), komplexy MHC I s fragmenty proteinli onkogennich virti (u nadorti

vyvolanych viry), abnormalni formy glykoproteinti a idiotopy myelomil a lymfomd.

Mezi antigeny asociované s nadory patii onkofetalni antigeny (jsou pfitomné v normalnich
fetalnich bunkach, napt. a-fetoprotein, karcinoembryonalni antigen), nékteré melanomové
antigeny (siln¢ exprimovany na melanomovych buitkdch, MAGE-1, Melan-A), antigen
HER2/neu (receptor rastového faktoru epitelidlnich bunck), PSA (prostaticky specificky
antigen), EPCAM (adhezivni molekula epitelialnich bunék, silnd exprese na metastazach

karcinomtl) a tzv. diferenciacni antigeny leukemickych bun¢k.

Normaln¢ byva vysoka hladina lymfocytt schopnych zabijet fadu nadorovych bunék. Mezi
tyto buniky patii NK-buniky, coz jsou velké granularni lymfocyty, které nemaji membranovy
Ig ani T receptor. Zabijeni probiha podobnym mechanismem jako u CTL, a navic jest¢ NK
sekretuji rozpustny faktor cytotoxicky pouze pro nadorové buiiky. Dale sem patii NC (natural
cytotoxin) buiiky, coz jsou T¢ buiiky s afy nebo yd receptory, které nespecificky rozpoznavaji

a zabijeji nadorové bunky. Aktivita obou typi téchto bun€k (NK i NC) miize byt zvySena



pusobenim IFNy a IL-2. Dalsi obranu proti nadorovym buitkam zajist'uji makrofagy.
Makrofagy musi byt aktivované IFNy a MAF (makrofagy aktivujici faktor), coz zvysi jejich
cytotoxicitu pro nddorové buiiky. Po aktivaci makrofagy produkuji vét§si mnoZzstvi enzymi,

které tak dosahuji vysokych lokalnich koncentraci (napt. TNF-a).

Riizné typy nadorovych bunék se lisi zptisoby, kterymi se mohou vyhnout imunité. Rada
téchto mechanizm je analogickd s unikovymi mechanismy infek¢nich mikroorganismt. Mezi
nejvyznamnéjsi zptisoby uniku nddoru imunitnimu systému se fadi: 1) variabilita nddorovych
bunék (mutantni formy bez nddorového antigenu), ii) nizka hustota exprese nadorovych
antigend, iii) syalilace povrchu nadorovych bunék (zamaskovani nékterych epitopi
nadorovych antigentl), iv) produkce faktorti inaktivujicich T-lymfocyty nebo jinych
blokujicich faktort (IL-10, TGF-p), v) produkce faktorti inhibujicich funkce ¢i zivotnost
dendritickych bun¢k (NO, IL-10, TGF-p).

Jednim z nejvétsich problému pii nddorové terapii jsou metastazy. Mezi adhezivnimi
molekulami na buitkach mé nejpravdépodobnéji nejdiilezitejsi roli pii vzniku metastaz
molekula CD44 (Gebauer a spol., 1997). Z toho divodu se ocekava urcité¢ zamezeni vzniku
metastaz pii sniZzeni hustoty vyskytu CD44 (Paradis a spol., 1999). Tyto molekuly mohou byt
blokovany bud’ monoklonalnimi protildtkami, nebo také aktivitou protedz, kterymi se tato
prace zabyva. Bylo potvrzeno, Zze smés trypsinu, chymotrypsinu a papainu vedla ke snizeni

vyskytu molekul CD44 na povrchu bunék (Wald a spol., 2001).

1.3.1. Cytokiny

Cytokiny hraji v nadorové imunologii velmi diilezitou roli. V patogennich ptipadech
dochazi v organismu k poruseni Th1/Th2 rovnovahy (v ptipadé zanétu pievazi Thl odpovéd’,
v ptipad€ nddorového onemocnéni dojde k vétsi produkci Th2 cytokini). Cytokiny, které jsou
produkované, nepiisobi jenom lokalné, ale 1 systémové. Smyslem terapie by mélo byt
znovunastoleni rovnovahy mezi produkci Thl cytokint a Th2 cytokind. Hlavnimi
nadorovymi cytokiny, které navozuji stav, kdy jsou nadory tolerovany, jsou TGF-, IL-4, IL-
6 a IL-10 (Pawelec, 1999). Tyto cytokiny jsou produkovany jak samotnymi nadorovymi
buiikami, tak 1 bunnkami imunitniho systému, které infiltruji a obklopuji nadorovou tkan.

Dtlezitou roli zde hraji hlavné TGF-f a IL-10.

TGF-f inhibuje cytotoxicitu makrofagi a NK bunék (Finke a Bukowski, 2004), suprimuje
proliferaci dendritickych bunék (Brown a spol., 2001) a T bun¢k (Weller a Fontana, 1995),
inhibuje TCR signalizaci, stimuluje angiogenezi nadort, inhibuje CTL odpovéd a MHC I
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(Weller a Fontana, 1995), zesiluje metastazovani nadord a vyrazné zhorsuje prognézu. TGF-

beta také zesiluje vlastni produkei a zarovei IL-10 produkci (Maeda a Shiraishi, 1996).

IL-10 ma stejné jako TGF-B spoustu G€inkll plsobicich ve prospéch nadoru. Patii sem
suprimace dendritickych bun¢k (Shurin a spol., 2002), Th1 (McHugh a spol., 2002), IFN-
gama, [L-2 (Finke a Bukowski, 2004), antigenni prezentace (Kim a spol., 1995), snizeni
exprese MHC I (Terrazzano a spol., 2000) a zvySeni exprese HLA G (brani ataku NK bun¢k),
(Moreau a spol., 1999). Pisobeni IL-10 neni ovSem upln¢ jednoznacné, n€kdy je schopen

vyvoj nddori inhibovat.

1.4. ENZYMOVA TERAPIE

Enzymov4 terapie je v soucasné dobé velmi diskutovanou metodou, zejména s ohledem na
nevytesenou otazku peroralniho vsttebavani (viz diskuse). Nicméne dokumentované
vysledky v klinickych zkouskach, a také vyrazné efekty v preklinickych studiich, zalozenych
na spolehlivéjsi perrektalni aplikaci, nam umoziuji zvazovat tento zpiisob jako moznost
nadorové terapie. Enzymoterapie je v soucasnosti chapéana jako imunomodulace. Mezi
nejcastéji uzivané enzymy patii trypsin, chymotrypsin, bromelin a papain (napt. Wobenzym,
Wobe-Mugos). Po vstiebani jsou proteazy vazany cirkulujicimi anti-protedzami, jako napft.
a2makroglobulin a al-proteazovy inhibitor. Jak vyplyva z disociacnich konstant téchto
komplex, je tato vazba silnd a z toho ditvodu nelze predpokladat, Ze by navazané protedzy

atakovaly ostatni proteiny v séru. Toto tvrzeni bylo experimentaln& potvrzeno (Zenka,

nepublikovéano).

Proteazy se tedy v séru vyskytuji pfednostné ve formé komplext s a2-makroglobulinem
(Topping a Seilman, 1979), v ptipadé¢ jeho vycerpani se postupné navazuji na ostatni sérové
proteazové inhibitory. Lidsky a2-makroglobulin je glykoprotein o pomérné velké molekulové
hmotnosti (718 kDa) a v krvi se vyskytuje ve vysokych koncentracich (2-4 mg/ml), (James,
1990). a2-makroglobulin, produkovany hepatocyty v jatrech, buitkami dé€lozni sliznice
(Sayegh a spol., 1995) a makrofagy (Kawser a spol., 1998), je nespecificky protedzy vazajici
protein (vaZe proteazy vSech Ctyf hlavnich tiid: aspartatové proteazy, cysteinové protedzy,

matrixové metaloprotedzy a serinoveé proteazy).

Dilezité je, ze a2-makroglobulin po navazani proteaz piejde do aktivované formy. V této

formé ziskava, piipadné zesiluje svou schopnost vazat nejriznéjsi cytokiny.
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Prehled cytokini vazanych a2-makroglobulinem:

TGF-betal, TGF-beta 2 Feige a spol., 1996
IL-1beta, IL-2, IL-12 Borth a Luger, 1989

1L-4 Garber a spol, 2000

IL-6 Matsuda a spol, 1989
IL-8 Kurdowska a spol., 1997
IL-10 Garber a spol., 2000
Inhibin, Activin Niemuller a spol., 1995
Defensin Panyutich a Ganz, 1991
VEGF Bhattacharjee a spol., 2000;
NGF-beta Gonias a spol., 2000
PDGF-BB Crookston a spol., 1994
FGF 1,2,4,6 Asplin a spol., 2001

EGF Gettins a Crews, 1993
IGF-1 da-Silva a spol., 1996
oGP Gavish a spol., 1997
NT-3, CNTF Liebl a Koo, 1993
TGF-alpha Liebl a Koo, 1993

beta-2 microglobulin Gouin-Charnet a spol., 2000
Growth hormone GH Kratzsch a spol., 1996
Leptin Birkenmeier a spol., 1998
TNF-alpha Crookston a spol., 1994
IFN-gamma James a spol., 1992

Komplex a2-makroglobulin + enzym + cytokin je odstranén z cirkulace vazbou na LRP
(nizko denzitni lipoproteinovy receptor vazajici protein, vyskytuje se na povrchu buriky) a

znic¢en ve vakuolach bunky.

Nadprodukce cytokinti charakterizuje vyvoj rozdilnych chorob. Od¢erpanim téchto
piebytecnych cytokinil a nastolenim rovnovazného stavu je mozné vysvétlit ptiznivé pisobeni
enzymoterapie pti riznych stavech jako je zanét, chronicky zanét, nadorova onemocnéni 1
autoimunita. V piipad¢ terapeutického ptisobeni na naddorova onemocnéni je zdiiraziiovan vliv
aktivovaného a2-makroglobulinu na odstraniovani nadbytecného TGF-, kterym nadory

potlacuji imunitni odpovéd’.

Multifunkéni cytokin TGF-f je zapleteny do mnoha rtiznych funkei buiky. Hraje velmi

dilezitou roli v bunééné diferenciaci, ristu, formaci matrixu a regulaci imunitni a zdnétové
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odpovédi. Pii rakoviné TGF-P podporuje rist nddorovych bunék a metastazovani (Yang a
spol., 2002), inhibuje rtst a funk¢ni aktivitu NK bunék aktivovanych lymfokiny, dodate¢né
redukuje produkei TNF a expresi mRNA perforinu (Abe a spol., 1992), a také inhibuje

fagocytdzu a cytotoxicitu v makrofazich a granulocytech.

Snizovani TGF-p v lidské krvi vlivem enzymové terapie bylo prokézano (Desser a spol.,
2001). TGF-p je autokrinni rastovy faktor, ktery stimuluje svou vlastni produkci (Blanchette
a spol., 1997). Z toho vyplyva, Ze snizeni TGF-f sniZzuje jeho nadprodukci. Lze tedy
predpokladat, Ze popsané odstraiiovani jednoho z hlavnich cytokinti, podilejicich se na
nadorové imunosupresi, je prinejmensim spoluodpovédné za pozorované efekty pti
enzymoterapii rakoviny. Dulezita role TGF- v nddorové progresi a metastazovani souvisi
s tim, ze nejlepSich vysledkl bylo dosazeno systémovou enzymovou terapii pravé v piipade
mySich metastazovych modeltl, jako Lewistiv plicni karcinom (Wald a spol., 1998) a

melanom B16 (Wald a spol., 2001).

1.5. PROENZYMOVA TERAPIE

Zaklady enzymové terapie byly polozeny uZz pted sto lety. John Beard, srovnavaci
embryolog na Edinburghské Univerzité, se zabyval shodou malignich tumort a trofoblastu.
Vsiml si, Ze u vétSiny placentalnich obratlovct, v dob¢ kdy dochézi ke zpomaleni ristu
placenty, se vyviji pankreas. Diky védomosti o shod¢ mezi vlastnostmi malignich tumort a
trofoblastu (Beard, 1902, 1903, 1905, 1907a, 1907b) ptedpokladal, Ze enzymy produkované
béhem vyvoje pankreatické zlazy omezuji invazi trofoblastu a domnival se, ze extrakt
pankreatu mize mit podobny tlumici u¢inek na nadorovou invazi (Beard, 1905). To bylo
experimentalné potvrzeno, a jako trypsinova terapie nddorovych onemocnéni také

publikovano (Beard, 1911).

Beard pouzival Cerstvé extrakty telecich pankreati, na pouziti ¢erstvych extraktt kladl
velky dlraz z divodu, Ze jediné ty obsahuji spravné mnozstvi ucinnych latek — trypsinu a
amylazy. Pozoroval, Ze ve starSich preparatech se amyldza postupné¢ deaktivuje, zatimco
aktivita trypsinu nartsta (v disledku autoaktivace trypsinogenu, to ov§em nemohl védét,
jelikoZ proenzymy byly popsany mnohem pozdéji). Cerstvy extrakt, ktery pouZival, tudiz
obsahoval vyznamné mnozstvi trypsinogenu, nepochybn¢ i chymotrypsinogenu (ten byl

objeven o mnoho desitek let pozdéji) a amylazy. Beard tedy spiS nez enzymoterapii popsal
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nevédomky proenzymoterapii. Na tento omyl poprvé upozornil Trnka a Novak (Trnka a spol.,
1999, Novék a Trnka, 2005).

Proenzymy jsou neaktivni a proto se mohou v krvi nerusené pohybovat. Pfredpoklada se, ze
v misté nddoru jsou aktivovany nddorovymi proteazami jako je s membranou spojeny
katepsin B (Kobayashi a spol., 1993), nadorovy trypsin (Nyberg a spol., 2006) a urokinasovy
aktivator plasminogenu (Uchima a spol., 2003). Zvazovana je také ucast enterokinazy (Miyata
a spol., 1999), nebo enterokindze podobného enzymu (Nyberg a spol., 2002).

Vétsina pankreatickych enzym je sekretovdna ve formée proenzymn, které jsou nasledné
ucinkem enterokinaz aktivovany v duodenu (Borgstrom a spol., 1993). Zasadni hypotéza, ze
rozhodujici slozky v Beardové preparatu byly proenzymy a ne enzymy, byla poprvé
podpofena experimenty na mySich s MCA indukovanymi nadory a s transplantovanymi
melanomy B16 (Trnka a spol., 1999, Novak a Trnka, 2005). V téchto in vivo experimentech
byla testovana smés trypsinogenu a amylazy v piiblizné koncentraci doporu¢ené Beardem.
Smés méla pozitivni vliv na preziti mysi a vykazovala zejména antimetastazovy vliv (Trnka a
spol., 1999, Novak a Trnka, 2005).

Kaiserova a Zenka (in prep.) prokazali synergicky Gi¢inek trypsinogenu a
chymotrypsinogenu. Optimalizovali také mnozstvi amylazy, kterd ma sice jen podptirny vliv
(Novak a Trnka, 2005), ale v kombinaci s proenzymy zaroven zlepsuje priubéh terapie, a to
pravdépodobné odbourdvanim glykoproteint.

Co se tyce mechanismi pisobeni proenzymd, predpokladame, Ze se uplatituji ve dvou
oblastech. Jak uz bylo zminéno, 1ze ocekavat aktivaci proenzymu v mistech nadord, ale také
byla popsana pomala autoaktivace proenzymi v séru, kde kli¢ovou roli hraje vapnik (Zenka,
in prep.). V tomto ohledu je mozno uvazovat o vySe zminénych mechanismech interakce s
02-makroglobulinem a imunomodulaci, zalozenych na pohlcovani cytokinti. Rozpad
proenzymu zejména v misté nadord by poté mohl vést k vyssi lokalizaci a zvySeni ucinnosti
tohoto jevu, ve srovnani se systémovym plsobenim enzymoterapie.

Po aktivaci proenzymi v misté nadort, nasledované ptipadné jejich dalsi autoaktivaci,
musi alespon po urcitou dobu existovat v aktivnim (neinhibovaném) stavu, a to z toho
diivodu, ze v tomto misté proteolytické aktivity nad inhibi¢énimi musi pfevazovat, jinak by
nedochazelo k invazim. Aktivni protedzy mohou interagovat s proteazami aktivovanymi
receptory (PARs), (Bohm a spol., 1998). Vzhledem k vysoké proteolytické aktivité vSak
v tomto ptipad¢ predpokladame spiSe vycCerpani a destrukci téchto receptort. Dal$i moznosti
pusobeni protedz je odstrannovani nador maskujicich molekul, coz vede ke snadné;si

identifikaci nadort a jejich pfipadné likvidaci imunitnim systémem. Novak a Trnka, 2005
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popisuji vznik bunéénych spheroidi piisobenim enzymt, coz by mohlo vést ke snizeni
mobility nadorovych bundk. Nase pozorovani (Zenka, in prep.) podtrhuje dileZitost proteint

v prostiedi pro rozvoj téchto procest.

Aplikace enzymi a proenzymu obecné muze vést k zvySené produkei inhibitort, které poté
potlacuji zejména nadorovou invazivitu a metastdzovani. Tato enzymova ,,vakcinace* pak
muze probihat jak systémové (pouziti enzymi), tak mize mit i lokalni charakter. Tak napt. o-
1-antitrypsin neni produkovan jenom jatry, ale miize byt produkovan téZ lokalné (Carlson a
spol., 1988). Je mozné si tedy predstavit jeho zesilenou lokalni produkci vyvolanou nadory a
také jimi aktivovanymi proenzymy. Vyssi uroven hladiny a-1-antitrypsinu uvnitt nadora asto

vyvola tendenci k lepSimu klinickému vysledku (Allagayer a spol., 1998).

Celkovée tedy enzymoterapie a zejména proenzymoterapie stale vyvolavaji otazku, jaké
mechanismy zptisobuji pozorované efekty. Lze predpokladat ucast vice mechanismii najednou
1 stfidani jejich proporci béhem terapie. Jejich poznani je velmi dalezité z hlediska dalsi

celkové optimalizace terapie.

1.6. BETA GLUKAN

Existuje n¢kolik odlisnych typt glukanii s riznou mirou aktivity. Nejaktivnéjsi a z toho
polysacharid, ktery 1ze izolovat z buné¢énych stén kvasinek a hub. Je to poly-beta-1,3-D-
glukopyroéza s vysokou molekulovou hmotnosti. Tato molekula je ve vodé mélo rozpustna, az

nerozpustna.

Ve vyzkumném stfedisku Harvardské Univerzity bylo zjiSténo, Ze existuji urcité receptory
(proteinovy komplex, ktery se na makrofazich vyskytuje od pocatku jejich zrani v kostni dfeni
1 béhem jejich diferenciace) na membranach makrofagi, které¢ dovedou tyto glukany zachytit.
Nejcastéji jsou to receptory, které rozeznavaji zhruba sedm sacharidovych jednotek. Tato
interakce je vyznamna aktivaci makrofagt, které zajist'uji nespecifickou imunitu. Zralé
makrofagy se vyskytuji ve vSech tkéanich, i v tkani centralniho nervového systému. Kdyz
dojde k setkani makrofagu s beta-1,3-D-glukanem, molekula se navaze na makrofag

prostiednictvim receptoru a ten se tim aktivuje.

Aktivace makrofagu ptredstavuje: zvyseni jeho fagocytarni funkce, uvoliiovani primarnich i

sekundéarnich cytokinii, uvoliiovani koloniza¢nich stimula¢nich faktorit GM-CSF a interferoni
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a aktivaci T a B bun¢k. Aktivované makrofagy se spolu s cytokiny podileji na nespecifické
imunite.

Beta glukan uc¢inkuje dvojim zpiisobem, pifimo a nepiimo. Glukan ptisobi také jako
scavenger volnych radikalt a antioxidac¢ni latka. Lokalné podané injekce beta-1,3-D-
glukanové suspenze do melanomové léze piinesly uspésné vysledky (Mansell a spol., 1978).

nespecifickou imunitu (aktivovani makrofagti, NK bun¢k).

V jinych experimentalnich studiich bylo zjisténo, ze beta glukan ma také vyrazné ucinky
na metastazovani nadorti. U mysi, kterym byl glukan podavan, byl pozorovan znacny pokles
vzniku metastdzovych lozisek na plicich oproti mysim v kontrolnich skupinach (Moon a spol.,

2005, Vetvicka a spol., 2007).

Beta glukan Ize aplikovat ordlné nebo injekené. Je zcela bez nezddoucich ucinki a je

netoxicky.

Obr. 1.1. Vzorec beta 1,3-D-glukanu.
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2. CILE PRACE

» Kultivace nadorovych bun¢k

» Transplantace nadorovych bunék mys$im a nasledna terapie proenzymy proteaz

(trypsinogen, chymotrypsinogen)
» Srovnani proenzymoterapie se systémovou enzymoterapii

» Vyhodnoceni experimenttl, posouzeni moznych mechanizmut
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3. MATERIAL A METODY

3.1. LABORATORNI ZVIRATA

Pti pokusech byly pouzity SPF mysi kmene C57BL/6 (Charles River) samic¢iho pohlavi. Na
zacatku pokusu byly mysi 8 tydnti staré a vazily 19-21g. Mysi byly chovéany ve standardnich
podminkich ve zvéfinci Parazitologického tistavu Biologického centra AV CR v Ceskych

Budgjovicich. Krmeny byly standardni komeréni granulovanou stravou a vodou at libitum.

3.2. BUNECNE LINIE

Pouzity byly nadorové buiiky melanomu B16-F10 (dar prof. Rihové, MBU AV CR, Praha).
Bunky byly kultivovany v RPMI 1640 obsahujicim 10% fetdlniho bovinniho séra a
antibiotika (Sigma). Kultivace probihala v termostatu pii 37°C v atmosfétfe nasycené vodnimi

parami a obsahujici 5% oxidu uhlicitého.

3.3. TRANSPLANTACE NADORU

3.3.1. Pokus¢. 1
Bylo oholeno (z4da, prava strana dole) 55 samic C57BL/6.

Ptiprava bunék - médium (RPMI s 10% FCS) bylo slito, buniky byly dvakrat promyty
vétsim mnozstvim PBS. Nasledovalo kratké oplachnuti adherovanych bunék trypsiniza¢ni
smési (0,02% trypsin, 0,5 mM EDTA v PBS). Poté se k nim ptidalo cca 0,5 ml trypsiniza¢ni
smési. Nasledovala 1-5 minutova inkubace pii 37°C, dokud nedoslo k zakulaceni a uvolnéni
bunék. Poté se k buitkdm ptidalo 5 ml RPMI s 10% FCS a buiiky byly centrifugovany 10 min
pti 4°C a pti 150g. Nasledné byly buiiky dvakrat centrifugaéné promyty s RPMI bez séra za
stejnych podminek centrifugace. Promyté buiiky byly rozsuspendovany v 5 ml RPMI a poté

spocitany (Trypanova modf, 1:1). Jejich koncentrace byla upravena na 4 mil/ml.

Mysim bylo transplantovano s.c. do oholeného mista "a 400 000 bun¢k B16-F10 v 0,1
ml RPMI bez séra.
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3.3.2. Pokus ¢. 2

Bylo oholeno 78 samic C57BL/6 (zada, prava strana dole). V tomto pokusu byla pouzita
stejna buné¢éna linie, piiprava bunck probéhla stejnym zptisobem jako v prvnim pokusu.

Vysledna koncentrace bun¢k byla upravena na 5 mil/ml.

Mysim bylo s.c. transplantovano “a 500 000 buné¢k B16-F10 v 0,1 ml RPMI bez séra.

3.4. LECBA—PROENZYMOVA/ENZYMOVA TERAPIE

3.4.1. Pokusé.1

Po transplantaci nddorovych bunék byly mysi sledovany kvtili pocatktim vyskytu nadoru.
11. den po transplantaci bylo shledano 24 mysi pozitivnich a 31 mysi negativnich. U
pozitivnich mys$i se nejdfive nadory zméfily kaliperem. Zmétené mysi byly rovnomérné podle
velikosti nadorti rozdéleny do 4 skupin. Do 1., II. a IV. skupiny se pifidalo po osmi Cistych
mys$i, do III. skupiny se ptidalo sedm cCistych mysi. Tentyz den byla zapocata 1écba podle
rozdé€leni do skupin. Kazdé mysi bylo denné aplikovano i.m. do levé zadni nohy 0,1 ml

roztoku (slozeni roztokli u jednotlivych skupin rtizné).

3.4.1.1. SloZeni podavanych roztoku u jednotlivych skupin

Skupina ¢&. 1. (proenzymoterapie):

» 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein

» 33,6 mg trypsinogenu (T1143), aktivita: 11300 BAEE U/mg protein (po akt.)

» 33,6 mg a-chymotrypsinogenu A (C4879), aktivita: 56 BTEE U/mg solid (po aktivaci),
(1 U pied aktivaci)

» Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizace filtraci, potom zamrazeni po 1,5 ml.

Skupina ¢&. II. (enzymoterapie):

» 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
» 38 mg trypsinu ( T1426), aktivita: 10 000 BAEE U/mg protein
» 34,2 mg a-chymotrypsinu (C4129), aktivita: 55 BTEE U/mg solid

» Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizace filtraci, potom zamrazeni po 1,5 ml.
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Skupina ¢&. I11. (enzymoterapie, snizend koncentrace):

» 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
» 3.8 mg trypsinu ( T1426), aktivita: 10 000 BAEE U/mg protein
» 3,42 mg a-chymotrypsinu (C4129), aktivita: 55 BTEE U/mg solid

» Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizace filtraci, potom zamrazeni po 1,5 ml.

Skupina &. IV. (kontrolni skupina)

» Fyziologicky roztok sterilizovany filtraci zamrazeny po 1,5 ml.

3.4.2. Pokus ¢. 2

Po transplantaci bun¢k melanomu B16-F10 byly mysi pozorovany, aby byl v€as zachycen
rozvoj nadord. 10. den po transplantaci bylo 48 mysi shleddano pozitivnich. Nadory byly jako
v pokuse €. 1 zméfeny kaliperem a mysi podle jejich velikosti rovnomérné rozdéleny do Sesti

skupin. Do kazdé skupiny bylo poté pfidano 6 mysi, u kterych se nador prozatim nerozvinul.

3.4.2.1. SloZeni podavanych roztoku
Beta glukan

Beta glukan byl ziskan jako dar (Transfer Point, USA). Pouzit byl produkt Beta-1,3-D
glucan, 500 mg na kapsli (v kapslich se beta glukan nachazi ¢isté¢ forme). Beta glukan od
Transfer Point byl v experimentalnich testech vyhodnocen jako nejicinnéjsi (Vetvicka a
Vetvickova, 2007). Mysim byly podavany 3 mg beta glukanu rozsuspendované v 0,05 ml

vody. Pro peroralni aplikaci byla pfipravena suspenze 60 mg beta glukanu na 1 ml vody.

Proenzymoterapie

» 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein

» 33,6 mg trypsinogenu (T1143), aktivita: 11300 BAEE U/mg protein

» 33,6 mg a-chymotrypsinogenu A (C4879), aktivita: 56 BTEE U/mg solid (po akt.),
(1 U pted aktivaci)

» Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizovano filtraci, pak zamrazeni po 1,5 ml.
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Enzymoterapie

» 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
» 2,8 mg trypsinu ( T1426), aktivita: 13 500 BAEE U/mg protein
» 3,42 mg a-chymotrypsinu (C4129), aktivita: 55 BTEE U/mg solid

» Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizovéno filtraci, potom zamrazeni po 1,5 ml.

3.4.2.2. Terapie u jednotlivych skupin

Skupina I (beta glukan)

Mysim v této skupin€ bylo denné peroraln€ podavéano 0,05 ml suspenze beta glukanu (= 3

mg beta glukanu). K perordlnimu podani suspenze mySim byla pouzivana mikropipeta.

Skupina II (kombinovana terapie - beta glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie)

V této skupin€ byl mySim denné podavan beta glukan jako ve skupiné ¢. 1. K tomu zde

byla aplikovana proenzymoterapie kombinovana s enzymoterapii.

Proenzymoterapie — v liché dny (poc€itdni dni bylo zapocato spolu s vlastni terapii) se

mysim i.m. do levé zadni nohy podavalo 0,1 ml proenzymové smési.

Enzymoterapie — v sudé dny se mysim i.m. do pravé zadni nohy podavalo 0,1 ml

enzymoveé smesi.

Skupina III (kombinovana terapie - proenzymoterapie + enzymoterapie)

V této skupiné byla pouzita proenzymoterapie kombinovana s enzymoterapii.

Proenzymoterapie — v liché dny (pocitani dni bylo zapocato spolu s vlastni terapii) se

myS$im i.m. do levé zadni nohy podavalo 0,1 ml proenzymové smési.

Enzymoterapie — v sudé dny se myS§im i.m. do pravé zadni nohy podavalo 0,1 ml

enzymové smesi.

Skupina IV (proenzymoterapie)

U mysi v této skupiné€ byla aplikovana pouze proenzymoterapie. Poddvani probihalo pouze

v liché dny - 0,1 ml proenzymové smési i.m. do levé zadni nohy.
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Skupina V (enzymoterapie)

V této skuping byla aplikovana pouze enzymoterapie. Mysim bylo v lichych dnech i.m. do

levé zadni nohy podavéano 0,1 ml enzymové smési.

Skupina VI (kontrola)

Tato skupina byla urcena jako kontrolni, mysim nebylo nic podavéno.

3.5. MERENI VELIKOSTI NADORU

V obou pokusech byl riist nadord sledovan. Nadory byly dvakrat tydné méteny pomoci
kaliperu. Méfily se tii hodnoty (Sifka, délka, vyska), podle kterych se vypocital
pravdépodobny objem jednotlivych nadorii (Inaba a spol., 1986).

3.6. POCITANi METASTAZ — PLICE

Pted vlastnim histologickym zpracovanim, byly vSechny plice diikladn€ prohlédnuty.
ProhliZeni bylo provedeno pomoci binolupy. U plic obsahujicich metastatické loziska (Cerné
teCky) se spocitalo jejich mnozstvi (Vetvicka a spol., 2007). Plice byly prohlédnutou v obou
pokusech.

3.7. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Histologické zpracovani bylo provedeno u mysi z pokusu €. 1.

3.7.1. Fixace vzorku

Po thynu byly mysi pitvany. Organy (plice, srdce, slezina, jatra, ledviny a nador) byly
davany do 4 % roztoku neutralniho formaldehydu, kde doslo k jejich fixaci (rychld denaturace

bilkovin cytoplasmy bunék).
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3.7.2. Odvodiiovani

Vzorky musely byt odvodnény, aby mohly byt zality parafinem, ktery neni misitelny
s vodou. Odvodnéni bylo provedeno pomoci vzestupné alkoholové fady, poté 100% xylenem,

ktery ma schopnost misit se s parafinem. Odvodilovani bylo provedeno v téchto krocich:

» Voda 15 min.
» 70% etanol 60 min.
» 80% etanol 60 min.
> 96% etanol 60 min.
> 96% etanol 60 min.
» Aceton 60 min.
» Xylen 60 min.
» Xylen 90 min.

3.7.3. Zalévani do parafinu
Odvodnéné vzorky bylo potieba prosytit parafinem, aby je bylo mozno nakrajet. Princip
spocival v prosyceni odvodnéné tkané parafinem (bod tani jiz pti 56 - 58°C) fedénym

v xylenu v tomto poméru:

» Kyveta 1 (pomér 1:3) 2-4 hodiny
» Kyveta 2 (pomér 1:1) 4-6 hodin
» Kyveta 3 (pomér 3:1) 8-12 hodin

3.7.4. Vytvoreni blo¢ku

Blocky byly zalévany v zalévaci komtirce (kovova krabicka), kterd byla naplnéna tekutym
parafinem. Do téchto komtrek byly vkladany vzorky prosycené parafinem. Po ztuhnuti se
blocky vyndaly z komiirek a upravily ofezdnim. Takto upravené bloc¢ky byly pfipevnény na

nosice blockl (dfeveéné Spalicky).
3.7.5. Krajeni histologickych Fezi

Z pripravenych tkanovych blockti se pomoci mikrotomu zhotovily tenké histologické fezy
silné 5-7 pm. Rezy byly snimany z noZe pomoci §tétecku do predehiaté vodni lazné. Ve vodni
lazni se narovnaly, poté byly vhodné fezy stahovany na podlozni sklicko, které se nasledné

nechalo oschnout na vyhiaté plotynce.
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3.7.6. Odparafinovani rFezi

Jelikoz je vétSina barviv pouzivanych v histologii rozpustna ve vod¢, bylo nutno vzorek
odparafinovat a prevést zpatky do vody. Skli¢ka byla vloZena do nosice. Nosi¢ spolu se

sklicky byl pfendavan po péti minutach mezi kyvetami v digestofi. Potadi kyvet:
xylen — xylen — xylen — 96% EtOH - 96% EtOH - 80% EtOH - 70% EtOH — dest. H,O - dest.
H,O
3.7.7. Barveni fezi
K barveni fezii byla pouzita histologicka barviva — hemotoxylin, eosin.
Hemotoxylin — zasadité barvivo, obsahuje zasadité radikaly, dobte barvi jadro
Eosin — kyselé barvivo, obsahuje kyselé radikaly. Barvici fada:

Hematoxylin (10 min) — tekouci voda (10 min) — eosin (5 min) — voda (oplachnout)

3.7.8. Odvodnéni iezii
Po barveni se pokracovalo v této fad¢ oplachovanim:
70% EtOH - 80% EtOH - 96% EtOH - 96% EtOH — karboxylen (1 min) — karboxylen (1 min)
—xylen — xylen - xylen
3.7.9. Montovani iezi

Na sklicka byl hned po vytazeni z posledni kyvety s xylenem kapnut kanadsky balzam (je
rozpustny v xylenu) a ptilozeno kryci sklicko. Zhotovena sklicka se nechala zaschnout
v termostatu.

3.7.10. Pozorovani histologickych preparata

Zhotoven¢ histologické preparaty byly pozorovany v mikroskopu zn. Olympus BXS51 pfi

zvétSeni 100-200x. Zajimavé ukazy byly zaznamenany pomoci fotoaparatu.

3.8. STATISTICKE VYHODNOCOVANI

Statistické analyzy byly provadény pomoci Studentova t-testu a programu STATISTICA
VII od firmy StatSoft INC, pomoci Survival Analysis. V programu Microsoft Excel byly
vypocteny priméry a smérodatné odchylky, které poté byly pouzity pro vytvoreni grafi.
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4. VYSLEDKY

4.1. Pokusc.1

Ve vsech vyhodnocenich, ktera byla provedena, se pocitalo pouze s mySmi, u kterych se
nador (i béhem pokusu) uchytil. V pokusu cislo jedna se nddor neuchytil celkem u 12,7%
mysi.

Vysledny pocet mysi zahrnutych do pokusu byl: skupina I - 13 mysi, skupina II - 10 mysi,
skupina III - 13 mysi a skupina IV - 12 mysi.

Mnozstvi mysi v jednotlivych skupinach, u kterych se nddor neuchytil, bylo: skupina I - 1

mys, skupina II - 4 mysi, skupina III - zd&dnd mys a skupina IV - 2 mysi.

4.1.1. Vliv terapie na velikost nadoru

Prvnim krokem bylo urceni, jak terapie ovliviiuje rist transplantovaného nadoru u
jednotlivych skupin. Nadory byly méfeny do té doby, nez mysi zac¢aly hynout ve vét§im

poctu.

Z namétenych hodnot se nejprve vypocital objem nadoru u jednotlivych mysi, a poté
pramérnd velikost nddoru v jednotlivych skupinach (podil celkového objemu nadort ve
skupiné a poctu nadora ve skupiné v dany den méteni). Hodnoty byly zaneseny do grafu (obr.
4.1.).

Rist nadora byl zpocatku nejvice inhibovan proenzymy (skupina I), pozdéji nejucinnéji
pusobila smés enzymi o koncentraci 10 x niz8i, nezZ mély proenzymy (skupina III). Pfi pouziti
enzymi v ekvimolarni koncentraci s proenzymy (skupina II) byl rst nddort dokonce vyssi,

nez u kontrolni skupiny.

Osmnacty den se rozdil objemu mezi skupinou ¢islo I a IV pfibliZil statistické vyznamnosti

(P=0,06).
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Obr. 4.1. Primérna velikost nadoru v jednotlivych skupinach (vztaZzeno na mysi, které mély
v den méfeni nador). I - proenzymy, II- enzymy v ekvimolarni koncentraci s proenzymy, I1I-

enzymy o desetinové koncentraci ve srovnani s proenzymy, V- kontrola.

Jelikoz byly v pokusu mysi, u kterych se nador projevil aZ v pritbéhu pokusu, bylo
provedeno dalsi vyhodnoceni, pfi kterém se celkovy objem nadorti dany den v dané skupiné
délil celkovym poctem mysi ve skupin€. V pocatecnich dnech experimentu sice u ¢asti mysi
nadory nebyly vyvinuty, ale v neméfitelné forme nékolika bun¢k musely existovat. Vysledky
tohoto vyhodnoceni byly zaneseny do grafu (obr. 4.2.). Hodnoty byly velmi podobné

vysledkim prvniho vyhodnoceni.

Osmnacty den pokusu doslo k dosazeni statistické vyznamnosti u rozdilu velikosti mezi

skupinou ¢islo I a skupinou ¢islo 1V, P<0,05.

Ve sledovaném obdobi ovlivnéni nadorového ristu (14-32 den) piisobily nejvétsi redukei
nadorového ristu (primérné 45,2% objemu nadorti v kontrole) proenzymy (skupina I).

Enzymy v desetinové koncentraci (skupina III) redukovaly objem nadorti vii¢i kontrole na

51,3 %.
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Obr. 4.2. Primérny objem nadort vztazeny na v§echny mysi v dané skuping.
I — proenzymy, II- enzymy v ekvimolarni koncentraci s proenzymy, III- enzymy o desetinové

koncentraci ve srovnani s proenzymy, [V- kontrola.

4.1.2. Vliv terapie na vyskyt metastaz

Dalsim dtlezitym sledovanym prvkem byl vliv terapii v riiznych skupindch na uchyceni a
vznik metastaz na plicich.

Plice byly prohlédnuty u kazdé pitvané mysi. U mysi, kde se na plicich prokazal vyskyt
metastaz, byla jednotliva loziska spocitana. Ze ziskanych hodnot byl nejprve vypocitan vyskyt
metastaz na plicich u mysi v jednotlivych skupinach v procentech (obr. 4.3.).

Nejvetsi pocet mysi, u kterych se metastazy objevily, byl zaznamenén ve skupiné 111, kde
se projevily u 58,3% z celkového poctu nadorovych mysi. Nejmensi vyskyt byl zjistén u

skupiny I (skupina 1é€ena proenzymoterapii), kde byl vyskyt metastaz jen u 20% mysi.
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Obr. 4.3. Procentudlni vyskyt metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. I — proenzymy,
II- enzymy v ekvimolarni koncentraci s proenzymy, III- enzymy o desetinové koncentraci ve

srovnani s proenzymy, IV- kontrola.

Jak jiZ bylo zminéno, jednotliva zaznamenana loZiska na plicich byla spocitana. Z téchto
hodnot byl vypocitan primérny pocet metastdzovych lozisek na mys v jednotlivych skupinich
(obr. 4.4.).

Nejvetsi pocet lozisek byl zjistén ve skupiné ¢islo IV, kde jejich primérny pocet byl 5,44
loZisek na mys. Nejmensi vyskyt byl zaznamenan u skupiny ¢&islo I, kde byl tento pocet 0,2

lozisek na mys.

Celkové tedy lze konstatovat, ze nejvetsi vyskyt metastaz se prokazal u mysi ve skupiné
I1, ale zaroven proces metastazovani dosahoval nejvétsi intenzity ve skupiné IV. Nejucinnéjsi

ochranu proti metastazovani poskytla proenzymoterapie (skupina I).
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Obr. 4.4. Primérny pocet metastdzovych loZisek na plicich mysi v jednotlivych skupinach.
I — proenzymy, II- enzymy v ekvimolarni koncentraci s proenzymy, III- enzymy o desetinové

koncentraci ve srovnani s proenzymy, I'V- kontrola.

4.1.3. Vliv terapie na dobu pi‘eZiti mysi

Uhyn mysi béhem pokusu patfil mezi dalsi sledované parametry. Celkovy podet mysi byl

prepocitan na procenta a zaznamenan do grafu proti poctu ptrezitych dnii (obr. 4.5.).

Nejhtite dopadla skupina ¢islo 11, kde byla aplikovana enzymoterapie. Nejdelsi preziti mysi
bylo pozorovéno ve skupiné ¢islo III, kde byly pii terapii aplikovany enzymy se sniZenou
(desetinovou) koncentraci. Rozdil vii¢i kontrolni skupiné nebyl vSak statisticky signifikantni
ani u této skupiny, ani u skupiny s proenzymy (I), kde byl také pozorovan trend del$iho
prezivani.

Statistické vyznamnosti (P=0,058) se ptibliZil rozdil mezi skupinou III a II, tedy mezi
vysokou a nizkou davkou enzymi, ktery svédc¢i o nutnosti presného davkovani a optimalizace

davek pti enzymoterapii.
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Obr. 4.5. Procentualni thyn mysi béhem pokusu. I — proenzymy, II- enzymy v ekvimolarni
koncentraci s proenzymy, I1I- enzymy o desetinové koncentraci ve srovnani s proenzymy, I'V-

kontrola

4.1.4. Vliv terapie na vypadavani hmatovych chlupu (pili tactiles)

Béhem pokusu byl pozorovan zvlastni jev, ktery byl zaznamenan i u druhého pokusu. U

mysi ve skupiné II bylo zaznamenédno vypadavani hmatovych chlupt u mysi.

Mnozstvi hmatovych chlupt bylo vyhodnoceno v procentech: u mysi, které nemély zddné
hmatové chlupy 0%, u mysi které mély pfiblizné polovinu hmatovych chlupi (velmi fidké a
kratké, ptipadné chlupy jen na jedné stran¢) 50%, a kone¢né mysi, u kterych nebyla
pozorovana zadna ztrata hmatovych chluptt 100% (obr. 4.6.).

Z pozorovanych hodnot bylo spocitano primérné mnozstvi pili tactiles u mysi v
jednotlivych skupinidch. Hodnoty byly zaneseny do grafu (obr. 4.7.). Z grafu vyplyva, ze u
mys$i ze skupiny €. II byla vyznamna ztrata hmatovych chlupii, coz mize byt spojeno s vlivem

terapie.
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Obr. 4.6. Vliv terapie na ztratu pili tactiles. Na obrazku 1 je mys, ktera ma mnozstvi pili

tactiles 50%, obrazek 2 zobrazuje 100% mnozstvi pili tactiles u mysi
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Obr. 4.7. Mnozstvi pili tactiles mysi u jednotlivych skupin v procentech. I — proenzymy

II- enzymy v ekvimolarni koncentraci s proenzymy, I1I- enzymy o desetinové koncentraci ve

srovnani s proenzymy, [V- kontrola.
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4.1.5. HISTOLOGICKE POZOROVANI

Histologicky zpracovany byly organy (plice, slezina, ledviny, jatra, srdce) z pitvanych
mysSi. Hotové preparaty byly pozorovany pomoci mikroskopu Olympus BX51. Cilem
pozorovani bylo porovnat mnozstvi vyskytu metastaz v jednotlivych organech. Nejvétsi
mnozstvi metastaz bylo pozorovano na plicich (Obr. 4.8.). V ostatnich organech se
metastazova loziska objevovala jen vzacné (pozorovani pted histologickym zpracovanim
pomoci binolupy), ale histologicky nebyl jejich vyskyt potvrzen. Toto pozorovani

koresponduje s tim, ze melanom B16-F10 je povazovan za plicni metastdzovy model

Obr. 4.8. Histologické preparaty. Na obrazku A a B jsou zobrazena metastazova loziska
na plicich pii zvétSeni 100x, na obrazku C je metastazové lozisko na plicich pti zvétSeni 200x

a obrazek D zobrazuje Cistou plicni tkan pii zvétSeni 100x.
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4.2. POKUS C.2

Ve vsech vyhodnocenich, ktera byla provedena, bylo pocitdno pouze s mySmi, u kterych se
nador (i béhem pokusu) uchytil. V tomto pokusu se nador neuchytil u 21,8% ze vSech mysi,

kterym byl nador transplantovan.

Vysledny pocet mysi, u kterych se nador uchytil, a které byly zahrnuty do pokusu, byl
tento: skupina I - 11 mysi, skupina II - 11 mysi, skupina III - 9 mysi, skupina IV - 8 mysi,
skupina V - 10 mysi a skupina VI - 12 mysi.

Mnozstvi mysi v jednotlivych skupinach, u kterych se nador neuchytil, bylo: skupina I -2
mysi, skupina II - 2 mysi, skupina III - 4 mysi, skupina IV - 5 mysi, skupina V - 3 mysi a
skupina VI - 1 mys.

4.2.1. Vliv terapie na velikost nadoru

I u druhého pokusu byla jednim z hlavnich sledovanych parametra velikost nadoru u mysi.
Nédory byly méteny dvakrat tydné do doby pocatku vétsiho thynu mysi. Z namétenych
hodnot byly ptes objemy nadori u jednotlivych mysi vypocitany primérné velikosti nadoru
ve skuping (celkovy objem nadorti déleny poctem nadort). Tyto hodnoty byly zaneseny do

grafu (obr. 4.8.).

Z grafu je patrné, ze nejlepSich vysledkl bylo dosazeno u skupiny I, kde byl podavan beta
glukan, a u skupiny IV, kde byla aplikovana proenzymoterapie (stejna koncentrace jako
v pokusu €. 1, ale podavana kazdy druhy den). Nejhtife se projevila skupina V, kde byly
podavany enzymy (stejnd koncentrace jako ve skupiné III v pokusu €. 1, ale podavana kazdy

druhy den.).

Osmnacty den pokusu se rozdil skupiny IV (proenzymy) viici skupiné VI (kontrolni)

priblizil statistické vyznamnosti, (P=0,06).
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Obr. 4.9. Primérna velikost nadoru u jednotlivych skupin (vztaZzeno na mysi, které mély
v den méteni nador) béhem prabéhu pokusu. I- beta glukan, II- beta glukan +
proenzymoterapie + enzymoterapie, [II- proenzymoterapie + enzymoterapie, V-

proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.

Stejné jako v pokusu €. 1 bylo provedeno i druhé vyhodnoceni, kdy se primérna velikost
nadori v jednotlivych skupindch rozpocitala na v§echny mysi, u kterych se naddor i béhem
pokusu rozvinul (obr. 4.9.). Ve skupinach I a IV byla znovu zaznamenana nejvétsi redukce
nadorového rustu. Nejveétsi nartist nadort se projevil ve skupiné V, kde byla aplikovana nizka
koncentrace enzymu, ktera se prokazala jako velmi nedostate¢nd. V pocatku pokusu byl

nejmensi rist nddort zjistén u proenzymu (skupina IV).

Rozdil velikosti nadort ve skupinach IV a VI byl 25. den pokusu statisticky vyznamny,
(P<0,05.).
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Obr. 4.10. Primérna velikost nddoru vztazena na vSechny mysi v jednotlivych skupinach.
I- beta glukan, II- beta glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie, III- proenzymoterapie +

enzymoterapie, [V- proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.

Dulezitym kriteriem pro posouzeni u€innosti terapie je redukce objemu nadorti vzhledem
ke kontrole. Tato u¢innost byla sledovana v obdobi 15. — 29. dne experimentu a opét dopadla
nejlépe ve skupin€ IV (proenzymy) — 42,1%. To je dokonce vice, nez bylo zjisténo v prvnim
experimentu (45,2%) a to i ptes to, (nebo praveé proto?), Ze terapeutické davky proenzymu

byly ve druhém experimentu podavany kazdy druhy den.

Na rozdil od tohoto zjisténi, poddvani enzym, které v koncentraci rovnajici se desetiné
proenzymu bylo v minulém experimentu alespon z hlediska redukce nddorového rastu
uspésné, nesneslo jiz dalsi snizeni a pii podavani kazdy druhy den a nevykazalo zddnou

redukci nadorového rustu.

Beta glukan (skupina I) snizil proti kontrole nadorovy rust primérné na 50,1%.

35



4.2.2. Vliv terapie na vyskyt metastaz

Dulezitym sledovanym faktorem byl i v druhém pokusu vliv terapii v riznych skupinach
na uchyceni a vznik metastazovych lozisek na plicich. U kazdé pitvané mysi byly plice
prohlédnuty pomoci binolupy. U plic, kde byla zpozorovana metastazova loziska, bylo
spocitano a zaznamendno jejich mnozstvi. Z pozorovanych vysledki se vypocitalo mnozstvi

myS$i s plicnimi metastdzami v jednotlivych skupinach v procentech (Obr. 4.10.).

Ve vyskytu my$i s metastazami na plicich nejlépe dopadly skupina I (beta glukan), kde
nebylo nalezeno zadné metastazové lozisko, a skupina II (kombinovana terapie, beta glukan +
proenzymoterapie + enzymoterapie), kde byl vyskyt metastdz prokdzan u 16% prohliZzenych
mys$i. Nasledovala skupina IV (proenzymoterapie) s 25% vyskytem metastaz. Nejhorsi
vysledky byly dosazeny u skupiny V (enzymoterapie), zde byla metastazova loziska nalezena
u 57% prohlizenych mysi, a u skupiny VI (kontrolni), kde se vyskyt metastaz prokazal u 50%

mysi.

vyskyt metastaz u mysi (%)

skupina

Obr. 4.11. Vyskyt metastazovych lozisek na plicich u jednotlivych skupin v procentech. I-
beta glukan, II- beta glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie, I1I- proenzymoterapie +

enzymoterapie, [V- proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.
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Jednotliva zaznamenand metastazova loziska na plicich byla spocitana. Z téchto hodnot byl
vypocitan primérny pocet metastazovych lozisek na vSechny mysi (i s nddorem rozvinutym
b&hem pokusu) v jednotlivych skupinach. Hodnoty byly zaneseny do grafu (Obr. 4.11.).
Nejlepsi vysledky byly dosazeny u skupiny I, kde byl pocet metastazovych lozisek na my$
nulovy. Nasledovala opét skupina I a IV. Nejvétsi poCet metastazovych lozisek byl zjistén u

skupiny V, kde dosahoval hodnoty 5,28 lozisek na mys.

pram. pocet met. lozisek na plicich

skupina

Obr. 4.12. Primérny pocet metastazovych lozisek na plicich mysi v jednotlivych
skupinach. I- beta glukan, II- beta glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie, I1I-

proenzymoterapie + enzymoterapie, [V- proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.

4.2.3. Vliv terapie na dobu preZiti mysi

Mezi dulezité parametry, které bylo tieba sledovat, patfil i v druhém pokusu vliv terapie
v jednotlivych skupinach na délku Zivota mysi. Jednotlivé pocty mysi ve skupinach byly
pfevedeny na procenta (pocatecni pocet mysi = 100%) a zaznamendny do grafu (obr. 4.12.).

Nejdéle prezivaly mysi ze skupiny II (kombinovana terapie, beta glukan +
proenzymoterapie + enzymoterapie) a skupiny I (beta glukan). Nejhtife dopadla skupina III,
kde byla aplikovana proenzymoterapie s enzymoterapii. Vyhodnoceni pomoci programu

Survival Analysis nenaSlo zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.
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Obr. 4.13. Piezivani mysi v jednotlivych skupinach béhem pokusu. I- beta glukan, II- beta
glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie, I1I- proenzymoterapie + enzymoterapie, [V-

proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.

4.2.4. Vliv terapie na vypadavani hmatovych chlupi (pili tactiles)

Stejné jako u pokusu ¢.1 bylo i zde pozorovano vypadavani pili tactiles u mysi. Mnozstvi
hmatovych chlupi bylo vyhodnoceno stejné jako v prvnim pokuse v procentech: u mysi, které
nemély Zadné hmatové chlupy 0%, u mysi které mély pfiblizné polovinu hmatovych chlupi
(velmi tidké a kratké, piipadné chlupy jen na jedné strané) 50%, a konecné mysi, u kterych
nebyla pozorovana zadna ztrata hmatovych chlupti 100%. Naméiené hodnoty byly zaneseny
do grafu (obr. 4.13.). Stav hmatovych chlupt zddnym zptisobem nekoreloval s velikosti

nadoru.

Z grafu je zfejmé, zZe hmatové chlupy byly nejvyraznéji ovlivnény u skupin, kde byla
aplikovana terapie. Rozdil mnozstvi pili tactiles mezi skupinou VI (kontrolni) a v§emi
ostatnimi skupinami (I, II, III, IV 1 V) jednotlivé hodnocenymi vySel statisticky vyznamny. U
skupiny II proti skupiné VI byla vyznamnost P< 0,05, u rozdilu ostatnich skupin vii¢i skupiné

VI byla vyznamnost P< 0,01.
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Obr. 4.14. Vyskyt pili tactiles u mysi v jednotlivych skupinach. I- beta glukan, II- beta
glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie, III- proenzymoterapie + enzymoterapie, [V

proenzymoterapie, V- enzymoterapie, VI- kontrola.

4.2.5. Vyskyt nadorovych nekroz

Béhem pokusu byl pozorovén dalsi jev, kdy doslo k nekrotizovani naddord. Jev byl
pozorovan u skupiny IV a V (obr. 4.14.). Nekrozy se v obou piipadech objevily ve stejny den

= 25. den pokusu. Tento jev byl pozorovan ojedinéle, jen v piipadé téchto dvou mysi.

A B

Obr. 4.15. Vyskyt nekréz u nadorti. Na obrazku A je my$ ze skupiny cCislo IV

(proenzymoterapie), na obrazku B je my$ ze skupiny cislo V (enzymoterapie).
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5. DISKUSE

Oba experimenty provedené v této praci prokazaly vyrazny vliv smési proenzymi
(trypsinogen + chymotrypsinogen) na redukci nadorového rustu a to jak pti denni i.m.
aplikaci, tak také pii i.m. aplikaci smési kazdy druhy den. Redukce nadorového rustu byla
vy$$i nez 50%, coz €ini tento preparat zajimavym z hlediska dal$iho vyzkumu a
terapeutického pouziti. Smés obsahovala téz amylazu, ktera vSak plsobi jen podpurné.
Vysledky koresponduji s poznatky o plisobeni smési proenzymt na redukci rastu sarkomu S-

180 (Kaiserova, Zenka, in prep.).

Novak a Trnka, 2005 studovali in vivo smés trypsinogenu a amylazy, ale nezabyvali se
otazkou potlaceni nadorového ristu. Urcité srovnani je tedy mozno provést pouze s praci
Walda (Wald a spol., 2001), kde byla zaznamenana statisticky vyznamna redukce rastu
melanomil B16 a to 10. den po jejich transplantaci, poté ale byly nddory chirurgicky
odstranény. V jejich pokusu byla pouZita smés trypsinu, chymotrypsinu a papainu podavana
mySim perrektalné dvakrat denn€. Denni davky enzymi byly 20x vyssi, nez davky

proenzymu pouzitych v experimentech této prace.

Vliv smési proenzymu na redukci vyskytu a ¢etnosti metastaz byl v naSem pokusu rovnéz
vyrazny a byl pfekonén pouze beta glukanem. Tento poznatek je ve shodé s praci Novaka a
Trnky (Novak a Trnka, 2005), kde byl pouzit trypsinogen a amylaza, a pracemi Walda, ve
kterych byl zkouman Lewistv plicni karcinom (Wald a spol., 1998) a melanom B16 (Wald a

spol., 2001), kde, jak bylo zminéno, byla pouzita vysokda mnoZzstvi aktivnich enzymti.

Vliv proenzym na prodlouzeni piezivani nebyl zaznamenan. Toto pozorovani je dano
predevsim tim, Ze jsme nador u mysi ponechali po cely pritbéh pokusu. Ve vSech pracich
uvedenych v pfedchozim odstavci byl nador 10. - 12. den odstranén. Diky tomu byly mysi
vystaveny pusobeni pouze omezeného mnozstvi metastaz (uvolnéné pouze do doby
odstranéni nadoru), coz jim davalo mnohem vétsi Sanci na preziti a tim padem proenzymové a
enzymové preparaty opravdu pieziti mysi zvySily. V naSich experimentech byly mysi
vystaveny neustalému naporu metastaz a predevsim velmi trp€ly rychle rostoucim a velice
agresivnim nadorem, ktery dortastal do 12 — 14 g hmotnosti a jeho prasknuti se stavalo hlavni
pfi¢inou thynu mysi.

Co se ty€e enzymi (smési trypsinu a chymotrypsinu s podpiirnou amylédzou) pokusy svédci

o velkém vyznamu zvolené koncentrace. Jejich desetinova koncentrace ve srovnani
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s proenzymy pusobila srovnateln¢ dobfe na redukci nadorového ristu. Vyssi koncentrace
(ekvimolarni s proenzymy) nadorovy rist nebrzdila viibec, stejné jako aplikace poloviéni
davky v druhém pokusu. V piipadé vysoké davky lze uvazovat o vysyceni omezeného
mnozstvi a2-makroglobulinu enzymy, v ptipadé nizké davky o vzniku nedostatecného
mnozstvi komplexti 02-makroglobulinu s protedzami, ale to je jen jedno z moznych
vysvétleni. Veliky vyznam dobie zvolené koncentrace se projevil i na dob¢ pieziti v prvnim
pokusu. Celkové Ize konstatovat, Ze jakékoliv podavani enzymi, kde neni optimalizovana
davka (nebo ji nelze zarucit), mize byt hazardovani se zdravim pacienta. Obzvlasté riskantni
se z tohoto hlediska jevi peroralni aplikace. Pfestoze jsou proteazy podavany zpravidla ve
velkém mnozstvi a u lidi denni davky dosahuji dokonce gramovych mnozstvi, néktefi autoti
se domnivaji, Ze neni vstfebano nic (Gewert a spol., 2004), nebo jen mala frakce (0.002-

0.0025%, Ziv a spol., 1987, 0,01 — 0,001 %, St’astny a spol., 2002).

Vliv na metastazy u desetinové davky enzymt a u stejné davky podavané kazdy druhy den
nebyl terapeuticky, spiSe naopak. Efekt byl zaznamenan pouze u davky ekvimolarni
s proenzymy, ta ale nebrzdila riist nadorti a tim bylo zkraceno ptrezivani mysi. Vysoké davky
enzymi (20-400x vyssi, nez davky pouzivané v této praci) aplikované perrektalné mysSim
(Wald a spol., 1998 a 2001) byly tedy pouzitelné jen za situace, kdy byl odoperovan primarni
nador. Na omezené mnozstvi metastaz bylo v jejich experimentu piisobeno pokud mozno co

nejdiive vysokymi dadvkami enzymd, zaru¢enymi perrektalni aplikaci.

Jednim z cilt prace bylo porovnani u€¢inku proenzymt a enzymu. Lze tedy shrnout, Ze
proenzymy v $ir§im koncentracnim rozmezi maji dobry vliv na redukci riistu nadorti a
potlacovani metastdz. Enzymy se v optimalni koncentraci proenzymtm pii redukci
nadorového ristu ptiblizuji, pisobi spise pozdéji a déle, véetné urcitého trendu prodlouzit
prezivani. Na metastazy plisobi pouze vyssi koncentrace, které vSak nelze pouzit

v pfitomnosti primarniho nadoru.

Ukolem druhého pokusu bylo zjistit, jaké jsou moznosti synergie jednotlivych zptisobt
terapie. Cil byl nejen bezprosttedné prakticky, a to nalezeni nejucinné;jsi terapie, ale 1
teoreticky, ivaha o mechanismech ucinku. Lze konstatovat, Ze kombinovani
proenzymoterapie s enzymoterapii, piipadn¢ jesté s beta glukanem nezpiisobilo nejen
synergicky, ale ani aditivni efekt, piestoze k tomu byly vytvoreny vhodné predpoklady
(spojovani polovi¢nich davek nemohlo vést k ptedavkovani). Z toho je mozno odvodit, ze
mechanismy plsobeni proenzymil a enzyml nemohou byt identické. Kdyby byly identické a

proenzymy se pouze pieménovaly na enzymy, muselo by dochazet k aditivité. Zda se, Ze
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ptislusny systém (imunitni odpovéd’) je jednou terapii ovlivnén tak, ze neni vnimavy ke
druhé, je tomu tak alespon v realném Case. Moznost postupného pusobeni riiznych terapii je

tteba prostudovat.

Stejn¢ tak bude tfeba optimalizovat podavani beta glukanu, ktery vykéazal dobry efekt pfi
inhibici metastazovani. Pivodni zamér vychazel z toho, Ze tato latka stimuluje zejména
makrofagy a NK buiiky. Vzhledem k tomu, Ze jednim z efekti nadory produkovaného TGF-f3
je inhibice makrofagli a NK bun¢k, domnivali jsme se, ze kdyZ (pro)enzymoterapie potlaci
vliv TGF-f, bude mozné neinhibované makrofagy a NK buiiky beta glukanem aktivovat a tim
zajistit vzadjemnou koordinovanost obou terapii, ktera vyusti v aditivitu ¢i synergii. Situace se
v oblasti piisobeni na metastazovani (jeho potlaceni) je tieba jesté podrobnéji prostudovat.

V této praci byl zjistén silny antimetastazovy uc¢inek samotného beta glukanu. Obdobny
vysoky ucinek (76-80% inhibice) byl zaznamenan na modelu Lewisova plicniho karcinomu
(Vétvicka a spol., 2007), za pouziti beta glukanu z odlisného zdroje (Laminaria digitata).
V jiném experimentu studujicim metastazovani B16-F10 (metastazovy model byl podpoien
aplikaci nadorovych bun¢k pfimo do ocasni zily), kde byl také pouzit beta glukan z jiného

zdroje (Aureobasidium sp.), bylo dosazeno 36% inhibice metastaz (Moon a spol., 2005).

Pozorované vypadavani hmatovych chlupt korelovalo s terapii, nikoli v§ak s velikosti
nadorti. Obdobny jev byl pozorovan i u proenzymoterapie sarkomu S-180 (Kaiserova, Zenka,
in prep.). Domnivame se, Ze tento ikaz by mohl byt nejen vedlejsim efektem, ale mohl by
prispét k objasnéni mechanismuti piisobeni terapie. To vSak bude vyzadovat systematické

studium tohoto jevu, nase prace zaméfend jinym smérem na néj pouze upozoriuje.

Ukolem dalsi prace bude pfibliZit se co nejvice k pochopeni mechanismu ptisobeni
enzymi/proenzymi, aby bylo mozno déle optimalizovat jejich plisobeni piipadné navrhnout

ucinné moznosti kombinace s jinymi zplsoby terapie.
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6. SOUHRN

» Byl zjistén vyrazny inhibi¢ni ucinek i.m. podavané smési proenzymu (trypsinogen +
chymotrypsinogen) na rist transplantovaného melanomu B16-F10 u mysi. Tato smés

rovnéz vyrazng potlacovala vyskyt a intenzitu metastaz.

» Byl zjistén veliky vyznam optimalni davky aktivnich enzymi (trypsin, chymotrypsin)
pfi brzdéni ristu melanomu B16-F10. Zcela jiné koncentrace pak byly nutné pro

potlaceni rozvoje metastaz.

» Bylo zjisténo, ze kombinace proenzymoterapie a enzymoterapie neni ani synergni a ani

aditivni, coz ukazuje na rozdily v mechanismu jejich plisobeni.

» Byl zjistén vyrazny protimetastazovy ucinek beta-glukanu.

» Prodlouzeni doby preziti u mysi, kde byla terapie aplikovana, nedosahlo statistické
vyznamnosti. Mysi hynuly vlivem velmi agresivniho transplantovaného primarniho
nadoru, ktery nebyl chirurgicky odstranén a tudiz pozitivni zmény, jako je redukce

poctu metastaz, nemély prostor k uplatnéni.

43



7. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Abe Y., Miyake M., Osuka Y., Kimura S., Granger A., Gatanaga T. 1992: Transforming
growth factor-beta 1 down-regulates expression of membrané-associated lymphotoxin by
human lymfokine-actovated killer T cells in vitro. Lymphokine Cytokine 11: 245-251.
Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. 1998: Zaklady
bunécné biologie, nakl. Espero Publishing, s. r. 0.: 587-589.

Allgayer H., Babic R., Grutzner K. U. 1998: Tumor-associated proteases and inhibitors in
gastric cancer: analysis of prognostic impact and individual risk protease patterns. Clin Exp
Metastasis 16: 62-73.

Asplin L. R., Wu S. M., Mathew S., Bhattacharjee G., Pizzo S. V. 2001: Differential
regulation of the fibroblast growth factor (FGF) family by alpha(2)-macroglobulin: evidence
for selective modulation of FGF-2-induced angiogenesis. Blood 97 (11): 3450-3457.

Beard J. 1902: Embryological aspects and etiology of carcinoma. Lancet 21: 1758-1761.
Beard J. 1903: The embryology of tumours. Anat Anz 23: 486-494.

Beard J. 1905: The cancer problem. Lancet 4: 281-283.

Beard J. 1907a: The interlude of cancer. Medical Record 2: 169-175.

Beard J. 1907b: The scientific criterion of a malignit tumor. Medical Record 5: 24-25.
Beard J. 1911: The Enzyme Treatment of Cancer and its Scientific Basis. London, Chatto and
Windus.

Bhattacharjee G., Asplin L. R., Wu S. M., Gawdi G., Pizzo S. V. 2000: The conformation-
dependent interaction of alpha 2-macroglobulin with vascular endothelial growth factor. A
novel mechanism of alpha 2-macroglobulin/growth factor binding. J Biol Chem. 275: 26806-
26811.

Birkenmeier G., Kampfer I., Kratzsch J., Schellenberger W. 1998: Human leptin forms
complexes witj alpha 2-macroglobulin wich are recognized by the alpha 2-macroglobulin
receptor/low density lipoprotein receptor-related protein. Eur J Endocrinol 139: 224-230.
Blanchette F., Day R., Dong W., Laprise M. H., Dubois C. M. 1997: TGFbetal regulates
gene expression of its own converting enzyme furin. J Clin Invest 99: 1974-1983.

Bohm S. K., McConalogue K., Kong W., Bunnett N. W. 1998: Proteinase-activated
receptors: New function for old enzymes. News Physiol Sci 13: 231-240.

Borgstorm A., Erlanson-Albertsson C., Borgstorm B. 1993: Human pancreatic proenzymes
are activated at different rates in vitro. Scand J Gastroenterol 28: 455-459.

Borth W., Luger T. A. 1989: Identification of alpha 2-macroglobulin as a cytokine binding
plasma protein. Binding of interleukin-1 beta to "F" alpha 2-macroglobulin. J Biol Chem.264:
5818-5825.

44



Brown R. D., Pope B., Murray A. 2001: Dendritic cells from patients with myeloma are
numerically normal but functionally defective as they fail to up-regulate CD80 (B7-1)
expression after huCD40LT stimulation because of inhibition by transforming growth factor
betal and interleukin-10. Blood 98: 2992-2998.

Carlson J. A., Rogers B. B., Sifers R. N., Hawkins H. K., Finegold M. J., Woo S. L. 1988:
Multiple tissues express alpha 1-antitrypsin in transgenic mice and man. J Clin Invest 82: 26-
36.

Crookston K. P., Webb D. J., Wolf B. B., Gonias S. L. 1994: Classification of alpha-2-
makroglobulin-cytokine interactions based on affinity of noncovalent association in solution
under apparent equilibrium conditions. J Biol Chem 269: 1533-1540.

Dresser L., Holomanova D., Zavadova E., Pavelka K., Mohr T., Herbacek 1. 2001: Oral
therapy with proteolytic enzymes decreases excessive TGF-beta levels in human blood.
Cancer Chemother Pharmacol 47: 10-15.

Feige J. J., Negoescu M., Keramidas M., Souchelnitskiy S. a Chambaz E. M. 1996: Alpha
2-macroglobulin: a binding protein for transforming growth factor — beta and variol cytokines.
J Biol Chem 45: 885-889.

Finke J. H., Bukowski R. M. 2004: Cancer immunotherapy at the crossroads how tumors
evade immunity and what can be done.

Garber T. R., Gonias S. L., Webb D. J. 2000: IL-4 and IL-10 bind covalently to activated
human alpha 2-macroglobulin by a mechanism that requires Cys949. J Interferon Cytokine 20:
125-131.

Gavish H., Bab L., Tartakovsky A., Chorev M., Mansur N., Greenberg Z., Nandar Attar
M., Mubhlrad A. 1997: Human alpha 2-macroglobulin is an osteogenic growth peptide-
binding protein. Biochemistry 36: 14883-14888.

Gebauer F., Micheel B., Stauder G., Ransberger K., Kunze R. 1997: Proteolytic enzymes
modulate the adhesion molecule CD44 on malignant cells in vitro. Int J Immunother 13: 111.
Gettins P. G., Crews B. C. 1993: Epidermal growth factor binding to human alpha 2-
macroglobulin.Implications for alpha 2-macroglobulin-growth factor interactions.
Biochemistry 32: 7916-7921.

Gewert K., Holowachuk S. A., Rippe C., Gregory P. C., Erlanson-Albertson C.,
Olicecrona G., Kruszewska D., Piedra J. V., Westrom B., Pierzynnowski S. G. 2004: The
enzyme preparation (Creon 10,000) in pankreas-insufficient pigs. Pancreas 28: 80-88.

Gonias S. L., Carmichael A., Mettenburg J. M., Roadcap D. W., Irvin W. P., Webb D. J.
2000: Identical or overlapping sequences in the primary structure of human
alpha(2)microglobulin are responsible for the binding of nerve growth factor-beta, platelet-

derived growth factor-BB, and transforming growth factor-beta. J Biol Chem 275: 5826-5831.

45



Gouin-Charnet A., Laune D., Granier C., Mani J. C., Pau B., Mourad G., Argiles A.
2000: Alpha2-macroglobulin, the main serum antiprotease, binds beta2-microglobulin, the
light chain of the class I major histocompatibility komplex, wich is involved in human disease.
Clin Sci Colch 98: 427-433.

Inaba M., Tazuko T., Fujimoto S., Sakuraiy M. K., Ohnishi Y., Ueyama Y., Nomura T.
1986: Evaluation of response rates to various antitumor agents of human gastric tumours
implanted in nude mouse. Jpn J Cancer Res 77: 190-196.

James K. 1990: Interactions between cytokines and alpha 2-macroglobulin. Immunol Today
11: 163-165.

James K., van-den-Haan J., Lens S., Farmer K. 1992: Preliminary studies on the
interaction of TNF alpha and IFN gamma with alpha 2-macroglobulin. Immunol Lett. 32: 49-
57.

Kawser C. A., Iredale J. P., Winwood P. J., Arthur M. J. 1998: Rat hepatic stelete cell
expression of alpha 2-macroglobulin is a feature of cellular activation: implications for matrix
remodeling in hepatic fibrosis. Clin Sci Colch 95: 179-186.

Kim J., Modlin R. L., Moy R. L. 1995: IL-10 production in cutaneous basal and squamous
cell carcinomas: A mechanism for evading the local T cell immune response. J Immunol

155: 2240-2247.

Kobayashi H., Mobuhiko N., Sugimura M., Shinohara H., Ohi H., Terao T. 1993: Effect
of membrané-associated cathepsin B on thein activation of receptor-bound pro-urokinase and
subsequent invasion of reconstituted besement membranes. Biochem Biophys Acta 1178: 55-
62.

Kratzsch J., Selisko T., Birkenmeier G. 1996: Transformed alpha 2-macroglobulin as a low-
affinity growth hormone-binding protein. Acta Peaditr Supp. 417: 108-110.

Kucia M., Reca R., Cambell F. R. 2006:A population of very small embryonic-like (VSEL)
CXCR4" SSEA-1" Oct-4" stem cells identified in adult bone marrow. Leukemia 20: 857-869.
Kurdowska A., Carr F. K., Stevens M. D., Baughman R. P., Martin T. R. 1997: Studies
on the Interaction of IL-8 with human plasma alpha 2-macroglobulin: evidence for the
presence of IL-8 complexed toalpha 2-macroglobulin in lung fluids of patients with adult
respiratory distress syndrome. J Immunol. 158: 1930-1940

Liebl D. J., Koo P. H. 1993: Comparative binding of neurotrophins (NT-3, CNTF and NGF)
and various cytokines to alpha 2-macroglobulin. Biochem Biophys Res Commun. 193: 1255-
61.

Maeda H., Shiraishi A. 1996: TGF-beta contributes to the shift toward Th2-type responses
through direct and IL-10-mediated pathways in tumor-bearing mice. J Immunol 156:

73-78.

46



Mansell P. W. A., Rowden G., Hammer C. 1978: Clinical experiences with the use of
glucan. Chirigos MA, ed.; Immune Modulation and Control of Neoplasia by Adjuvant
Therapy. Raven Press: 255-280.

Matsuda T., Hirano T., Nagasawa S., Kishimoto T. 1989: Identification of alpha 2-
macroglobulin as a carrier protein for IL-6. J Immunol 142: 148-152.

McHugh R. S., Shevach E. M. 2002: The role of suppressor T cells in regulation of immune
responses. J Allergy Clin Immunol 110: 693-702.

Miyata S., Koshikawa N., Higashi S. 1999: Expression of trypsin in human cancer cell lines
and cancer tissues and its tight binding to soluble form of Alzheimer amyloid precursor
protein in culture. J Biochem 125: 1067-1076.

Moon S. H., Heo J. Ch., Fine R. L., Kim H. M., Kim, S. U., Yoon B. D., Lee S. H. 2005:
BRD-glucan exhibits potent immunochemotherapeutic aktivity in vitro and in vivo. Int J
Oncol 26: 395-404.

Moreau P., Adrian-Cabestre F., Menier C. 1999: IL-10 selectively induces HLA-G
expression in human trophoblasts and monocytes. Int Immunol 11: 803-811.

Nakumara K., Yoshikawa N., Yamaguchi Y., Kagota S., Shinozuka K., Kunitomo M.
2001: Characterization of mouse melanoma cell lines by thein mortal malignancy using an
experimental metastatic model. Life Sci 70: 791-798.

Niemuller C. A., Randall K. J., Webb D. J., Gonias S. L., LaMarre J. 1995: Alpha 2-
macroglobulin conformation determines binding affinity for activin A and plasma clearance
macroglobulin complex. Endocrinology 136: 5343-5349.

Novak J. F., Trnka F. 2005: Proenzyme Therapy of Cancer (Preliminary report dedicated to
the Memory of John Beard (1857-1924). Anticancer Res 25: 1157-1178.

Nyberg P., Moilanen M., Paju A. 2002: MMP-9 activation by tumor trypsin-2 enhances in
vivo invasion of human tongue carcinoma cells. J Dent Res 81: 831-835.

Nyberg P., Ylipalosaari M., Sorsa T., Salo T. 2006: Trypsin and their role in carcinoma

growth. Exp Cell Res 312: 1219-1228.

Panyutich A., Ganz T. 1991: Activated alpha 2-macroglobulin is a principal defensin-
binding protein. Am J Respir Cell Mol Biol. 5: 101-106.

Paradis V., Ferlicot S., Ghannam E., Zeimoura L., Blanchet P., Eschwege P., Jardin A.,
Benoit G., Bedossa P. 1999: CD44 is an independent prognostic factor in conventional renal
cell carcinomas. J Urol 161: 1984.

Pawelec G. 1999: Tumor ascape from the imine response: the last hurdle for succesful
immunotherapy of cancer? Cancer Immunol Immunother 48: 343-345.

Sayegh R., Awwad J. T., Maxwell C., Lessey B., Isaacson K. 1995: Alpha 2-macroglobulin

production by the human endometrium. J Clin Endocrinol Metab 80: 1021-1026.

47



da Silva G. C., Teixeira N., Bell S. C. 1996: Major secretory product of the mesometrial
decidua in the rat, a variant of alpha-2-macroglobulin, binds insulin-like growth factor I via a
protease- dependent mechanism. Mol Reprod Dev 44: 103-110.

Shurin M. R.,Yurkovetsky Z. R., Tourkova L. L., Balkir L., Shurin G. V. 2002:Inhibition
of CD40 expression and CD40-mediated dendritic cell function by tumor-derived IL-10. Int J
Cancer 101: 61-68.

Stastny F., Pliss L., Hoschl C. 2002: Interakce mezi protézami a hematoencefalickou
bariérou: mozné dusledky pro klinickou praxi. Psychiatrie 6: 230-241.

Terrazzano G., Romano M. F., Turco M. C., Salzano S., Ottaiano A., Venuta S. 2000:
HLA class I antigen downregulation by interleukin (IL)-10 is predominantly governed by NK-
kappaB in the short term and by TAP1+2 in the long term. Tissue Antigens 55: 326-332.
Topping M., Seilman S. 1979: A four-line model for the proteinase-binding characteristic of
human blood serum. Biochem J 177: 493-499.

Trnka F., Rybak M., Marek R., Vavra L. 1999: Pharmaceutical composition containing an
isolated protease proenzyme, amylase, and aprotinin. United States Patent # 5, 858, 357.
Uchima Y., Sawada T., Nishihara T. 2003: Identification of a trypsinogen activity
stimulating factor produced by pancreatic cancer cells: Its role in tumor invasion and
metastasis. Int J] Mol Med 12: 871-878.

Vetvicka V., Dvorak B., Vetvickova J., Richter J., Krizan J., Sima P., Yvin J. C. 2007:
Orally administered marine (1—3)-B-D-glucan Phycarine stimulans both humoral and cellular
imunity. Int J Biol Macrom 40: 291-298.

Vetvica V., Vetvickova J. 2007: An Evaluation of the Immunological Activites of
Commercially Available 1, 3-Glucans. Jana 10: 25-31.

Wald M., Olejar T., Pouckova P., Zadinova M. 1998: Proteinases reduce metastatic
dissemination and increase survival time in Cs;Blg mice with Lewis lung carcinoma. Life Sci
63:237-243.

Wald M., Olejar T., Sebkova V., Zadinova M., Boubelik M., Pouckova P. 2001: Mixture
of trypsin, chymotrypsin and papain reduces formativ of metastases and extends survival time
of Cs7Blg mice with syngenic melanoma B16. Cancer Chemother Pharmacol 47: 12-22.
Weller M., Fontana A. 1995: The failure of current immunotherapy for malignant glioma.
Tumorderived TGF-beta, T-cell apoptosis and the immune privilege of the brain. Brain Res
Rev 21: 128-151.

Yang Y., Dukhanina O., Tang B. 2002: Lifetime exposure to a soluble TGF-[3 antagonist
protects mice against metastatic without adverse side effects. J Clin Invest 109: 1607-1615.
Ziv E., Lior O., Kidron M. 1987: Absorption of protein via the intestinal wall. A quantitative
model. Biochem Pharmacol 36: 1035-1039.

48



	Bakalarka_zacatek
	Bakalarska_prace_1

