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1. Uvobp

1.1 RAKOVINA

1.1.1 Sto onemocnéni

Rakovina, onemocmi, které provazi lidi jiz od p@tku Wka. Ale co Fesré vede K jejimu
vzniku a jak ji komplexa IéCit, jeS€ zcela nevime. Neni to totiZz jen jediné onentménale

tvori jej vice nez 100tznych druli. Zakladnimi typy jsou:
« Karcinom — pochazejici zike ¢i tkani vnitnich orgaf
e Sarkom — postihujici kosti, chrupavku, svaly, tub\a pojivovou tka
* Leukémie — rakovina zapimajici v kostni &eni
¢ Lymfom a myelom — rakovina bgk imunitniho systému
* Rakovina centrélni nervové soustavy (U.S. Natiaaalcer institute 2008)
Co vime je, Ze rakovina jeisledkem mutace v genetickém kédebia jen jediné hiky

(Fearon, 1997), ktera se pakza nekontrolovandélit. Problémem neni jen nekontrolované
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OBR. 1. SCHEMA ZTRATY KONTROLY NAD BUN ECNYM DELENIM ZDROJ : U.S.
NATIONAL CANCER INSTITUTE (WWW .CANCER.GOV 20/02/2008)

déleni, ale i fakt, Ze hiky stouto mutaci neodumiraji, jak byélyy ale mohou dokonce

vytvorit shluk, ktery nazyvame tumor. OvSem ne kazdy tupaeakovinny. Nkteré, benigni,



se ne&i do ostatnichiasti €la a po jejich vyjmuti se nador nemusi uz nikdyeofij U
ostatnich, malignich, je vSak situace jina, jegdikladni vlastnosti je préyejich agresivita a

schopnost it se na dalSi mista.

1.1.2 Sarkom a jeho vlastnosti

Jak jiz byloteceno, sarkom je zhoubny nador postihujici tkémrezenchymalnihotwodu.
V Ceské republice jim gmé onemocni zhruba 2 lidé na 100 000 obyvatel, feeftvrtina
Z nich (viz Obr. 2).
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OBR. 2: INCIDENCE A MORTALITA SARKOMU vV CR V CASE NA 100 000 OBYVATEL , ZDROJ:
EPIDEMIOLOGIE ZHOUBNYCH NADOR U vV CR (WwWWw_.SvoD.Ccz, 20/3/2008)

Sarkom S180 je mysi (Balb/c) sarkom, ktery se wyaarapidnim fistem a vzacnym
vyskytem metastaz, objevuje sedj takécasto spontanni regrese, jez je jedndmd@pojena

se snizujici se fosfolipidovou aktivitou (Jonegals1939).

1.2 TERAPIE MALIGNICH ONEMOCNENiI ZALOZENE NA POUZITI

PROTEAZ

1.2.1 Systémova enzymoterapie

V souwasné dob se systematickou enzymoterapii zabyva hngalik subjeki. Enzymy
jsou podavany perorarti perrektal@. P peroralnim uZiti jsou enzymy jako riaprypsin,
chymotrypsin, papain a bromelin u¥aemy v nepropustném obalu, ktery je chramédp

kyselym prosiedim v Zaludku. Perrektalrse ¥tSinou enzymy pouZzivaji v experimentalnich



pokusech na mysich. V obotipadech jsou davky enzynvelice vysokeé, do krve se vSak

dostane jen nepatrny zlomek.

V Krvi jsou poté enzymy okamzgitvychytavany a inhibovany inhibitory proteédz, jgkou
nagiklad alfa-2-makroglobulin, alfa-1-antitrypsin, @il antichymotrypsin. ZvlaStnim
druhem inhibice je {sobeni alfa-2-makroglobulinu. Vm jsou proteazy uzaeny jako

v pasti, nicméajsou stale aktivni a jsou schopnypt nizkomolekularni latky.

Podstata enzymoterapie nejspiSe ¢d@b Vv aktivaci alfa-2-makroglobulinu, ktery
vychytdva cytokiny z krve. Po navazani proteazy atfi@-2makroglobulin, dojde k jeho
konformani zmén¢ a odhaleni doposud négtupnych receptér Ty jsou pak schopny vazat
celou fadu cytokii (Webb 1996), beta-2-mikroglobulin (Gouin-Charndi0@), iistovy
hormon (Kratzsch 1996) a leptin (Birkenmeier 199&¥hled hlavnich cytokiin které vaze
aktivovany alfa-2-makroglobulin uvadi Tabulka I.

Nadorove biiky se brani imunitnimu systému vyhvanim cytokih TGF-beta a IL-10
(Harthun a spol. 1997, Chouaib a spol. 1997, Ebklend Roth 1989, Yang a spol. 2002).
TGF-beta sice ¥asné tumorgenesiipobi na nadorové Blky jako supresor, ale pogdpliné

podporuje nadorovou progresi a metastazibilitu ¢rarspol. 2002).

TABULKA 1: CYTOKINY VAZANE NA ALFA -2-MAKROGLOBULIN

Cytokiny vazané alfa-2-|  Autor
makroglobulinem
TGF-betal, TGF-beta 2 Crookston 1994; Feige 1996
Inhibin, Activin Vaughan 1993; Niemuller 1995
Defensin Panyutich 1991
IGF-1 da-Silva 1996
TGF-alfa Liebl 1993
TNF-alfa Crookston 1994
IFN-gama James 1992
IL-1beta, 112, 1L12 Borth 1986; 1989
IL-6 Matsuda 1989
IL-8 Kurdowska 1997
IL-10 Garber 2000




Odstraiovani TGF-beta a IL-10¢gobenim aktivovaného alfa-2-makroglobulinu, snizeni
navozené imunosuprese a znovuobnoveni Thl/Th2 wvayo je zvaZzovano za jeden
z hlavnich mechanisinsystémové enzymoterapie malignich onemintnSniZeni hladiny
TGF-beta pomoci enzymoterapie bylo prokdzano (Desspol. 2001).

Z ceskych ¥dca se enzymoterapii zabyva mj. Wald. Sledoval vliwzyemi, v tomto
piipadt trypsinu, chymotrypsinu a papainu na Lewiplicni karcinom (Wald a spol. 1998) a
melanom B16F10 (Wald a spol. 2001). V obdipadech bylo sledovandeziti a distribuce
metastaz. Enzymy byly podavany perrekia@v hodin po injikaci nadorovych beky pred a

po vyoperovani nadoru.
1.2.2 Proenzymova terapie

1.2.2.1 John Beard a jeho nasledovnici

John Beard nafiplomu 19. a 20. stoleti poukazoval na podobnosti makovinou a
trofoblastem. Welem trofoblastu je pomoci embryu zavrtat se daystklohy, a proto musi
byt invazivni, néivy a schopny se roz&ivat, coZ jsou ktiové znaky rakoviny. Nepottany
trofoblast se také @Ze vyvinout v choriokarcinom. Co ale brani tétorpne? Beard se
domnival, Ze je to #itomnost pankreatickych enzyimembrya. Tato mySlenka a analogie
nador trofoblast (kterou on nepovazoval za nahofdhoudovedla k nazoru, Ze proteolyticky
enzym trypsin miZze pisobit i na rakovinné hiky, coz experimentatpotvrdil (Beard 1906,
1911). Na jeho teze poté navazaldgricatych letech Ernst T. Krebs (Krebs a spol. 1950).
Beard je povaZzovan za zakladatele enzymoterapiy¥ahji trypsinovou terapii), ale my se
klonime k ndzoru Novaka a Trnky, 2005, Ze gmmky polozil zaklady proenzymové
terapie. K terapii totiz pouzival velnsierstvé extrakty pankreatu a jejiderstvost velmi
zdirazioval. L&il tedy preparaty s nu# vysokym obsahem proenzym(trypsinogen,

chymotrypsinogen), které vSak neznal a které bijgweny rkolik desitek let pozii.

Pouzitim proenzyiinv terapii nadorovych onemoémi se v nedavné detzabyval Novak a
Trnka, 2005. In vitro pokusy ukézaly inhihi viiv na migraci a invazivitu nadorovych
burgk. Pokusy in vivo s pouzitim sfsi trypsinogenu a amylazy prokazaly terapeuticky vl
na nadory a zejména vyrazny protimetastazosmn,ddemonstrovany na melanomu B16.
Amylaza, pouzivana jiz Beardem (Beard 1911) ma eqoadpirny vliv (Novak a Trnka
2005), Ize uvazovat o jejicasti @i likvidaci glykoproteiri vzniklych rozpadem nadorové

hmoty.



1.3 NADOROVA IMUNOLOGIE
1.3.1 Cinitel é protinadorové imunity

1.3.1.1 T-lymfocyty

v

Jedny z nejilezitéjSich burtk v protinadorové imunologii jsou cytotoxické T Ijoayty,
které rozpoznavaji nadorové ity exprimujici antigeny v komplexu s MHC Uejich

efektorové funkce jsou vSak patrné v praxi pounddoii vyvolanych onkogennimi viry.

CD4+ T-lymfocyty sice cytotoxickou funkci nemajigasvou praci konaji pragdnictvim
produkce cytokih. Ktomu, aby mohly byt T Ilymfocyty aktivovany, jeapotebi
zprostedkovatele, takzvanych antigen prezentujicicheb(APC). Nejvyznam&sSimi APC

jsou dendritické biiky.

Specifickd protinadorova reakce CD8+ Bkine nejspiS zfisobena tak, Ze jsou d#iu
nadorové biikky anebo jejich antigeny fagocytovany APC a expuriémy na pozadi MHC |I.
APC exprimuji antigeny také v komplexu s MHC Il anmhaji tak aktivovat CD4+
lymfocyty. (Rihova 2007)

1.3.1.2 NK bunky

NK (natural killers) btiky, neboli girozeni zabijéi, jsou snad nejvyznandji leukocyty
v boji proti rakovirg. Na rozdil od T lymfocyt postihuji mnohem SirSi spektrum antigen
nemaji TCR receptor a molekuly MHC | na rozdil oGLGnhibuiji jejich aktivitu (Binstadt a
spol. 1997). Jejich aktivitu naopak mohou stimutomdkteré cytokiny. Aktivované NK
buitky nazyvame lymphokine-stimulated killeiifiova 2007).

1.3.1.3 Makrofagy

Mezi dalSi buky rozpoznavajici nadory gataktivované makrofagy. Stejnjako NK
buiky nejsou zavislé na MHC molekulach, maji Fc recgpktery jim umo#uje vézat se
k protilatkhkm na nadorovych bkach a zprosedkovavat tak ADCC odpeéd. Jejich
schopnost zabijet nadorovénby je zprostedkovana lytickymi enzymy. Mimo jiné takeé
makrofagy produkuji cytokiny (Shih a spol. 2008kq napiklad TNF, ktery zpmisobuje

krvaceni a nekrézy nadar
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1.3.2 TH1/TH2 Rovnovaha

Studie mnoha &dci prokazaly, Ze u lidi (zvat) trpicich nejiznéjSimi nadorovymi
onemocgnimi se posouva rovnovaha mezi Thl a Th2 odgobsntrem k Th2 buicné
odpowdi (Shurin a spol. 1999). Tato nerovnovaha souwigjen s péty burgk, ale i

s vyskytem cytokifi v periferni krvi.

Thl lymfocyty produkuji mj. interferon gama, TNHLa2, Th2 lymfocyty IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 atd. Produkcethto cytokirii je Uzce spojena se stavem a stmpmalignity (Onishi
a spol. 1999).

Nadory samy o sabprodukuji mnoho faktdr, které mohou poz#émit balanci Thl a Th2
cytokini. Mezi tyto faktory pai TGFf, IL-10, prostaglandiny a mnoho dalSich latek
(Asselin-Paturel a spol. 1998; Chouaib a spol. 199 a spol. 1995). Najklad nadorem
produkovany TGH indukuje nadprodukci IL-10 a zaravgpoosun od Thl k Th2 odpédi
(Maeda a spol. 1996)

1.3.3 Obrana nadoru pied imunitni odpovédi

Mechanisni, jimiz se nadory brani imunitni reakci, je hnegkalik. At jde o sniZzeni
exprese MHC | molekul, absenci exprese MHC Il molekrodukci cytokitd, jizZ zmingnych
v predchozi kapitole, nebo glykokalyRihova 2007). Dalsim problémem je také heterogenita
cilovych antigen.

11



2. CILE PRACE

1. Kultivace nadorovych buik
2. Transplantace nadorovych kitkra nasledna terapie, hledani optimalni terapie

3. Osvojeni histologickych technik, vyhodnoceni expemtu

12



3. MATERIAL A METODY

3.1 PRVNI EXPERIMENT

3.1.1 Laboratorni zvitfata a Buné¢né linie

Byly pouzity inbredni linie samic mySi Balb/c, dodafirmou Velaz, o gimérné vaze 20
g, kterym bylo s. c. (v oblasti viiti strany pravé zadni nohy) aplikovano 400 000¢kun
sarkomu S-180. Biky sarkomu S-180 byly kultivovany v médiu RPMI 1686% bovinniho

fetalniho séra.

3.1.2 Chemikalie

Byl pouzit bovinni trypsinogen (14 000 BAEE jedridtag proteinu po aktivaci), bovinni
alfa-chymotrypsinogen A (48 BTEE jednotek/mg lyiafivaného preparatu po aktivaci) a
alfa-amylaza z Bacillus sp. (1780 malt6zovych jedhdmg proteinu) — vSe dodano firmou

Sigma.

3.1.3 Schéma pokusu

Experiment trval 100 dni (od aplikace nadorovycmdi) MySi byly rozdleny do 4
skupin po 9, 9, 10, 10 kusech a ¢tirtého dne byly mySim aplikovany roztoky o

nasledujicim slozZeni, vzdy 0,1ml / my$ i. m. doleviay levé zadni nohy.

e Skupina I - 0,56 mg trypsinogenu + 0,56 mg chynquiyogenu + 0,1 mg
amylazy / ml fyziologického roztoku

e Skupina Il - 1,12 mg trypsinogenu + 0,1 mg amyldzyl fyziologického

roztoku

e Skupina Il - 1,12 mg chymotrypsinogenu + 0,1 ragyldzy / ml
fyziologického roztoku

» Skupina IV - fyziologicky roztok, kontrolni skugn

38. den byla zji$ha zvySena Unava a sniZzena pohyblivost ve skupihBgdH., coz byl
dusledek zahajeni rozpadu nailo®©d tohoto dne byla zvySena denni davka amylazy,ow
mg aZ do konce pokusué¢Bem reékolika dni priznaky Unavy pominuly.

Byl sledovéan vliv terapie nat@ziti mySi a objem nédir zjistovany dvakrat tydé

metodou dle Inaba a spol., 1986, pouzitou i v dhlSéxperimentech. Posmétrbyla
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provedena pitva, kde byla &ena spravnost &eni nadal, a histologie (tumor, plice, srdce,

jatra, slezina a ledviny) pro sledovani abnormalit.

3.1.3.1 Histologie
Po pitw byly organy uloZzeny do 4% formalinu. Naslédoyly ofiznuty a peneseny do
zalévaci kazety, odvodny v histologické odvatbvaciiadk (70% alkohol, 80% alkohol,
96% alkohol, 96% alkohol, aceton, xylen, xylenjpgyceny parafinem a zality do bka.

Po té byly bléky upevrény do drzaku mikrotomu, rozkrajenyfgmeseny do fedeltaté
vodni 1azi, kde se natahly a stazeny nad&di Ta byla po vyschnuti odparafinovana (xylen,
xylen, xylen, 96% alkohol, 96% alkohol, 80% alkahd0% alkohol, destilovana voda 2x),
obarvena (hematoxylin, tekouci voda, eosin, vodajhaodréna (70% alkohol, 80% alkohol,
96% alkohol (2x), karbolxylen (2x), xylen(3x)). Padvodréni byla skléka zakapnuta

kanadskym balzamem a byla napiipevrena kryci skiéka.

3.2 DRUHY EXPERIMENT

3.2.1 Laboratorni zvitfata a buné¢né linie

Byly pouzity inbredni linie samic mySi Balb/c, dodafirmou Velaz, o gimérné vaze 20
g, kterym bylo stejnym Zisobem jako vifedchozim pokusu aplikovano 420 000 &un
sarkomu S-180.

Buné¢nd vakcina byla ziskdna néasledujicimisgbem: 100 mil. butk sarkomu S-180
bylo rozsuspendovano v 42 ml PBS pH 7,2 obsahuj@dmg KLH (Sigma). Za stalého
michani bylo fidano 42 ml 0,4% glutaraldehydu (Sigma). Nasledovialhod inkubaceip
37°C a 4nésobné promyti 0,1M glycinem v PBS.nlBu s navazanym KLH byly

rozsuspendovany na koncentraci 5 mil./ml fyziol&giwo roztoku a uchovavanyig°C.

Vakcinace byla provatha s.c. aplikaci (za krk) 0,2 ml vySe uvedené sumpeVakcinani

schéma bylo zaloZeno na 4 s.c. aplikacich v dvaugith rozestupech.

3.2.2 Chemikalie

Byl pouzit bovinni trypsinogen (14 000 BAEE jedridtag proteinu po aktivaci), bovinni
alfa-chymotrypsinogen A (48 BTEE jednotek/mg lyafivaného preparatu po aktivaci) a
alfa-amylaza z Bacillus sp. (1780 maltézovych jgdkdmg proteinu) — vSe dodano firmou

Sigma.
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3.2.3 Schéma pokusu

V tomto experimentu byly mysSi po aplikaci sarkomil@ ponechany 19 dnPoté byly

mysSi, u kterych bylo mozné pohmatem detekovat njdozcleny do 5 skupin (1,2,3,4,5)

po osmi. Bylo pitom dbano, aby velikostni distribuce nabla pfimérna velikost naddr

byla v jednotlivych skupindch srovnatelnd. Tehok dhylo zapoato s jednotlivymi rezimy

proenzymoterapie a b&né vakcinace:

Skupina 1: Kontrolni skupina, dehinm. aplikovano po 0,1 ml fyziologického

roztoku

Skupina 2: Proenzymoterapie, dénim. aplikovano 0,1 ml roztoku tohoto
sloZeni: 0,56 mg trypsinogenu + 0,56 mg chymdairypgenu + 0,4 mg
amylazy/ ml fyziologického roztoku

Skupina 3: Bui&nd vakcina aplikovana poprvé po zgriich 19 dnech, pak
jese 3x v dvoutydennich odstupech.

Skupina 4: Kombinace proenzymoterapie, préwéd jako ve skupih 2
s vakcinaci, provashou soubzn¢ jako ve skupis 3

Skupina 5: Zesilena proenzymoterapie, @deirm. aplikovano 0,1 ml roztoku o
5x vy8Si koncentraci jednotlivych komponent, neskupiny 2. Roztok tedy
obsahoval 2,8 mg trypsinogenu + 2,8 mg chymotrygzgnu + 2 mg amylazy /

ml fyziologického roztoku

V souvislosti se vznikem otéenych Iézi byl na i@chodnou dobu (36. — 45. den po

transplantaci sarkomu) aplikovan peroeatefadroxil. Nezaznamenali jsme vliv této latky na

prabéh experimentu.
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3.3 TRETI EXPERIMENT

3.3.1 Laboratorni zvitfata a buné¢né linie

Byly pouzity inbredni linie samic mysi Balb/c, dodafirmou AnLab (Charles River), o
pramérné vaze 20 g, kterym bylo stejnymigpbem jako v fedchozim pokusu aplikovano
500 000 busk sarkomu S-180.

3.3.2 Chemikalie

Byl pouzit bovinni trypsinogen (14 000 BAEE jednrdtag proteinu po aktivaci), bovinni
alfa-chymotrypsinogen A (48 BTEE jednotek/mg lyiafilvaného preparatu po aktivaci) a
alfa-amylaza z Bacillus sp. (1780 maltézovych jgdkdmg proteinu) — vSe dodano firmou

Sigma.

3.3.3 Schéma pokusu

MySim bylo s. c. stejnym Zgobem jako vfedchozich pokusech vpichnuto 500 tisic
burgk sarkomu S180. MysSi byly rozteny do dvou skupin po 13 a 14 kusech a od 15. dne
byly mySim aplikovany roztoky o nasledujicim sloZerzdy 0,1ml / myS i. m. do svaloviny

levé zadni nohy.
e Skupina I, Iéené mysi - 0,56 mg trypsinogenu + 0,56 mg chymainggenu +
0,4 mg amylazy / ml fyziologického roztoku
» Skupina Il , neléené mysi - fyziologicky roztok, kontrolni skupina
Sesti my3im nebyly nadorové itky aplikovany, tyto mysi slouZily jako kontrola
neovlivreénych fyziologickych parameir+ pro posouzeni vlivu terapie na zdravé mysi.

Byl sledovan vliv vyvoje sarkomu na ¢y krevnich busk v krvi a ve slezia a dale na

jejich odpoed’ na sarkomovy antigen a Anti-CD3.
Kazdy tyden byly usmrceny 4 mysi (otetiho tydne 6 mySi). Byl proveden adtkrve
z cév ramenniho pletence, vyjmuta slezina a prawegegtva a nasled@nhistologie (tumor,
plice, srdce, jatra a ledviny).
3.3.3.1 Pratokova cytometrie

Odebrana slezina byla roZména ges sitko a biky byly rozsuspendovany v RPMI 1640
s 5% FCS arikrat promyty. Poté byly rozsuspendovany v 1ml méspoitany v Burkero¥
komirce. Byly oddleny 2 miliony buwrk, které byly zlyzovany pomoci 0,84% roztoku
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NH4CIl. Dvakrat promyty v PBS s2% FCS a nakonec ¢&®xry po 500 tisicich do 4
zkumavek. Jedna byla ponechana jako negativni &antdo druhé bylo fidano po 0,5ul
FITC Conjugated Anti-Mouse CD4 (L3T4) (eBioscieneelPE Conjgated Anti-Mouse CD8a
(Ly-2) (eBioscience), daeti bylo gidano po 0,5ul FITC Conjugated American Hamster IgG
isotope control a PE Conjugated American Hamst& igptope control (eBioscience), do
posledni bylo fidano 5ul Mouse Antimouse NK cells RPE (Serot&nté byl zkumavky
uloZzeny na tmavém a chladném raigd dobu 30-ti minut, nasledmyly promyty PBS s 2%
FCS, doplgny na 0,5ml a progteny na piitokovém cytometru Coulter Epics XL. Po té byla
data zpracovana v programu MS Excel a vynesenaati. g

3.3.3.2 Blastick& transformace
Citlivost burgk sleziny na S180 antigen a Anti-CD3 bylagisna pomoci blastické

transformace podle manualu vyrobce Cell Counting8iBioChemica).

Do 96tijamkového panelu bylo nasazeno po 1 milisplenocyl na jamku, od kazdé mysi
do 9 jamek. Do prvnichitjamek byl pidan sarkomovy antigen o koncentraci 10ug/ml, do
druhych ti jamek byl gidan Anti-CD3 antigen v koncentraci 0,1pg/mlief & jamky
zastaly jako negativni kontrola. Poté byl panel viod® termostatu, kde byk®B7°C a 3,5%
CO2 uloZzen po 24 hodin. Po 24 hodinach bylo z pap&atneseno po 100ul média z kazdé
jamky, u kterych byla provedena elisa, a byiinl@no po 10ul Cell-counting kitu-8, se kterym
se buiky inkubovaly v termostatu po 2 hodiny. Po dvou ihédh byl panel femeten na
spektrofotometru ifp absorbanci 450nm. Po té byla data zpracovanagramu MS Excel a

vynesena do graf

3.3.3.3 Krevni obraz
Odebrana krev bylaipmétena na fistroji Cell-Dyn 3200 firmy Abbott. Po té byla data

zpracovana v programu MS Excel a vynesena dagraf

3.3.3.4 Elisa test

Médium odebrané po blastické transformaci bylo metoelisa testovano naifmmnost

interferonu gama a interleukinu 10.
Pouzité protilatky:
IFN-y:
* Monoclonal Anti-mouse IFN-Antibody (RnDsystems)

* Biotin Rat Anti-mouse IFN- Antibody (BD Biosciences)
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IL-10:
» Purified Rat Anti-Mouse IL-10 Monoclonal AntibodBD Biosciences)
* Biotinilated Rat Anti-Mouse IL-10 Monoclonal Antidg (BD Biosciences)

Roztoky:
* vazebny roztok:

0 IFN-y: uhlicitanovy pufr pH 9,4 (0,43 g NaHGQ0,53 g NaCOs ve 100 ml

deionizované vody)

o IL-10: fosfato-sodny pufr pH 6 (3,6g B4PO, . 12HO ve 100ml, 1,69
NaH,PO, . 2 HO ve 100ml, smichano v peénu 1:1)

» promyvaci roztok: PBS s 0,5% Tween-20
» blokovaci roztok: 10% PTS v PBS
» fedici roztok: 10% PTS v PBS

» substratovy roztok: 10 ml fosfocitratového pufrid+mg OPD (Sigma) + 4l
H20:

» zastavovaci roztok: 2M H2S04
Postup:
Prvni den:

» Coatovani desky — purifikovana protilatka rozmichare vazebném roztoku
50ul na jamku, ponechandipd°C pres noc ve vihké kotmce

0 IFN-y: 2 ul/ ml vazebného roztoku
0 IL-10: 10 pul/ml vazebného roztoku
Druhy den:
* 2x promyto PBS + Tween (0,05%)

* blokovani — 10%PTS v PBS, 200 na jamku, ponechano 2 hodinyip
laboratorni teplat

e 2x promyto PBS + Tween (0,05%)

* Vneseny vzorky v triplikacich, 40 na jamku
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» Kalibrace — 5 jamek + blank, dvojkovyfadénim 40ul na jamku
Treti den:

» 4x promyto PBS + Tween (0,05%)

piidana biotinylovana protilatka rozmichanéedicim roztoku, 5@l na jamku,
ponechano 45 minut ve vihké kéme (i laboratorni teplat

e 6x promyto PBS + Tween (0,05%)

» Pridana streptavidinperoxidaza rozmichana 1:108€dicim roztoku, 10Ql na
jamku, ponech&no 30 minut ve vihké kimee @i laboratorni teplat

* 8x promyto PBS + Tween (0,05%)

e piidan substratovy roztok, 10d na jamku, inkubace 10-45 minut ve &rpfi
laboratorni teplat

* piidan zastavovaci roztok, 1@0na jamku
e méfeni na spektrometruipd90nm

3.3.3.5 Histologie

Histologie byla provedena stejnymigmbem jako v prvnim pokusu.

3.4 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Sitale t-testu a programu
STATISTICAVII od firmy StatSoft INC (Survival Analysis).
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4. VYSLEDKY

4.1 PRVNI EXPERIMENT
4.1.1 Pieziti
V prab¢hu experimentu se ukazalo, Ze u cca 30 % mysSi dé&akupig se sarkom neujal.

Tyto mysSi byly sledovany, ale do experimentu nebygbhrnuty. Konény patet mysSi
s vyvinutymi nadory byl ve skupinach I, 11, lll, Igonmérné rovnongrny - 6, 7,7, 7.

Nejvyssiho peziti bylo docileno ve skupinl a to 33%, ve skupinll a Ill ¢inilo preziti
shodré 14%. V kontrolni skupi#&lV ¢inilo pieziti 0% (viz obr. 3).

PreZiti v jednotlivych skupinach
120,00%
100,00% \
5
— 0,
’g 80,00% Skupina |
>N .
0 | Skupina ll
g— 60,00% Skupina lll
g | Skupina IV
S 40,00% ]
D- ol
20,00%
0,00% T T T T T
0 20 40 60 80 100
den
OBR. 3: PREZITi V JEDNOTLIVYCH SKUPINACH : | — TRYPSINOGEN+ CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , |I-
TRYPSINOGEN+AMYLAZA , IlI- CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , [V- KONTROLA , FYZIOLOGICKY ROZTOK

4.1.2 Objemy nadoru

Zobr. 4 vyplyvd znény vliv snesi | na velikost naddr, které byly v porovnani
s kontrolou (IV) 2-3x mensi. Statisticka vyznamneostdilu skupiny | a IV se v pbéhu
experimentu stale zvySovala. Statisticky signifikéino rozdilu skupin | a IV pak bylo
dosazeno ve 49., 61. a 64. dni experimentu (P<.0Jédnotlivé proenzymy vykazovaly nizsi
acinek nez jejich sis.
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Vzhledem k tomu, Ze v poZ@im obdobi dochazelodastym Ghydm zvirat, nendlo toto
vyhodnoceni smys| dale sledovatafiErna velikost byla pozgi dana stale se snizujicim
poétem nadol, ahyny mysi s velkymi nadory vedly k chaotickéntnoeani pabéhu kivek a
ke znemozéni interpretace.

Prameérny objem nador G v ¢ase

8000

7000 -

6000 al
9 !
IS n
E 5000 - —&— skupina |
3 —— skupina Il
5 4000 )
3 skupina lll
S 3000 | skupina IV
5
Qo
O 2000
1000 -|
0 F%
0
den
OBR. 4: PRUMERNY OBJEM NADORU:. | — TRYPSINOGEN+ CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , -
TRYPSINOGEN+AMYLAZA , |ll- CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , IV- KONTROLA , FYZIOLOGICKY ROZTOK

Znané rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly i nacimni vzhledu naddr. Ve vSech
skupinach ovliveinym proenzymoterapii (1,11,Ill) doSlo ke vzniku @hlych povrchovych
lézi a nekréz nadar Povrchova nekroza se brzo propadla ddévaitak ngly nadory tvar
prom&knutého ping-pongového tkiu. DalSim stupgm bylo vypadnuti¢asti nekrézy a
prohloubeni tohoto obrazu. U skupin | a Il se tatorfologie déle negmila, u skupiny Il
vSak doSlo k tomu, Ze na okrajich 1éze doSlo kiacicdalSi progrese nadoru. V kontrolni
skupire nebyly pozorovany zadné léze, jen ojeétBnnepatrné nekrozy po stranach nagor

s vySe popsanymi zkgnami naprosto nesrovnatelné.

Pozoruhodna byla téZ morfologie natloZatimco pedevsSim v kontrolni
skupirg IV mély nadory tvar roténiho elipsoidu, ktery se Zipodni lokalizace protahoval po
zadech az k patie vSechny nadory ve skugim byly kulovite.

4.1.3 Skute¢nosti zjisténeé pitvou

Co se tye velikosti nadat, zjis€nych pitvou, nejutsi rozdil byl mezi skupinou |
(4026 +-2514 mr) a skupinou IV ((6792 +-2200 nin Tento rozdil v&ak nebyl statisticky

vyznamny (P=0,06). Toto srovnani je vSak zkreslkémé ze mySi pezivaly Gznou dobu..
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V piipact zabiti mySi v jeden den by bylo srovnani metodiskyavijSi, ale nas zajimala

otazka doby f®Ziti, kterou bychom takto nezjistili.

Jak ukazal pitevni nélez, bezptesini Ficinou umrti bylacasto nekrotizace igv
vyvolana tlakem nadéma koneénik. Vyskyt této piciny byl piitom nasledujici:

Skupina | — 33%, skupina Il — 43%, skupina Il -9G7skupina IV-71%. NejvysSi vyskyt
byl tedy v neovliviné kontrolni skupi&a NegastjSi pricinou amrti (50 %) ve skupénl byla
pak kachexie dana s néfgi pravépodobnosti rozpadem nadom naslednou intoxikaci

organisni.

Po ukokeni pokusu byly fezivSi mySi sledovany déal.. Bylo dosazeno
ponerné vyrazneho peziti (dalSich 10 a 15 drve skupir I, 15 dri ve skupig [l a 143 di
ve skupir III).

V pripact mySi s 15 dennimipzitim ve skupié | (celkow mys Zila 115 dni od
aplikace sarkomu) doslo k velmi vyrazné redukciealnj nadoru. Pite¥nbylo zjiS€no, Ze
jeho objem byl pouze 224 ninto? je ficetina piimarné velikosti nadar zji$tené i pitves v
kontrolni skupig V. Nador gitom v dok® potatku nekrézy (89 den pokusu) dosahoval 4000
mm®. Do$lo k jeho nekrotizaci a postupnému vypadavéhiotizované tk&h. Na rozdil od
vSech ostatnich mysi tato myS + ¢efidna ze skupiny | netta paralyzovanou pravou zadni

koncetinu, jak tomu bylo vékledku tlaku nadoru u vSech ostatnich mysi.

Zajimavy byl vyvoj v pipact mySi ze skupiny lll, kterd uhynula az 143 den. &b dne
méla nador o velikosti 63 min teprve pak z#mlo jeho postupné #t8ovani. Nelze vsak
jednozn&né rozhodnout, zda dlouhodoba inhibice jehdistu byla zgsobena

chymotrypsinogenentj zda svoji roli sehraly i jiné faktory.
4.1.4 Histologie

V ramci prvniho pokusu byla histologie pouze or@nt, protoZze vzhledem k zaieni
pokusu na feziti neSlo rozhodnout, zda Slo utznych gipadi o nekrézuci autolyzu
materialu. Nicmé# bylo prokazano, Zze metastazy se u tohoto modedlywyiji velice tidka

a to zejmeéna u velmi zeslablych jedinc
Pro dalSi pozorovani byly vyzdviZzeny jisté znakierk nély byt potvrzenyci vyvraceny.
Za zminku jist stoji agresivita nddoru a jeho schopnostistat svalovou tkani (viz obr. 5),

lytické ¢i nekrotické zminy na nadoru (viz obr. 6), vaskularizace nadorw (@br. 7),

metastazy na slezir{viz obr. 8)
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OBR. 5: PRORUSTANI NADORU SVALOVOU TKANI

ENY NA NADORU

CI NEKROTICKE ZM

OBR. 6: AUTOLYTICKE
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OBR. 7: VASKULARIZACE NADORU

OBR. 8: METASTAZY NA SLEZIN E

4.1.5 Pili tactiles

Béhem experimentu byla zji&ta redukcec¢i dokonce absence hmatovych vbusa

¢enichu u gkterych mySi. Tento jev nezavisel ani na velikostdoru ani na vaze mysi. Ale
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zjevre byl spjat s terapii a jejim apobem (viz obr. 9). Na obrazcich je znazom jak

vypadaji mysi s 0% (viz obr. 10), 50% (viz obr. H1300% (viz obr. 12) hmatovymi vousy.

Pili tactiles
100 -
B S kupina |
H S kupina Il
=®
S kupina Il
u S kupina IV
den
OBR 9: PILI TACTILES . | — TRYPSINOGEN+ CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , II-
TRYPSINOGEN+AMYLAZA , Ill- CHYMOTRYPSINOGEN +AMYLAZA , IV- KONTROLA, FYZIOLOGICKY

ROZTOK

OBR. 10: MYS s0% OBR.11: MYS s50% OBR. 12: MYS SE100%

HMATOVYMI VOUSY HMATOVYMI VOUSY HMATOVYMI VOUSY

4.2 DRUHY EXPERIMENT

Proenzymoterapie sisi trypsinogen, chymotrypsinogen a amylaza ve skupi(viz obr.
13 — Skupina 2) #a na jiz vytvdené nadory mnohem menSsi vliv, nezieqchozim

experimentu.

Tento vliv byl ve srovnani s kontrolou prvnich 8idmlovy, 16. den pak doSlo k tomu, Ze

ovliviiované nadory ®ly 67 % objemu kontrolni skupiny. Naproti tomu wpim
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experimentu po 16 dnech terapieil pramérny objem nadar pouze 6 % objemu v kontrolni
skupirgé. Enzymoterapie v fibéhu experimentu trvale snizovala rychlo&tu nadoi, i kdyz

0 nEco meér vyrazré, nez v pokusu 1. Statistické vyznamnosti (P< 0,86%4hl rozdil
velikosti nadod ve skupi 2 ve srovnani s kontrolou (skupina 1) pouze 48. de

Petindsobna davka enzynve skupig 5 (viz obr. 13 — Skupina 5) vykazala ve srovnani
se zakladni davkou efekt menSii@ghodny. Proenzymoterapie tedy vykazuje koncénira

optimum, jehoZ fesazeni sniZuje terapeuticky efekt.

Vakcinace ve skupin3 (viz obr. 13 — skupina 3) dokazala zabrzdit ng%39 dnem
rast nadod a giblizila se k @éinka proenzymoterapie. Pak jeji vliv nadhle polevil aSkdo
k prudkému narstu nadoi.

Kombinace vakcinace s proenzymoterapii zakladukalé ve skupig 4 (viz obr. 13 —

Skupina 4) byla horSi, nez vliv vakcinace a proematerapie samotné. Dochaziepe
k nezadouci interferenci obou metod.

Déle bylo sledovano ipziti mysi v jednotlivych skupinach. Zadny z tenatpekych

piistupy (skupiny 2,3,4 a 5) neved! k prodlouzeni dobgzti. VSechny mySi uhynuly do 80
dni po transplantaci sarkomu.

primérny objem nadort v ¢ase
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OBR. 13: PROMERNY OBJEM NADORU. 1-KONTROLA , FYZIOLOGICKY ROZTOK , 2- PROENZYMOTERAPIE,
3-BUNECNA VAKCINA , 4-PROENZYMOTERAPIE +BUNECNA VAKCINA , 5-PETINASOBNE KONCENTROVANA
PROENZYMOTERAPIE
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4.3 TRETI EXPERIMENT

4.3.1 Objem nadoru

NejlepSich vysledk bylo dosazeno ve skugin (viz obr. 14), to znamena ukEnych mysi,
v rozmezi 19. a 41. dne bylgmnérny objem nadar v této skupig roven 49% pimérného
objemu nadar v kontrolni skupid. 22., 26., 33. a 37. den experimentu bylo dosazeno
statistické vyznamnosti (22. den P = 0,029, 26.FRlen0,029, 33. den P = 0,025, 37. den P =
0,0041).

Primérny objem nadoru

6000
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—&—|éCené
dny

—8—nelécené

OBR. 14: PROUMERNY OBJEM NADORU. * = P<0.05;** = P<0,005
4.3.2 Skute¢nosti zjisténé pitvou

Po pitw byly preméteny roznéry nadofi a vyp@itan jejich objem. Tyto hodnoty byly poté
v programu MS Excel vyneseny do grafu (viz obr. 15)
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Primérny objem nadori u pribéiné
zabijenych mysi
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OBR. 15: PROUMERNY OBJEM NADOR U U PRUBEZNE ZABIJENYCH MYSI

4.3.3 Pili tactiles

Bylo potvrzeno, Ze redukce hmatovych vibies spjata s terapii (viz obr. 16). 38. a 41. den
bylo dosazeno v tomto pozorovani statistické vyzamasti (38. den P = 0,03, 41. den dokonce
P =0,00096).
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OBR. 16: PiLI TACTILES . * = P<0.05;** =P<0,001
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4.3.4 Krevni obraz

Koncentrace leukocytv krvi byla zn&né zvySena a byla spjata s velikosti tutha

nikoliv s terapii (viz obr. 17).

Koncentrace leukocytti v krvi v Case

M lécené

§ 15,000
g %10,000 M nelécené
I
- =
c
§ E 5,000 M zdravé
g 5000 l lé¢ené

27 34 40 45 W zdravé

den

OBR. 17: KONCENTRACE LEUKOCYT U V KRVI

Procentudlni zastoupeni neutrofibylo také oproti zdravim jedidm zvySené, ale mezi

skupinami nebyl vyznamny rozdil (viz obr. 18).

Procentualni zastoupeni neutrofill
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M |éCené
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40,00% - M nelécené
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0,00% -
27 34 40

procenta z celkového
poctu leukocytl

lécené
45 M zdravé

den

OBR. 18: PROCENTUALNI ZASTOUPENI NEUTROFIL U

Procentudlni zastoupeni lymfoaybylo sniZzené, mezi jednotlivymi skupinami nebyl

vyznamny rozdil (viz obr. 19).
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OBR. 19: PROCENTUALNI ZASTOUPENI LYMFOCYT U

Procentudlni zastoupeni monacybstlo s velikosti nadér(viz obr. 20).

Procentualni zastoupeni monocytu
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0,00% | w M zdravé

27 34 40 45
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OBR. 20: PROCENTUALNIi ZASTOUPENIi MONOCYT U

Nanist eosinofili obecr signalizuje poatek uzdravovani, coz odpovida malym naédor
zjistetnym 45 den (viz obr. 21).
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OBR. 21: PROCENTUALNI ZASTOUPENI EOSINOFIL U

Ve vSech dalSich sledovanych hematologickych paracte jako je koncentrace
erytrocyti, koncentrace hemoglobinu, procentudlni zastoupesnatokritu, pkmérny
korpuskularni objem, gAmérny korpuskularni hemoglobin, i{mérnd koncentrace
korpuskularniho hemoglobinu, distribuce erytré¢cykoncentrace tromboayta ptimérny
objem trombocyt, nebyly zaznamenany vyznamnécny, které by korelovaly se apobem
lécby nador nesoucich mysitipadré vznikly v disledku misobeni |éebného preparatu na

zdravé mysi.
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4.3.5 Prutokova cytometrie

Praimérny pacet burgk sleziny byl spjat jednak s terapii, ale i s ve$it{ nadaol (viz obr.
22).

(-] 4 ' 4 4 v (]
Prumérny pocet bunék sleziny
400 000 000
350 000 000
x 300 000 000 M |écené
S 250000000 -
o)
E 200 000 000 - H nelécené
S 150 000 000 -
100 000 000 - I i zdravé
50 000 000 - l l6tené
0 - M zdravé
20 27 34 40 45
den

OBR. 22: PROUMERNY POCET BUNEK SLEZINY

V prab¢hu experimentu doslo u vSech mysic@dych i neléenych) ke zrmné pomeru
CD4+ a CD8+ T lymfocyt z pivodnich 2:1 na 1:1. Co secty rozdilu mezi skupinami
v pcitu CD4+ a CD8+, réa na pokles jejich pitu ve slezig vliv velikost nadoru, na zZatku
experimentu doSlo u obou skupin ke zvySenitpdurek (viz obr. 23, 24), nicménv dalSim
pribéhu byla tato tendence spiSe ép& Na konci se t&na skupina iblizila hodnotam

zdravych jeding, zatimco hodnoty v neténé skupia byly nizsi.
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OBR. 23: PRUMERNY POCET CD4+ T- LYMFOCYT U VE SLEZINE
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OBR. 24: PRUMERNY POCET CD8+ T-LYMFOCYT U VE SLEZINE

Na paet NK burek mély vliv jak velikost nadoru, tak i terapie. NacZaku experimentu
lze v grafu vidt vyrazny rozdil v pétu mezi I€enou a nek&enou skupinou (viz obr. 25).
Jest 40. den bylo ve slezinach myséédé skupiny podstatrvice NK burk nez u mysi

nel&enych. 45. den ale byla skutest opana, coz lze péist vyrazg veétSimu objemu
nadofi v kontrolni skupis.
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OBR. 25: PROUMERNY POCET NK BUNEK VE SLEZIN E

4.3.6 Blasticka transformace

Namétené absorbance byly u hiknreagujicich na sarkomovy antigen a anti-CD3 byla

vztazena k negativni kontrole a jejich pagnbyly vyneseny do grafu. U zdravé mysSi je

reakce na sarkomovy antigen nulova a na anti-GigBnegativni kontrole dvojnasobna.

Reakce splenocfitna sarkomovy antigen nebyla moc vyrazna a v r&kgpin se taika

nelisila (viz obr. 26).

1,60
s 140
g 1,20
] 1,00
® 0,80
2 0,60
S 040

0,20

0,00

Poméry reakce na sarkomovy
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20 27 34 40 45
den

H |éCené
H nelécené
W zdravé

|éCené
B zdravé

OBR. 26: POMERY REAKCE NA SARKOMOVY ANTIGEN V BLASTICKE TRANSFORMACI

Reakce na Anti-CD3 byla vSak paij$i v |&ené skupia (viz obr. 27).
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OBR. 27: POMERY REAKCE NA ANTI-CD3 V BLASTICKE TRANSFORMACI

4.3.7 Elisa test

Vysledky Elisa testu vifjpact IL-10 nevysly v souladu sc¢ekavanim, jeho hladina u
nel&enych mysi klesala a ucknych stoupala. Hladina interferonu sice &etéch mysi
s nadorem rostla, ale vzhledem k tomu, Ze tesptmeden pouze jednou a nebyl opakovan,
nebyly z &chto vysledk vyvozeny Zadné zéw a v dalSich testech bude tento poznatek

potvrzeri vyvracen.

4.3.8 Histologie

Invasivita nadoru z hlediska pf@tani do svalové tk&nbyla u obou skupin shodna (viz
obr. 28). Velké nadory nekrotizovaly zeunit disledku nedostatku vyZzivy (viz obr. 29). Ve
tkanich tumoit Iécenych mysi byl zaznamenasit$i vyskyt @r (viz obr. 30). Vaskularizace
nadoru by nila byt gredn®tem dalSiho studia, nebdistologie se nezda byt nejlepSi metodou

jeji kvantifikace.

Metastazy nebyly pozorovany ani v jedné skapimysi. Coz je dano i modelem, ktery je,

jak jsem jiz uvedla v Gvodu, malo metastazuijici.
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OBR. 29: NEKROTIZACE TUMORU V DUSLEDKU NEDOSTATKU VYZIVY , ZV. 100X
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OBR. 30: DIiRY V NADOROVE TKANI , ZV. 100x
4.3.9 Dalsi zjisteni
Béhem pokusu byly také zji&ty zmeény v kvalitt srsti mysi (viz obr. 31, 32) a v jejich
celkové aktivik.

OBR. 31: KVALITA SRSTI —SKUPINA | — LECENE MYSI OBR. 32: KVALITA SRSTI — SKUPINA Il — NELECENE MYSI
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5. DISKUSE

DosaZzené vysledky je p&kud obtizné srovnavat s literaturou, nebestatni auth
pracovali jinak a na jinych modelech. My jsme stmlbd sarkom S-180, ktery je
charakteristicky tim, Ze metastazuje jen vygme Wald a spol. 1998 studoval terapii
plicniho karcinomu a melanomu B16 (Wald a spol. 1300ro, Ze tento model byl ryze
metastazovym, bylo Zdazreno odstradnim ,primarniho” tumoru. Pro terapii byly pouzity
enzymy Vv aktivni forma (trypsin, chymotrypsin, papain), jejichZigmbeni, jak prokazala
Kalferstovd a Zenka (v ifpraw) neni shodné sigobenim proenzytn Byla pouZita
perrektalni aplikace velmi vysokych mnoZstvi enayiftddow vysSi koncentrace, nez
v naSem Hpadt). Novak a Trnka 2005 testovali trypsinogen veisins amylazou, pouZili
vSak ofgt stejny metastazovy model melanomu B16 s odtrian ,primarniho“ nadoru desaty

den.

Zcela mimo jakékoliv srovnani jsou studie firmy Véeblugos, zaloZzené na perroralni
aplikaci aktivnich enzyiiy neba je zde velmi diskutovatelné mnozstvitettanych enzyin
(Gewert a spol. 2004, Ziv a spol. 1987asiny a spol. 2002).

Pisobeni trypsinogenu a chymotrypsinogenu se zd&yyergické. Mechanismus jejich
acinku zrejmé neni identicky, jinak by jejichisobeni bylo pouze aditivnii€sné zjistni
mechanismu v3ak vyZaduje dalSi studium.

Optimalni smdsi se zda byt trypsinogen, chymotrypsinogen a arayl&tera zfpisobila
redukci nadoru az na 40,5%. &nnavic dokazala udrzet kulovity tvar naidl@ omezila
jejich penetraci dosta mysi. Optimalizovali jsme mnoZstvi amylazy, &&ilo se pouzivani

vySSich koncentraci, nez pouzil Novak a Trnka, 2005

Vliv na preziti byl v prvnim pokuse na hranici statistick&rgmnosti. Byl sice niZz8i nez
ve studiich Walda a spol., 1998, 2001) a Novakarkyl, 2005, srovnani je vSak obtizné.
V naSem fpipact doslo k rychlémutirstu transplantovaného nadoru, ktefs@bil u WtSiny
mySi Uhyn v dsledku tlaku na vnihi organy. Ve zmignych studiich byl primarni nador
odstragn, mysi byly vystaveny jen omezené davce metadtdehjburk, jejichz gichyceni

bylo ovliviiovano terapii.

Ve druhém pokusu byl prokdzan vyznam terapeutickékyl RtinAsobné mnozstvi se
ukazalo byt nefinnym. Uk&zalo se, Ze je nutné pouzivat optimalnoastvi proenzyii coz
bylo potvrzeno i v oblasti terapie aktivnimi enzyfi§alferstova, Zenka, vifpraw). Vyznam
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tohoto zjiStni je zasadni, nelfozpochyhiuje vesSkeré zsoby aplikace, kdy nelze z&iu

aplikaci spravné terapeutické davky (zejména pamoaplikce).

Spojeni proenzymoterapie s vakcinaci se ukazalo ja&&inné. Samotna vakcinace
dokazala na &kolik dni pozdrzetist nadoru, coz je velmi pozoruhodny vyslede&gwou
preparaty pouze snizuji rychlosistu nadait), poté ale doslo k prudkému zvySeni nadorového
rastu. Samotnad proenzymoterapie zpomalovalesst rnadoii. Spojeni vakcinace a
proenzymoterapie vedlo ke zruSeni vSech éfekt vyastilo v Uplnou neinnost této
kombinace. Vysétleni je moZzno sp#&bvat v tom, Ze vakcinace stadhne na sebe pozornost
imunitniho systému a kompetuje s rozvijejicim sdoném o jeho fisobeni. Pro péteby
konstrukce Zadoucich synergickych systémuigba pélivé hledat systémy, které budou

nezavislé, nebo si nebudou alesponkurovat.

Ze srovnani prvniho a druhého pokusu plyne, Zeedksi proenzymoterapie (redukce
nadorovéhotstu, prodlouzeniieZziti) vyrazi zavisi na vasnosti aplikace terapie.

Treti pokus byl zagten na screening paramegtkteré rakovina ovliuje. Pozornost byla
zan®iena na srovnani skupinycknych a nek&enych mysi s nadory. Jako kepchozich
pokusech byl zaznamenan vliv terapie @ist nadoru, ktery se 22., 26., 33. a 37. den ukazal
jako statisticky vyznamny. Déle byl potvrzen vi&ly na stav hmatovych voiysktery 38. a

41. den dosahl statistické vyznamnosti.

V periferni krvi byly u obou skupin zvySeny leukdgya to zejména neutrofily, tento efekt
nebyl spjat s I&ou, ale zjeva s velikosti tumoru. Hladina lymfoaytbyla snizena, coz byl
ziejme dasledek vlivu tumoru, jelikoZz ve skuginzdravych léenych mysi doSlo k jejich
prudkému narstu. Hladina monocyt rostla s velikosti tumoru. U dénych a zdravych
lécenych mySi byl pozorovan vysoky hat eosinofili, coZz obec#é signalizuje proces
uzdravovani a koreluje s velikosti na@ldi5. den. Ostatni parametry nebyly terapii ovivn

terapie tudiZz nevykazuje Zadné vyrazné vedlej&itefe

Pritokovou cytometrii byl zji&n naist patu NK burek a CD8+ T lymfocyt, z ¢ehoz by
pravdépodobré mohl byt odvozen mechanismuscinku Ié&by, ktery by spdival
v nespecifické stimulaci imunitniho systému. Nice&io domrEnky je teba potvrdit dalSim

pozorovanim.

Ve skupirg lécenych mysi byla reakce na stimul Anti-CD3 vyrggn nez ve skupih
nel&enych mysi, rove¢ ve skupig zdravych léenych mysSi byl pozorovan stejny trend.

Z vysledki je Z'ejmy suprim@ni vliv nadofi na T lymfocyty a jehocast&né ruseni
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proenzymoterapii. Vliv stimulace sarkomovym antigienbyl dle éekavani velmi nizky,

neba’ nddorové antigeny jsou vSeob&amunitnim systémem malo rozpoznavany.

Histologie prokazala u obou skupin stejnou invdmiviadoti z hlediska prarstani nadar
do svalové tka&h Velké nadory byly u obou skupin nekrotizované ritfv z divodu
nedostatku vyzivy. AvSak u skupiny ¢cEnych mySi byl prokazamasgjSi vyskyt dr

v nadorové tkani i ip povrchu nadoru.

DalSi vyzkum chceme zaitit na hlubSi poznani mechanigmpisobeni proenzymoterapie
nadorovych onemoeéni zejména v oblasti vySe pozorovanych éamimunologickych

parametit.
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6. SOUHRN

» Byl prokdzan synergickydin trypsinogenu a chymotrypsinogenti ferapii sarkomu
S-180

* Proenzymoterapi zaloZzend na &intrypsinogenu, chymotrypsinogenu a piae
amylaze v nami optimalizované koncentraci vysamdukovala st nddo

» Tato proenzymoterapie poziti#movlivnila dobu peziti

» Experimenty upozornily na vliv terapie na stav howgith voud. Souvislost
s hlavnimic¢i vedlejSimi mechanismyigobeni terapie je vSakeba dale studovat

e Byla zjiS€&na dilezitost spravné koncentrace proenfyntoZz ma vyznam pro
optimalizace terapie a zvaZzovani vhodné aptikaesty

» Proenzymoterapie nebyla kombinovatelna s vakcinaci.

* Bylo zjiS&no, Ze na usf¥nost terapie ma vliv doba jejiho z&apth po transplantaci

nadoru
» Terapie nevykazovala vyrazny vliv na hematologipkéametry

» Pod vlivem |Iéby dochazi ke stimulaci imunitniho systému, zvysajpdty NK bungk
a CD8+ lymfocyti. Dochazi kcast&énému potldeni imunosuprese T lymfoaydané

nadorem.
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