Jihoteska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Katedra medicinské biologie

009000

Bakalatska diplomova prace

Studium moznosti kombinace proenzymoterapie s cilenou

chemoterapii a s metabolickym ovlivnénim nadori

Veronika Maierova

Vedouci prace: RNDr. Jan Zenka, CSc.

Ceské Budgjovice, 2010



Maierova, V., 2010: Studium moznosti kombinace proenzymoterapie s cilenou chemoterapii a
s metabolickym ovlivnénim nadort. [Study of posibility of combination of proenzyme therapy
with targeted chemotherapy and metabolic interference of tumors. Bc. Thesis, in Czech.] - 49p.,

Faculty of Science, The University of South Bohemia, Ceské Budg¢jovice, Czech Republic.

Annotation:

The aim of this study was to find out the influence of proenzyme therapy, Imatinib therapy and
Carbimazol therapy on the murine melanoma B16-F10. The therapies were compared and potential
combinations were examined. The effect of beta glucan on melanoma and combination of beta

glucan with proenzyme therapy were evaluated as well.

Prohlasuji, ze svoji bakalafskou praci jsem vypracovala samostatn¢ pouze s pouZzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim
své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve vetrejné pristupné casti
databize STAG provozované Jihodeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich na jejich

internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich dne 23. 4. 2010

Veronika Maierova

Podékovani:

Na tomto misté bych rada pod&kovala svému $koliteli RNDr. Janu Zenkovi, CSc. za vstiicny
pfistup, cenné rady, ochotu a cas, ktery mi vénoval béhem celé mé prace. Rada bych také
podékovala doc. RNDr. Janu Kopeckému, CSc. a pracovnikim Oddéleni imunologie paraziti a
Laboratofe oportunnich parazitli za pomoc pii experimentech v pfijemném pracovnim prostredi.

Velké diky patfi také mé roding, za jejich podporu a zazemi.



Obsah

1.1
1.2
1.3
13.1
1.4
1.5

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

4.1
4.2
421
4.3
4.4
4.5
4.6

4.7
4.8
4.8.1
4.8.2
4.8.3

5.1
5.2
5.3

Uvod

Historie rakoviny

Karcinogeneze

Hlavni rysy nadorovych bun¢k
Hlavni typy rakoviny

Melanom

Studie na mysich

Terapie

Enzymoterapie

Proenzymoterapie

Imatinib

Karbimazol

Beta glukan

Cile prace

Material a metody

Chemikalie

Laboratorni zvitata

Bunécéna linie

Transplantace melanomu B16-F10
Meéfteni velikosti nddort

Pocitani metastaz - plice

Analyza suspenze beta glukanu a sonikované suspenze beta glukanu
pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
Statistické vyhodnocovani
Uspotadani jednotlivych experimenti
Pokus €. 1

Pokus ¢. 2

Pokus €. 3

Vysledky

Pokus €. 1

Pokus ¢. 2

Pokus €. 3

Diskuse

Souhrn

Seznam pouzité literatury

-
om\l-bh

10
13
14
14
16
18
20
22
24
25
25
25
25
25
26
26

26
26
27
27
27
28
30
30
31
32
36
39
40



1 Uvod

1.1  Historie rakoviny

Napadné vnéjsi naddory jsou zndmé od nepaméti, nikoliv vSak jejich pfiiny. Nejstarsi popis
rakoviny (ackoli termin rakovina nebyl pouzit) byl objeven ve starovékém Egypté a
datovan zhruba do roku 1600 pf. n. l.. Kostni pozlstatky mumii ukazaly vyrastky
pfipominajici rakovinu kosti, osteosarkom. V jinych ptipadech byla nalezena destrukce
kosti lebky jako u rakoviny hlavy a krku. The Edwin Smith Papyrus popisuje 8 piipadi
nadord nebo viedu prsu, které¢ byly 1éceny vypalovanim, pro které byl pouzivan nastroj,
kterému se ftikalo: ,.the fire drill". V papyru je o této nemoci napsano: ,,Neexistuje pro ni
zadna lécba.” Dalsi zminka pochazi od starovékého feckého 1ékafe Hippokrata (asi 460 —
377 pt. n. 1.). Slovo ,,rakovina® je nespravnym piekladem plvodné v fectiné pouzivaného
slova , karkinoma* — tedy ,.krabovina®“. Tento termin pouzival Hippokratés nejspise proto,
ze zbytnélé Zily pii pokrocilé rakoviné prsu piipominaji klepeto. V latin€ je obdobou
tohoto terminu slovo ,,cancer, které se ujalo i v angli¢ting. Rimsky 1ékai Galén (130-200
n. 1.) pouzival K popisu nadort slovo ,,oncos* (fecky vyraz pro zdufeninu) (American

Cancer Society, 2010).

V 18. stoleti se skotsky chirurg John Hunter (1728-1793) pokousel nékteré nadory
chirurgicky operovat. Podle ného, pokud nador nenapadl sousedni tkan a byl "pohyblivy,*
poté miize byt odstranén. CimZ popsal nador benigni, ktery byl klasifikovan az mnohem
pozdéji. V roce 1775 londynsky lékai Percival Pott popsal rakovinu Sourku u muzi, ktefi
v mladi pracovali jako kominici. Pottiv popis je prvnim ptikladem, kdy ptisobeni urcitych
latek nebo prostfedi uzce souviseji s vyskytem rakoviny. Spojitost s koufem byla
prokdzana, a proto byla o né€kolik desitek let pozdé€ji v Dansku zavedena prvni ochranna
pracovni pomucka v historii — kozena zastéra pro kominiky. Brzy na to byla popsana
rakovina nosu u lidi $fiupajicich tabak (Weinberg, 1998). Podobné zpravy se pak zacaly
sporadicky objevovat i v prubéhu 19. stoleti a piidavaly na dilezitosti pfedchozim
pozorovanim. Napiiklad hornici na vychodé Némecka pfi tézbé smolince ¢asto podléhali
tehdy jen fidce se vyskytujici rakoving plic. V roce 1874 popsal R. Volkmann karcinomy u

délniku pracujicich pfi destilaci uhli (Trnka, 2008). Jinym piikladem vyskytu nadora



v souvislosti s vykonem zaméstnani byla rakovina jazyka, ktera se objevovala u zen, které
nanésely luminiscen¢ni radium na rucicky naramkovych hodinek a mély ve zvyku olizovat
chloupky Stétecku do Spicky. Vnitini pfi¢inu nemoci naznacily vyzkumy Suttona, ktery u
saranc¢i r. 1903 pozoroval, Ze chromozomalni zmény vyvolaji u embryi saranc¢i abnormalni
vyvoj. Zcela jinou pfi¢inu nemoci objevil u slepice Rous v roce 1908. Prokazal, ze sarkom
slepic je mozno pfenést na jiného ptaka transfuzi krve, coz ukazovalo na Sifeni nadord
prostiednictvim néjakého patogenu. Nikdo mu nevéfil a virovy ptivod nemoci byl prokazan

az v roce 1958 (Sehnal, 2009).

Do 19. stoleti byl vyskyt rakoviny vzacny. Rakovina je vétSinou nemoci starSich lidi a
v mnoha evropskych zemich byl na pocatku 19. stoleti primérny veék okolo 35 let. Mnoho
lidi podlehlo infekénim chorobam, podvyzivé nebo Uraziim diive, neZ se u nich mohla
V pozd¢jsim véku rakovina vyvinout. Rakovina neni nahodild spontanni degenerace
télesnych tkani, ale tato nemoc je aktivné vyvoldna. Karcinogeny maji schopnost pronikat
tkanémi téla a vyvolat vznik a rGst nddoru. Rakovinu, ale nezpisobuji jen mutace
V genomu postiZzené buiiky. Peyton Rous objevil v roce 1909 prvni nadorovy virus. Virové
¢astice z nadoru vazivové tkané (sarkomu) indukuji vznik dalSich nadorti. Byl pojmenovan
virus Rousova sarkomu (RSV) a v r. 1961 za tento objev dostal Nobelovu cenu.
Kacusaburo Jamagiwa, japonsky vyzkumnik, provedl v roce 1915 historicky prvni
experimentalni studii, pfi niz vychdzel zpozorovani P. Potta. Jamagiwa opakované
aplikoval uhelny dehet (dvéma hlavnimi latkami v ném obsaZzenymi a vyvolavajicimi
rakovinu jsou 3- methylcholanthren a dimethylbenzanthracen), na usi kralika, kde se po
n&kolika mésicich vytvotily nadory kiize (Weinberg, 1998). Uspéchem tohoto pokusu byla
zahdjena éra experimentalni onkologie. Kdyz Marie Curie a Pierre Curie objevili na konci
19. stoleti radiaci, narazili na prvni efektivni nechirurgickou 1é¢bu rakoviny. K dal§im
objeviim cytostatik doslo po 1. svétové valce, kdy na télech vojaka zasazenych Yperitem
(Bis(2-chlorethyl)sulfid) bylo mozno vysledovat zhoubny ucinek pfedevsim na rychle se
délici buiiky. Tak pfiSla na scénu chemoterapie, ktera poskytla prvni skute¢né ucinny
zpusob jak s rakovinou bojovat. Ohromny pokrok ve vyzkumu byl zaznamenan v 80.
letech 20. stoleti, kdy situace konecné dovolila se tomuto problému vénovat naplno.
Zatimco diive byly hlavnim problémem infekéni choroby, po objevu penicilinu a dalSich

1€kt se mohla pozornost obratit jinym smérem (Haven a Kendall, 1994). Od t¢ doby doslo



k mnohym pokrokiim v 1é¢b¢ i prevenci. Bylo objeveno mnoho karcinogennich stimult at’
uz fyzikalnich, biologickych ¢i chemickych (Trnka, 2008), byly popsany onkogeny a
tumorové supresory (Bishop a spol., 1996). 1 pfes to vznik této choroby neni dodnes
objasnén. Novodoba historie nam pfinasi stale nové dikazy o tom, jak nebezpeénym a
zakefnym onemocnénim rakovina je. Jako napf. obrovsky narlGst vyskytu rakoviny
(leukémie, nadory prsu, §titné zlazy a plic) jako nésledek radioaktivniho ozafeni pfi
vybuchu atomovych bomb vroce 1945 v HiroSim¢ a Nagasaki nebo havarie jaderné
elektrarny v Cernobylu v roce 1986, kdy radioaktivni mrak, ktery se uvolnil, kontaminoval
rozsahlé oblasti Ukrajiny, Béloruska a Ruska. V Bélorusku, které bylo zasazeno nejvice,
doslo po 3 letech ke zvySeni vyskytu karcinomu S§titné zlazy o 50% (Langer, 1998;
Miirbeth, 2004; Blahos a spol., 2006).

Statistické vyzkumy incidence a mortality rakovinnych onemocnéni, jsou provadény pouze
v nékterych zemich. Proto vysledky studii maji vétSinou pouze lokalni charakter. Svétova
zdravotnicka organizace zvetejnila, ze v roce 2007 rakovina zpusobila 13 % vSech umrti na
sveté (7,6 milionu obyvatel). Obr. 1 uvadi rozloZeni umrtnosti zplisobené rakovinou na

SVEte.
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Obr. 1: Umrtnost zpiisobend malignimi typy rakoviny na 100 000 obyvatel v roce 2007.

nodata <55 55-80  80-105  105-130 | 130-155 [ 155-180 [ 180-205 [ 205-230
B 230-255 [ 255-280 [l 280-305 [ > 305 (World Health Organization, 2009).
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1.2 Karcinogeneze

Rakovina se casto objevi bez zjevného divodu. AvSak mnohé z jejich pfiCin jiz byly
objasnény. Bylo objeveno mnoho latek a zptisobu karcinogeneze (chemickad, fyzikalni,
biologickd). Co se tyCe chemické karcinogeneze, karcinogenni latky jsou obvykle
anorganické nebo organické slouceniny. Dosud bylo identifikovano pies 3000
karcinogennich sloucenin. Podle soucasnych poznatkii je karcinogeneze postupny
mnohastupiiovy proces, pii némz dochazi ke kumulaci poruch (mutaci) uréitych gend,
vedoucich k poruseni normalni funkce jimi kédovanych proteint podilejicich se zejména
na regulaci, déleni a diferenciaci bunky a stabilit¢ genomu (Hussain a Harris, 1998). Pro
karcinogenezi jsou vyznamné poruchy jen malého poctu gent (méné nez 0,1 % z celého
genomu). Pti vrozené poruse nékterého ztéchto gent, muze byt karcinogeneze znacné
urychlena. Vétsina chemickych karcinogennich sloucenin neni aktivni ve své nativni
formée, ale az po latkové preméné v jatrech. Za spolecnou vlastnost vSech chemickych
karcinogenii se povazuje jejich pozitivni néboj, diky kterému jsou snadno slucitelné
s biologickymi strukturami. Mezi nejznaméjsi chemické karcinogeny patii: polycyklické
aromatické uhlovodiky (benzpyren, antracen), nitrosaminy, aromatické aminy (naftylamin,
benzidin), alifatické karcinogeny (vinylchlorid, tetrachlormetan, insekticid DDT), dioxiny
(polychlorované bifenyly), arzén, slouceniny chromu, kadmia a niklu, azbest,
koncentrovany alkohol (hl. nekvalitni), aflatoxin (produkovany plisni Aspergillus flavus).
Mezi fyzikdlni karcinogenni stimuly patii radiaéni karcinogeneze, vliv UV zafeni i1
zumgélych zdroju (solaria), popaleninova karcinogeneze a vliv mechanického ptisobeni
cizich téles. Do biologické kancinogeneze patii: kancinogeneze virova (prvni byl objeven
virus ptaciho sarkomu, poté virus mysi leukémie, herpes viry, papilomaviry — spojovany se
vznikem karcinomu délozniho ¢ipku, viry sérové zloutenky — typu B, C), bakterialni
(Helicobacter pylori), parazitarni (zptisobena tropickymi parazity), hormonalni (karcinom
prsu, téla délozniho, prostaty, Stitné zlazy, v tvahu piipada 1 melanom) a vliv zlu¢ovych

vvvvvvv

(prostudovan u karcinomu tlustého stieva a kone¢niku).



1.3 Hlavni rysy nadorovych bunék

= Mutace v DNA

= Sobéstacnost v produkci riistovych signalt

» Necitlivost k inhibi¢nim a regula¢nim signalim
=  Poruchy apoptozy

* Neomezeny replikacni potencial

» Trvald angiogeneze

= Schopnost tkanové invazivity a metastazovani

= Nestabilita genomu (Hanahan a Weinberg, 2000)

Aby viibec mohlo ke vzniku nadoru dojit, musi bunika prodélat nejméné 4 - 7 mutaci
(Renan, 1993). Vznik nadoru je velmi pomaly proces, ktery muze trvat desetileti, pficemz
buiiky, které nddor tvofi, jsou klony jediného vzdaleného pfedchidce — odrodilé buiiky,

ktera se objevila mnohem dfive, nez bylo pfitomnost nddoru mozné zjistit.

Rakovina nebo téz nadorové onemocnéni je riznoroda skupina chorob, jejichz spoleénym
rysem je, ze se n€kterd bunika vymkne kontrole a zacne se nekontrolovatelné délit. Toto
déleni ma takika neomezeny potencidl (neplati pro né omezeni vyjadiené Hayflickovym
¢islem). Omezeni proliferace na urcity pocet déleni bylo zjisténo u vSech bunck,
s vyjimkou zarode¢né linie (Hayflick a Moorhead, 1961). Nové pozménéné buriky maji
schopnost autonomné riist a napadat ostatni tkané. Casto za¢inaji jako benigni nadory a

postupné se hromadénim mutaci v délicich se bunikach méni na maligni.

* Benigni nadory - rostou pomalu, zlstdvaji na mist¢ svého vzniku, nejsou

invazivni a nemetastazuji. Casto nemaji vétsi negativni G€inek na organismus.

* Maligni nadory - rostou zpravidla rychle, §ifi se infiltrativné do okoli, maji
schopnost rozsévat se po téle pomoci krevniho a lymfatického systému a

zakladat vzdalend loziska — metastazy (McKinnell a spol., 2006).

Morfologicky se nador projevuje tfemi zpusoby ristu. Expanzivnim (dochdzi k utlaku
okoli — rostou tak benigni nadory). Infiltrativnim (nadorové bunky vristaji mezi bunky
okolnich tkani). Invazivnim (nddorové bunky poskozuji a ni¢i buniky tkani v okoli — rostou

tak maligni nadory) (Vorlicek a spol., 2006).



T¢lo je tvofeno mnoha typy bunck, které rostou a déli se kontrolovanym zptisobem. Kdyz
dojde k jejich poskozeni, spachaji apoptézu neboli programovanou buné¢nou smrt a jsou
nahrazeny buitkami jinymi. AvSak nékdy tento systematicky proces selze. DNA bunky se
poskodi nebo zméni mutacemi plisobicimi na normdlni bunéény rist a déleni. Bunky

neumiraji kdy by mély a vznika nador (Alberts a spol., 1998) (viz. Obr. 2).

Normalni bunky reaguji na
neopravitelné poskozeni
programovanou smrti -
apoptozou.

@

Cancer Cell Division

Nadoroveé pozménéné buiky
/ \ nejsou k mechanismu apoptozy
citlivé.
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Obr. 2: Schéma ztraty kontroly nad bunécnym délenim (U.S. National Cancer Institute, 2005).

Dal$im mechanismem, ktery nadorové builky vyuZivaji je reparace koncovych ¢asti
chromozomtl - telomer. Vyuzivaji k tomu enzym — telomerazu, ktery si dokazi samy
vyrobit. Tento enzym vzdy doplni chybéjici pocet nukleotidii na konec telomer a zabrani
tak jejich zkracovani, které by vedlo ke ztrat¢ replikacni schopnosti a v konecném
dasledku az k apoptoze buiiky (Bryan a Cech, 1999). Nadorové buiiky se tak stdvaji
nesmrtelnymi (Counter a spol., 1998). Zvysena aktivita telomerazy je potfebna v mistech,
kde je tieba, aby dochazelo k intenzivnimu déleni bunék (zarode¢né bunky, buiky
epitelidlni aj.). AvSak v buikéach rakovinnych je tento efekt velmi nezadouci (Blasco,
2007). Role telomerazy v nesmrtelnosti bunék byla potvrzena v in vitro experimentech
(Bodnar a spol., 1998; Vaziri a Benchimol, 1998). Aktivita telomerazy je prokazana
prakticky ve vSech typech malignich bunék (Shay a Bacchetti, 1997).



Kdyz shluk bun¢k dosdhne asi jednoho milionu vyvola nizka tenze kysliku proristani cév
(vaskularizaci) do nadoru, ktery jest¢ neni morfologicky detekovatelny. Diagnostika a tim
padem 1 1écba je obvykle moznd, kdyz pocet bun¢k v naddoru dosahne miliardy a velikost
nadoru se blizi 1 cm (Gilbert, 2006). Déleni bunck se poté zpomali (vétSina zhstane v G1
fazi), prokrveni vSak umozni Sifeni nadorovych bunék do dalSich organti. Vysledna
pozorovani n¢kolika studii naznacuji, ze neovaskularizace je nezbytnym piedpokladem pro
rychlou klonalni expanzi spojenou se vznikem nadoru. Iniciatnimi signaly angiogeneze
jsou vascular endothelial growth factor (VEGF) a angiogenin (Fett a spol., 1985; Plate a
spol., 1992; Shweiki a spol., 1992; Veikkola a Alitalo, 1999). Pocinajici angiogeneze byla

prokazana v premalignich 1ézich melanocytti (Hanahan a Folkman, 1996).

1.3.1 Hlavni typy rakoviny

Vétsina nadort dostala svlij ndzev podle organu nebo typu buiiky, ve kterém vznika. Nador
muze vzniknout v jakékoliv tkani. NejCastéji vSak vznika tam, kde je déleni bunéck
nejintenzivngj$i (dychaci soustava, travici soustava) nebo kde jsou bunky stimulovany
hormony (prostata, vajecniky, prsy). Neni znama rakovina vlastni mozkové tkané. V tomto
pfipad¢ totiz nedochazi k obnovovani bunck, ¢imZ neni moZné ani jejich zvrhnuti.
Nitrolebni nadory vZdy vznikaji pouze z mozkovych plen anebo z podplrné gliové tkané

(American cancer society, 2010).

1.4 Melanom

Maligni melanom je neuroektodermdlni nador vznikajici proliferaci melanocytl, které
beéhem embryonalniho vyvoje vycestovaly z embryondlniho zakladu pro nervovou tkan
typicky do ktize, ale i do jinych organt (oko, vzéacnéji sliznice). Melanocyty jsou buiky
tvofici pigment melanin, ktery je zodpovédny za zbarveni kiize a také téchto nadort
(hnéda, cernd barva) (McKinnell a spol., 2006). Pocet onemocnéni malignim melanomem
se kazdych 10 let zdvojnasobi. Zatimco na zacatku 70. let minulého stoleti byla incidence
melanomu v Ceské republice 3,2 : 100 000 obyvatel &inila v roce 2007 jiz 19,3 : 100 000

obyvatel pti¢emz zemie 20 % postizenych (viz. obr. 3).

10



C43 - Zhoubni nelanon kiZe

Vivaj v Case

—#— Incidence
- Mortalita

Potet pfipadd na 100 Q00 osob

¥ Zdr‘DJ dat UZIS ER
T T

SEERECELEEREETIEESSEIREREEH

htLp A Aw . svod .oz

Obr. 3: Incidence a mortalita zhoubného melanomu kiize v celé populaci CR V case na 100 000

obyvatel (Svod, 2010).

Maligni melanom patii k nejzhoubnéjSim lidskym nadortim s trvale rostouci incidenci.
Pti¢ina vzniku neni piesné¢ znama (Petruzelka a spol., 2002). Hlavni rizikové faktory jsou

popsany niZze. Primérny veék pacienta s melanomem pfii stanoveni prvni diagnozy je 56 let.

Hlavni rizikové faktory, podilejici se na vzniku melanomu:

» geneticka dispozice (Holman a Armstrong, 1984; Garbe a spol., 1995)

» dysplastické névy (shluky pigmentu — ,,matefskéd znaménka*) (Grulich, 1998)
» imunosuprese - vyvolana léky nebo onemocnénimi (HIV) (Faizi a spol., 1999)
» radiace (Petruzelka a spol., 2002)

= UV zafeni - zejména UVB zéfeni (Faizi a spol., 1999)

= fototyp kiiZze (ohroZen je zejména fototyp I a II) (Faizi a spol., 1999)

» dlouhodobé pobyty v blizkosti rovniku (Wiecker a spol., 2003)

= obcas pozorované spontanni remise vedou k tivaze o mozné ucasti imunologickych

faktort (Petruzelka a spol., 2002)

UVB zateni indukuje v kiizi fadu patologickych procesti, jako je imunosupresivni ucinek,
vznik volnych kyslikovych radikali a postizeni DNA melanocytti. Nejvétsi riziko vzniku

melanomu na kazi je spojeno S akutnim spalenim kiize a to zejména v détském veku

11



(Whiteman, 2001). Chronickd UV expozice se podili na vzniku pouze jednoho typu
melanomu, a to lentigo maligna melanoma. Vyskyt melanomu je Castéjsi v zemich blize
rovniku. V Australii a na Novém Z¢landu je to ptes 40 novych piipadii za rok (zvlasté u
imigranti se svétlou pleti) (Hunter a spol., 2002; Weedon, 2002). Melanom postihuje
pfevazné bilou rasu, u Asiatd a ¢ernocht je vzacny (Petruzelka a spol., 2002).

Na rozdil od ostatnich epitelidlnich koznich nddort se melanom nevyznacuje lokalnim
destruktivnim ristem, ale nebezpeCim cCasného hematogenniho ¢i lymfogenniho
metastdtovani. D¢leni na klinickd stddia onemocnéni je zalozeno na histologickém
hodnoceni podle Breslowa (1970) a Clarka (1969). Podle Breslowovy klasifikace byla
stanovena kritéria mortality. Ta je zalozena na hodnoceni tloustky a S$itky nadoru v
milimetrech. Klasifikace podle Clarka (Clark 1-IV) je zaloZena na ur¢eni hloubky invaze

podle histologickych vrstev kiize (Slampa a spol., 2007).
Klinicky a histologicky rozliSujeme 4 typy maligniho melanomu: (Hunter a spol., 2002)

* Povrchové se SiFici maligni melanom - nejcastéjsi typ melanomu. Roste nejprve
povrchové, v pozdé€jsi fazi zacne pronikat do hlubSich vrstev kize. Na kizZi se

takovy rlst projevuje vytvorenim hrbolku na tmavé hnédé az cerné plosce.

* Nodularni melanom - charakteristicky jiz od pocatku hrbolem vyvySenym nad
okolni kizi, ktery signalizuje prorastani nddoru do vétsi hloubky.

» Lentigo maligna melanom - vznika na kiZzi s patrnymi znamkami poskozeni
slune¢nim zafenim. Nejcastéji u starSich osob. Lentigo maligna je pokladano za
melanom in situ tzn. §ii{ se povrchové (Slampa a spol., 2007).

* Akrolentigindzni melanom - vznikd pfedev§im na perifernich partiich lidského

téla, typicky na ploskach ¢i dlanich nebo pod nehty.

Vzhledem ktomu, ze jde o relativné radiorezistentni onemocnéni, radioterapie neni
pouzivana. Chemoterapie ma vyznam pouze paliativni. Jedinou opravdu ucinnou lécebnou
metodou tak ziistava resekce priméarniho loZziska pii véasné diagnostice (Slampa a spol.,
2007; Krajsova, 2009). Pro maligni melanom je charakteristicky sklon k ¢asnému
metastazovani (Weedon, 2002). Z primarniho nddoru se zpravidla §ifi maligni bunky
lymfogenné do okolni kiize az ke spddovym lymfatickym uzlindm. Metastazovani krevni

cestou postihuje zejména plice, jatra, mozek a kosti (Krajsova, 2009).
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Mysi melanom B16 je pro onkologicky vyzkum pouzivan od roku 1970 (Fidler, 1970).
Rozeznavaji se Ctyfi typy rozdilnych bunéénych linii: B16-FO, B16-F1, B16-F10 a B16-
BL6. V soucasnosti Se vV experimentalnich studiich nejcastéji pouzivaji bunééné linie B16-
F1 a B16-F10. Lisi se v tom, ze bunécna linie B16-F1 byla ziskdana jednou selek¢ni
procedurou, B16-F10 deseti selekénimi procedurami, metodou podle Fidlera (Fidler,
1973). Melanom je mysim aplikovan injek¢éné, nejcastéji podkozné nebo intravendzné
ocasni zilou. B16-F10 a B16-BL6 bunééné linie mnohem ¢astéji metastazuji, primarné do

plic, nez B16-F1 (Hart, 1979; Poste a Nicolson, 1980).

1.5 Studie na mysich

V ramci projektu vyzkumu lidského genetického kodu Human Genome Project (2003) byl
také zmapovan genom mysi. Bylo zjisténo, ze 1lidé a mysi maji asi z 99 % totozny genom
(Rogers a Bradley, 2001). Jane Rogersova a Chris Pointing z Wellcome Trust Sanger
Institute v Cambridgi a konsorcium védcti z celého svéta spolupracovali na projektu
genetické mapy. Da se predpokladat, Ze vznik riznych zhoubnych chorob bude mit velmi
podobny pribéh u obou druhti (Mills a Bradley, 2001). Mysi genom je nyni bezplatné
pfistupny na internetu. Oba druhy maji asi 30 000 gent, pficemZ naprostou vétSinu spolu
sdileji a jen asi 300 genl je naprosto jedinecnych, diky cemuZ je mys idedlnim zvifetem
pro vyzkum lidskych chorob (Lindblad-Toh a spol., 2001). Mysi jsou malé, vyborné
prizptisobené laboratornimu prostiedi a jsou neustale rozsahle studovany (McKinnell a
spol., 2006). Vétsina genti, které maji pouze mysi, je spojena s mnohem vyvinutéj$im
¢ichem a reprodukénimi schopnostmi. Asi devét desetin genli spojovanych u lidi s
nemocemi je podobnych s geny u mysi. Jednim z divodi spfiznénosti mize byt
skutecnost, ze 1idé 1 mysi maji spolecného piedka, tvora velikosti malého hlodavce, ktery
zil zhruba pted 75 - 125 miliony let. Neni piesné zndmo, kolik mysi je rocné€ pouZzito pfi

vyzkumech, ale odhaduje se, Ze je to kolem 25 milionti (Rogers a Bradley, 2001).
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2 Terapie

Terapie nadort je uskute¢iiovana tfadou ptistupti, od chirurgického zasahu, ptes ozatrovani,
podavani chemoterapeutik az k biologické terapii, ktera se casto pohybuje v roviné

imunomodulacni. Jednotlivé terapie jsou ¢asto kombinovany.

2.1 Enzymoterapie

Enzymoterapie nadori ma dlouhou historii a i v soucasnosti je systematicka enzymoterapie
stdle aktudlni metodou. Enzymy jsou aplikovany bud perordlni nebo v piipadé
preklinickych studii perrektalni cestou. Pfi peroralnim zptisobu podani je v piipravcich
pouzita kombinace trypsinu, chymotrypsinu, papainu a bromelinu (Desser a spol., 2001).
Tablety jsou opatfeny nepropustnym obalem, ktery je chrani pfed kyselym prostfedim
zaludku, aby ke vstfebani mohlo dojit az v prostfedi duodena. Odtud se latky dostavaji do
krve. V pripadé molekul o vy$si molekulové hmotnosti je spolehlivéjsi aplikaéni cestou
aplikace perrektalni. Wald a spol. zaznamenal s pouZitim této aplikace vyrazné Uspéchy
(Wald a spol., 1998, 2001).

Enzymy jsou v krvi ihned vychytavany a inhibovany inhibitory proteaz jako je napft. a2-
makroglobulin, al-antitrypsin, al-antichymotrypsin, nebot’ sérum obsahuje jejich znac¢né
koncentrace. Protedzy se v lidském séru vyskytuji ptednostné ve form¢ komlexti s a2-
makroglobulinem (Topping a Seilman, 1979), ktery svym navazanim aktivuji. Proteazy
jsou vném uzavieny, avSak zUstavaji aktivni a uchovavaji si schopnost S$tépit
nizkomolekularni latky. Nasledné dojde k jeho konformaéni zméné a odhaleni receptort,
které doposud nebyly pfistupné. Takové jsou pak schopny vazat cytokiny (Webb, 1996).

Ptehled hlavnich cytokinti, které vaze aktivovany a2-makroglobulin, je uveden nize.
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Seznam hlavnich cytokind vazanych na a2-makroglobulin:

beta-2 microglobulin
Defensin
IFN-gamma

IGF-1

IL-10

IL-1beta, IL-2, IL-12

IL-4

IL-6

IL-8

Inhibin, Activin
PDGF-BB
TGF-alpha

TGF-betal, TGF-beta 2

TNF-alpha
VEGF

Ze séra jsou cytokiny odstrafiovany nasledujicim zptsobem. Cely komplex o2-

makroglobulin-proteaza-cytokin je pohlcen hepatocyty, makrofagy a fibroblasty a zni¢en

Vv jejich vakuolach.

Predpoklada se, ze aktivovany o2-makroglobulin vaze vysoké hladiny TGF- i IL-10 aj..
Timto si vysvétlujeme pozitivni vysledky systémové enzymoterapie (Leipner a Saller,
2000; Desser a spol., 2001), nebot’ produkci zminénych cytokinti nador usiluje o nastoleni
imunologické tolerance.

TGF-B ma Siroké plisobeni. Jednak inhibuje cytotoxicitu makrofagh a NK bun¢k (Artega a
spol., 1993; Finke a Bukowski, 2004), ma vliv na proliferaci T-bunék (Weller a Fontana,
1995; Ghiringhelli a spol., 2005) stimuluje angiogenezi a metastazovani nadoru (Yang a
spol., 2002), dale zesiluje vlastni produkci a stimuluje produkci IL-10 (Maeda a Shiraishi,

1996).

Gouin-Charnet a spol., 2000

Panyutich a Ganz, 1991

James a spol., 1992

Da Silva a spol., 1996

Garber a spol., 2000

Borth a Teodorescu, 1986; Borth a Luger, 1989
Garber a spol., 2000

Matsuda a spol., 1989

Kurdowska a spol., 1997

Vaughan a Vale, 1993; Niemuller a spol., 1995
Crookston a spol., 1994

Liebl a Koo, 1993

Crookston a spol., 1994; Feige a spol., 1996
Crookston a spol., 1994

Bhattacharjee a spol., 2000
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IL-10 je protizanétlivy cytokin. Inhibuje sekreci Thl lymfocytt jak mysich tak lidskych
¢imz potlacuje sekreci 1L-2, INF-gama a brani aktivaci makrofagii (Moore a spol., 2001;
Finke a Bukowski, 2004). Aktivuje B-lymfocyty (Romagni, 2000) a za ur¢itych okolnosti
zvysuje cytotoxicitu a proliferaci T-lymfocyti (Groux a spol., 1998; Rowbottom a spol.,
1999; Moore a spol., 2001). Jeho ptisobeni tak neni uplné jednoznacéné.

Vyraznych uspéchi s pouzitim systémové enzymoterapie bylo dosazeno v
experimentalnim studiu na mysSich metastdzovych modelech. Pouzitd smés trypsinu,
chymotrypsinu a papainu vyznamné ovlivitovala tvorbu metastaz u melanomu B16 (Wald
a spol., 2001) a Lewis lung karcinomu (Wald a spol., 1998), nicmén¢ bylo potiebi uzit

ucinné perrektalni aplikace velkého mnozstvi enzymu.

2.2 Proenzymoterapie

Soucasny hlavni vyzkumny z4jem je pochopit protinddorové a antimetastatické Uc€inky
smési proenzymil. Lécba je zaloZena na vice nez 100 let starém pozorovani provedeném
Johnem Beardem (1858-1924), embryologem pisobicim na Universit¢ v Edinburghu.
Beard se domnival, Ze maligni tumor a trofoblast je jedno a totéz. Tvrdil, Ze nadory
vznikaji z ¢asti primordidlnich gonocytl (PGCs), které béhem své embryonalni migrace
uvizly v riznych tkanich. Vznik nadorti chapal jako embryogenezi v nespravném misté a
ase (Beard, 1902). Casni embryologové a histologové vnimali trofoblast jako tkan, ktera
zprostiedkovava predavani zivin od matky plodu. Takto vznikl v roce 1888 jeho nazev,
jehoZ autorem je Ambrosius Arnold Willem Hubrecht: od trophe: vyZiva a blastos: klicky.
Funkce trofoblastu je pro vyvoj savcl klicova. Kmenové buniky zdrodecné linie nejdiive
diferencuji a vytvareji blastocystu, kterd se rozlisi na vn&j$i a vnitini vrstvu bunék.
Z vnitini vrstvy se stava embryoblast, z vnéjsi trofoblast. Z embryoblastu se vyvine
embryo, buiky trofoblastu vylucuji enzymy (proteinazy, hyaluronidazu) (Sehnal, 2009),
které umozni blastocysté se zahnizdit ve sténé¢ d€lohy. Aby k tomu doslo, buiiky muse;ji
byt invazivni, ni¢ivé a schopné se rozsifovat, coz je klicovym znakem rakoviny. Jestlize
trofoblast neni ni¢im omezen, mize se zménit do choriokarcinomu, ktery patfi mezi
nejvice maligni typy rakoviny. Podle Bearda rakovina vznika aktivaci zarode¢nych bunck
(PGCs), které zabloudily mezi ostatni somatické tkané¢ béhem jejich migrace do gonad

v rostoucim embryu. Co udrzuje trofoblast, aby se nestal invazivnim je podle Bearda
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pfitomnost pankreatickych enzyml embrya. V8iml si, Ze v dobé kdy dochazi ke zpomaleni
ristu placenty (po 7. tydnu t€hotenstvi), v trofoblastu ustavaji mitoézy a dochazi k Gtlumu.
V této dobé Beard pozoroval dokonceni vyvoje zymogennich granul v embyonalnim
pankreatu. Pfisoudil tedy pankreatickym enzymm dtilezitou roli pfi regulaci trofoblastu
(Beard, 1902, 1905) a rozhodl se pouzit extrakty pankreatu pro redukci malignich nadort
(Beard, 1902, 1903, 1905, 1907a, 1907b). Ucinek vstfiknuti pankreatického
proteolytického enzymu trypsinu na zabijeni nadorovych bunek byl experimentalné
potvrzen a publikovdn jako trypsinova terapie naddorovych onemocnéni (Beard, 1906,
1911). Piestoze uspéchy Beardovi prace byly dlouhou dobu zapomenuty, protoze jini
1ékati nebyli schopni jeho praci zopakovat (Hald, 1907; Bainbridge, 1909) obnoveny
zajem ji opét vynesl na svétlo védy. Ernst T. Krebs se ve 40. letech zac¢al Beardovymi
vyzkumy zabyvat a sestavil rozsahly seznam funkci a produkovanych latek spole¢nych
vyhradné nadorovym bunkam a trofoblastu, ale ne télu nebo somatickym tkanim (Krebs a
spol., 1950). Beard spiSe nez enzymoterapii (podle né&j trypsinova terapie) popsal
proenzymoterapii, na coz poprvé upozornili Trnka a Novak poté, co provedli experimenty
na mysSich s transplantovanymi melanomy B16 a s MCA indukovanymi nadory (Trnka a
spol., 1999; Novak a Trnka, 2005). In vivo jsou proenzymy pfi¢inou zvysené hladiny
angiostatickych peptida v krvi (Elzer a spol., 2008). Beard pouzival velmi Cerstvé extrakty
telecich pankreatti a jako takové musely nutné obsahovat vysoké mnozstvi proenzymt
(trypsinogenu, chymotrypsinogenu), které vsak byly popsany az mnohem pozd¢ji, tudiz o
jejich ucinku nemohl védét. Trnka a spol., 1999 a Novak a Trnka, 2005 pouzili smés
trypsinogenu a amylazy a zaznamenaly velmi dobré protimetastazové ucinky na modelu
melanomu B16/F10 studovaného na mySich. Amylaza ma podpirny vliv, dany
pravdépodobné odbouravanim glykogenu z rozpadlych nadorovych bunék (Takahashi a

spol., 1999; Rousset a spol., 1980) a ptispéla k celkovému terapeutickému efektu.

Hlavni vyhodou proenzymoterapie je moznost pouzit fadové nizSich koncentraci
proenzymi, nebot’ tyto jsou pravdépodobné v misté nadorti vychytavany a aktivovany
(Novak a Trnka, 2005). Nase dosavadni zkuSenosti potvrdily protimetastizovy ucin
proenzymu a déle jsme pozorovali vyrazny Utlum rlstu priméarnich nadorii a prodlouzeni
pteziti tumor nesoucich mysi (Kalferstova, 2008; Kaiserova, 2008). V nasi praci jsme se
zam¢rili na feSeni otazky moznosti kombinace této metody s jinymi terapeutickymi

pristupy.
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2.3 Imatinib

Imatinib mesylate (IM) je derivatem 2-fenylaminopyrimidinu. Fenylaminopyrimidiny jako
derivaty vyuzitelné k blokadé tyrosinovych kinaz byly objeveny v 90. letech minulého
stoleti a IM byl syntetizovan v roce 1992. V preklinickych studiich byl oznacovan jako
STI571. Diky jeho pozitivnim ucinkiim byl jiz v roce 2001 uveden na trh pod obchodnim
nazvem Gleevec (USA) nebo Glivec (Evropa, Australie) americkou firmou Novartis. Byl
vyvinut pro 1é€bu chronické myeloidni leukémie (CML) (Druker a spol., 2001; Kantarjian
a spol., 2002; Sawyers a spol., 2002; Talpaz a spol., 2002; O’Brien a spol., 2003;
Deininger a Druker, 2003). Od roku 2002 je pouzivan pro lécbu gastrointestinalnich
stromalnich tumori (GISTS) (Joensuu a spol., 2001; Demetri a spol., 2002; Corless, 2008)
kde ve specifickych ptipadech vedlo zvySeni davky k dosazeni ucinnosti 1éCby, ktera
nebyla do té doby efektivni (Heizmann a spol., 2004; Onitilo a Engel, 2009). V soucasnosti
je pouzivan také pro 1é¢bu neuroblastomu (Beppu a spol., 2004), akutni lymfoblastické
leukémie (ALL) (Wassmann a spol., 2003; Ottmann a spol., 2004) a melanomu (Curtin a
spol., 2006). Na n¢j je zaméfena pravé probihajici klinicka studie, ktera je ve II. fazi
experimentll a jejiz vysledky vypadaji slibné (Carvajal a spol., 2009). IM patii mezi novou
skupinu 1€kt proti rakoviné jejichZ cilem jsou abnormélni bunécné proteiny nadorovych
bunék. IM tak pisobi velice specificky a bude fungovat pouze v piipadé, jestlize je cilovy
protein pfitomny a zapojeny do vzniku nddoru. Mechanismus uG¢inku IM je nejlépe
prozkouman v BCR/ABL-pozitivnich bunikdch kde blokovanim abnormélniho proteinu
BCR/ABL napft. IM zabiji leukemické bunky.

IM je specificky inhibitor urcitych proteinovych tyrosinovych kinaz (Abl, BCR/ABL,
PDGFR, KIT) (Druker a spol., 1996; Buchdunger a spol., 2000). PDGFR (platelet-derived
growth factor receptor) a KIT se nachdzeji v receptorech na povrchu nadorovych bunék.
ABL a fuazni protein BCR/ABL cirkuluji v cytoplazmé. Tyrosinkindzy katalyzuji
fosforylaci proteinti ¢imz reguluji jejich aktivitu. Mechanismus u¢inku IM spociva ve
specifické inhibici téchto kindz. Vaze se na jejich vazebné misto urené pro ATP
(Kurzrock a spol., 2003; Deininger a spol., 2005). Diky tomu nedochazi k pfenosu
aktivniho fosfatu na tyrosin bilkoviny nddorové buiky. Dojde k blokadé fosforylace a
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nasledné k zastaveni aktivace signalnich drah vedoucich ke stimulaci ristovych receptort.

Pisobeni IM tak vede k zastavé proliferace a apoptéze nadorovych bunék (viz Obr. 4.)

Gleevec: HOW IT WORKS

oML 6
Enzyme Enzyme
Cancer Cancer
Protein Protein

v %

CML CML

Obr. 4: Pusobeni Gliveku na modelu CML (U.S. National Cancer Institute, 2010).

Bylo prokazano angiogenni ptisobeni IM in vitro i in vivo (Buchdunger a spol., 2002).
Biologicky poloc¢as eliminace IM umoznuje jeho podavani jednou denné. Obecné je velmi
dobie snasen. V plazmé¢ je vdzan na bilkoviny, zejména na albumin, metabolizovéan je
v jatrech (Novartis Pharmaceuticals Corporation, 2002). Vysledkem degradace je fada

latek, které jsou vyluovany pievazné stolici (70%).

Terapie melanomu je zalozend na pfitomnosti pozitivni reakce na KIT, kterd byla objevena
ve vSech 4 podskupinach melanoml (uvedeno v kapitole melanom), kromé koZniho
melanomu vzniklého bez chronického poskozeni sluncem (Curtin a spol., 2006). Ptenos
signalu pfes c-kit a PDGFR byl prokazan také u maligniho melanomu (Wyman, 2006).
Nicmén¢ samotny IM ma u maligniho melanomu jen minimalni klinickou G¢innost (Urugel
a spol., 2005; Kim a spol., 2008). Existuje stale vice dukazl, ze kombinace IM a
chemoterapeutickych latek, jako jsou taxany nebo gemcitabiny, maji synergickou
protinadorovou aktivitu in vitro i in vivo (Pietras a spol., 2002; Hwang a spol., 2003;
Mathew a spol., 2004). Uspé&snost jeho 1é¢by bude zéaleZet na vybéru vhodnych pacientii a
kombinovatelnosti s jinymi latkami. Stale proto probihaji dalSi studie na pacientech
s pokroc¢ilym melanomem zamétené na zmény v c-kit (Kim a spol, 2008). Jelikoz vysledky
u tohoto typu nadoru nejsou tak idealni jako u jinych typl rakoviny a stile probihaji
vyzkumy, rozhodli jsme se jim zabyvat také my. IM byl s pozitivnimi vysledky pouzit na

mysim modelu B16-F10 a z tohoto experimentu vychazime (Redondo a spol., 2004).
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2.4 Karbimazol

Karbimazol je chemicky derivat imidazolu s obsahem siry (karbentoxy-3-metyl-2-
thialidozolium) patfici do skupiny thiokarbamidd. Vlastni biologicky ucinnou latkou je
vSak methimazol (1,3-Dihydro-1-methyl-2H-imidazol-2-thion), ktery vznikd jeho
metabolizaci v organismu. Methimazol je 1€k blokujici ¢innost §titné zlazy. Na trh byl
uveden v roce 1949 a je Siroce pouzivany k 1é¢bé hypertyredzy (porucha §titné Zlazy).
Avsak nejsou k dispozici zadné data, tykajici se G€inku methimazolu na rakovinu. Byly
publikovany jediné dvé analyzy provedené ve Velké Britanii a USA zabyvajici se rizikem
vzniku rakoviny u zZen s hypertyredzou, které byly 1é¢eny léky pilsobicimi proti Stitné
zlaze. Plsobeni Methimazolu po perordlnim poddni bylo omezené testovano také na
mysSich a laboratornich krysach. Vysledky jsou vSak znaéné rozporuplné a nedostatecné

(International Agency for Research on Cancer (IARC), 2001).

Ve druhé poloviné minulého stoleti, se touto problematikou zacal zabyvat MUDr. Kamil
Jurkovi€, slovensky lékai z Trencina. V roce 1973 wvylécil prvniho pacienta a se svou
metodou slavil obrovské uspéchy. Revolu¢nim na tom bylo pfedev§im to, Ze dokézal
vylécit pacienty s obrovskymi nddory, kterym uz onkologové nedédvali Zadnou Sanci.
Dtvodem, Ze se o jeho praci vSeobecné nevi, zapfiCinily tehdejSi poméry
v Ceskoslovensku. Vydana byla jen jedina kniha (Jurkovi¢, 2003), ve které autor shrnuje
své poznatky a domnénky a uvadi zptisob 1écby a udaje o svych pacientech. Jurkovié
vychézel z toho, Ze rostouci nador potiebuje ke svému Zivotu predev§im dostatecny piivod
Zivin a aby tyto latky ziskal, pisobi na Stitnou Zlazu, ktera je regulatorem metabolizmu
v organizmu a stimuluje ji ke zvySené Cinnosti. Aby metabolizmus zhoubného nadoru

potlacil, ztlumil ¢innost §titné Zlazy Karbimazolem. Nasledkem terapie doSlo k resorbci

nadorového loziska.

Stitna 7laza je tvofena dvéma typy bunék. Folikularnimi buitkami a parafolikuldrnimi
buiikami. VétSina tkané je slozena z folikularnich bunék, které produkuji jod obsahujici
hormon Thyroxin (T4) a Trijodthyronin (T3). Parafolikularni buniky produkuji hormon
kalcitonin. K produkci hormonti potiebuje 3titnan Zlaza jod. Stitné Zlaze nadfazena je

hypofyza, kterd produkuje thyreotropni hormon (TSH), ktery stimujuje syntézu a
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uvoliiovani hormont $titné¢ zlazy. Na vrcholu kontrolniho systému stoji hypotalamus.

Zjednodusena ptredstava jak nador ovliviiuje Stitnou zlazu je na obr. 5.

Stunulace snme zlazy vede

k jen zvysene funka ’ 1
Q 4

J
Thyroid

Dochaz k produkei
Thyroxin-T4

a Tmodthyromn-T3

hormonn

Latky
stimulujici
Stitnou
zlazu

Zvyiuje se metabohicky
obrat a energeticky
metabolismus nadorového utvaru

Zhoubny nador cilené
uvolinge latky stmuluici
stitnon Zazn

Obr. 5: Stimulace Stitné Zlazy nadorem, upraveno (Lécba rakoviny, 2008).

Stitnou zlazu dle Jurkovi¢e miizeme blokovat pouze tehdy, pokud je jeji ¢innost zvysena
vlivem onkogenniho onemocnéni. Pokud by se §titna Zlaza blokovala pacientovi bez
zhoubné nemoci, S§titnd Zlaza by v kratké dobé reagovala zvétSenim. Pacientovi se
zhoubnym nadorem je moZzné aplikovat tyreostatikum i nékolik let beze zmén €1 poSkozeni
Stitné Zlazy. Ta reaguje zvétSenim az tehdy, pokud se nador disledkem terapie zméni na
nezhoubny nebo se uplné resorbuje. Po skonceni 1écby se §titna zlaza upravi na normu.
Jelikoz nador pasobi také na imunitni systém, kostni dien a zivotné dilezité organy, bylo
soucasti jeho 1éby podavani latek, které maximalné tyto privodni jevy omezi (Jurkovic,
2003). Na univerzit¢ v Texasu v M. D. Anderson Cancer Center byl v roce 2009 zkouman
vliv hypotyredzy na prevenci rakoviny prsu s pozitivnim vysledkem. Ten sami zadvér maji 1

dalsi studie (Hercbergs a spol., 2004; Howell a spol., 2009).
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2.5 Betaglukan

Pocatky vyzkumu beta-glukant spadaji do 40. let minulého stoleti. V jejich pribéhu bylo
piipraveno nékolik pfipravkil s obsahem rtiznych druhi beta glukanu (Zymosan - smés
polysacharidd, izolovana ze stén kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Pillemer a Ecker,
1941), Hydroglukan, Glukan - izolovan z bunéénych stén hub (Chihara a spol., 1969).
V pfirod€ se vSak nachézi jesté v dalSich zdrojich napt. ho obsahuji motské tasy (Black a
spol., 1951), obiloviny, produkovan je i nékterymi bakteriemi (Harada a spol., 1968).
Vsechny uvedené ptipravky mély stimulac¢ni G¢inek na imunitni systém. To bylo znovu

potvrzeno v roce 2001 (Brown a Gordon, 2001).

Beta glukan je chemické oznaceni jednoho z polymert beta glukosy. Existuje nekolik
z glukani je beta-1,3-D-glukan. Je to piirodni polysacharid, ktery se nachazi v bunécnych
sténach kvasinek a nékterych hub (napft. hlivy ustficné). Ve vodé je tato molekula velmi
malo rozpustnd. Ve vyzkumném stfedisku na Harvardské Univerzité bylo zjisténo, Ze
dojde-li k setkani makrofagu s beta glukanem, molekula, jejiz Castice idealné vyhovuji
receptorim makrofagli, se na n& navaze pravé prostfednictvim receptoru (proteinovy
komplex, ktery se vyskytuje od pocatku zrani téchto bunck v kostni dfeni 1 béhem jejich
diferenciace) a makrofag se aktivuje (Compton a spol., 1996). Dojde ke zvySeni jeho
fagocytarnich funkei, produkei cytokinti, aktivace T a B bunék, uvoliiovani koloniza¢nich
stimula¢nich faktori GM-CSF a interferont. Aktivované makrofagy se spolu s cytokiny

podileji na nespecifické imunité.

Beta-1,3-D-glukan pisobi selektivné, je netoxicky a nemé zadné vedlejsi G€inky (Chan a
spol., 2009). Prokazalo se také, Ze zasadni vyznam ma rovnéz Cistota pouzitého piipravku.
Pouze pfislusné ocistény beta-1,3-D-glukan (zbaveny bilkovin a tukd), znéhoz jsou
odtranény vedlejsi latky oslabujici jeho ucinek, aktivuje makrofagy. Mimo jiné pulsobi
protinadorové (Di Luzio a spol., 1979; Mimura a spol., 1985) a uplatiluje se i v prevenci
karcinogeneze (napf. zachycuje volné radikaly) (Sherwood a spol., 1986; Vetvicka a spol.,
1999).
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Lokalné podané injekce beta-1,3-D-glukanové suspenze do melanomové 1éze pfinesly
uspésné vysledky (Mansel, 1978). U mysi, kterym byl transplantovan melamom doslo ke
snizeni nadorového rastu a vyznamnému prodlouzeni pieziti. Toto pozorovani je
zpusobeno schopnosti beta glukanu vazat se na makrofagy a NK burnky a aktivovat je.
Stejny vysledek s pouzitim beta-glukanu pfinesla i tato studie (Hong a spol., 2003).
Vyzkumy provedené Allendorfem a spol. (Allendorf, 2003) jasn¢ ukazaly, ze beta- glukan
podavany peroralné, ma hematopoeticky efekt podobny beta glukanu vpravovanému i.v.
metodami. Prace Vetvicky a spol. ukazala mechanismus pienosu beta glukanu skrze
gastrointestinalni trakt (Vetvicka, 2007). Dale bylo zjisténo, ze beta glukan ma vyrazné
ucinky na metastazovani nadord. U mysi, kterym byl podavan beta glukan, se projevil
znacny pokles vzniku plicnich metastdz oproti mySim v kontrolnich skupindch (Moon a
spol., 2005; Vetvicka a spol., 2007). Vliv beta glukanu na redukci nadorového ristu a
metastdzovani melanomu B16-F10 prokazala Kalferstovd, 2008. Pouzila stejny beta
glukan, jako jsme se rozhodli pouzit i my, a to dodany firmou Transfer Point. Tento beta
glukan byl v rozsahlych testech vyhodnocen jako nejuc¢innéjsi (Vetvicka a Vetvickova,
2007).
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2

Cile prace:

» Terapie transplantovaného melanomu B16-F10 pomoci proenzymoterapie,
Imatinibu a kombinace obou metod

= Studium kombinace proenzymoterapie s ovlivnénim metabolismu nadori
pomoci Karbimazolu

» Srovnani terapeutického efektu proenzymoterapie a beta glukanu, kombinace

obou metod
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie
» amylaza (Sigma-Aldrich), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
= trypsinogenu (Sigma-Aldrich), aktivita: 11300 BAEE U/mg protein (po akt.)
= a-chymotrypsinogen A (Sigma-Aldrich), aktivita: 56 BTEE U/mg solid (po
aktivaci), (1 U pted aktivaci)
= Imatinib mesylate - (STI571, Gleevec, Novartis)
= Karbimazol - Slovakofarma, 5 mg v tableté
= Beta glukan (Beta-1,3-D glucan) - (Transfer Point, Columbia, SC, USA).

4.2 Laboratorni zvirata

Pii pokusech byly pouzity SPF (special pathogen free) mySi kmene C57BL/6 (Charles
River) samiciho pohlavi. Pokud neni jinak uvedeno, mysi byly 8 tydnt staré a vazily 18-
20g. Mysi byly chovany ve standardnich podminkach ve zvéfinci Parazitologického tstavu
Biologického centra AV CR v Ceskych Budgjovicich. Krmeny byly standardni komeréni

granulovanou stravou, ke stravé a vodé mély ptistup 24h denné.

4.2.1 Bunécna linie

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

vodnimi parami a obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

4.3 Transplantace melanomu B16-F10

Piiprava buné¢k B16-F10 - po odstranéni media byly buiky tiikrat proplachnuty sterilnim
PBS. Poté se buniky kratce proplachly cca 2 ml trypsinizacni smési (0,02% trypsin, 0,5 mM
EDTA v PBS) a po pfidani 0,5 ml trypsinizacni smési nasledovala 1 — 4 minutova
inkubace v termostatu pii 37°C. Po této dobé doslo k odpoutani bunék adherovanych
k povrchu. Nasledné bylo k bunikam piidano 5 ml RPMI s 10% FCS coz zainhibovalo
trypsin. Buiiky byly poté centrifugovany 10 min pii 4°C a pii 150G. Nasledovalo

25



centrifugacni promyti bunck s RPMI 1640 bez séra za stejnych podminek. Promyté buiky
byly rozsuspendovany v 5 ml RPMI 1640 a spocitany (Trypanova modf, 1:1). Jejich
koncentrace byla upravena na 4 mil/ml. Mysi byly nejprve oholeny (prava zadni ¢ast zad) a
poté bylo do oholeného mista s.c. injikovano 400 000 bunék B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640

bez séra.

4.4  Meéreni velikosti nadora

Ve vSech tiech pokusech byl sledovan rist a objem nadort. Nadory byly dvakrat tydné
méfeny kaliperem metodou podle Inaba (Inaba a spol., 1986). Pro vypocet objemu nadoru
byl pouzit vzorec V=mu/6 AB? (A je nejveétsi rozméer nddoru, B je nejmensi rozmér

nadoru).

4.5 Pocitani metastaz - plice

Provadélo se pouze u tietiho pokusu. VSechny plice byly prohlédnuty pod binolupou a byla

spocitana metastaticka loziska (Gerné te¢ky) (Vetvicka a spol., 2007).

4.6  Analyza suspenze beta glukanu (pro peroralni podani) a
sonikované suspenze beta glukanu (pro i.v. a i.t. aplikaci) pomoci

skenovaciho elektronového mikroskopu

Byla pfipravena suspenze beta glukanu pro peroralni aplikaci i sonikovana suspenze pro
I.v. a i.t. aplikaci (viz nize). Obé& suspenze byly pfipraveny v destilované vod¢ a nakapnuty
na podlozni sklicko. Po odpafeni vody bylo provedeno pokoveni 20 nm zlata. Preparaty
byly prohlizeny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu JEOL JSM 7401F pii
zvétseni 150 — 9500.

4.7  Statistické vyhodnocovani

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci oboustranného Studentova t-testu a
programu STATISTICA VII od firmy StatSoft INC (Survival Analysis). V programu
Microsoft Excel byly vypocteny priméry a smérodatné odchylky, které byly pouzity pro

vytvofeni grafil.

26



4.8 Usporadani jednotlivych experimentii

4.8.1 Pokus¢. 1

Proenzymoterapie, chemoterapie pomoci Imatinibu a kombinace obou metod
12. den po transplantaci melanomu B16-F10 byly nadory zméfeny kaliperem a mysi byly

randomizovany do 4 skupin. Tento den byl zaroven pocatkem terapie.

MyS$im v L. skupin€ bylo denné aplikovéno i.p. 0,2 ml roztoku Imatinibu (10 mysi).

Mysim ve II. skupiné bylo denné aplikovano i.m. 0,1 ml roztoku proenzymu do stehenniho
svalu levé zadni nohy a soucasné¢ dostavaly i.p. 0,2 ml Imatinibu (10 mysi).

Mysim ve III. skuping byl aplikovan roztok proenzymu tak, jako skupiné II. (30 mysi).

IV. skupina ptedstavovala nelé¢enou kontrolu (10 mysi).

Pouzité roztoky:
* Imatinib: 3,75 mg Imatinibu / ml fyziologického roztoku
* Roztok proenzymil: Byla pouzita smés o tomto sloZeni: 0,56 mg trypsinogenu +
0,56 mg chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylazy na ml fyziologického roztoku,

sterilizovano filtraci

4.8.2 Pokus ¢.2

Proenzymoterapie, ovlivniiovani metabolismu nadora pomoci karbimazolu
a kombinace obou metod
13. den po transplantaci melanomu B16-F10 byly nadory zméfeny kaliperem a mysi byly

randomizovany do 4 skupin. Tento den byla zapocata 1écba.

I. skupiné bylo denné podavano im. 0,1 ml roztoku proenzymu (stejné sloZeni, jako
v pokuse I.) do stehenniho svalu levé zadni nohy (10 mysi)

II. skupiné byl peroraln€ podavan roztok karbimazolu, slozeni viz nize (10 mysi)

III. skupiné¢ byly podavany proenzymy a karbimazol ve stejnych davkach jako ve
skupinach 1. a II. (10 mysi)

IV. nelécené, kontrolni mysi (10 mysi)
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Roztok Karbimazolu:

Karbimazol je ve vodé mirné rozpustny, plné rozpustny je v etanolu. Z tohoto divodu byl
vysledny roztok piipraven nasledujicim zpisobem. Dvé tablety carbimazolu byly
rozemlety na prasek a rozpustény v 1 ml Cistého etanolu. Smés byla postupné roziedéna
vodou na 500 ml a podavédna mysim k piti, coz ptredstavovalo 10 mg latky rozpusténé

v 500ml vody. Jelikoz mys vypije 5 ml/den dostane kazdy den 0,1 mg t¢inné latky.

4.8.3 Pokus ¢. 3

Proenzymoterapie, terapie pomoci beta glukanu a kombinace obou metod

Z dliivodt uvedenych v diskusi jsme pouzili star§i mysi, které v dob¢ transplantace byly 15
tydnt staré.

11. den po transplantaci melanomu B16-F10 byly nadory zméfeny kaliperem a mysi byly

randomizovany do 10 skupin. Tento den zapocala terapie.

L. skupina: i. m. 0,1 ml roztoku proenzymii + peroraln¢ 0,05ml beta glukanu (8 mysi)

I1. skupina: i. p. 0,1 ml roztoku proenzymu + peroralné 0,05 ml beta glukanu (8 mysi)

II. skupina: i. m. 0,1 ml roztoku proenzymi + 0,Iml sonikovaného beta glukanu
intravenozné (8 mysi)

IV. skupina: ip. 0,Iml roztoku proenzymi + 0,Iml sonikovaného beta glukanu
intravenozné (8 mysi)

V. skupina: peroraln¢ 0,050 ml beta glukanu (8 mysi)

VL. skupina: 0,1ml sonikovaného beta glukanu intraven6zn¢ (8 mysi)

VIL skupina: i. p . 0,1 ml roztoku proenzymi (20 mysi)

VIIL skupina: 1. m. 0,1 ml roztoku proenzymi (20 mysi)

IX. skupina: kontrolni, nelé¢ené mysi (20 mysi)

X. skupina: intratumoralné 0,1 ml sonikovaného beta glukanu (3 mysi)

Aplikace roztoka: Ve skupinach 1. - VIII. bylo vSe podavano denné. Ve skupiné X. byl
beta glukan aplikovan obden.
Pozn.: Skupiny VII., VIIIL. a IX. byly soucasti experimentu Hany Marsikové, ktery probihal

paralelné a za stejnych podminek a mohl tak poslouzit jako kontrola pro nd$ experiment.
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SloZeni podavanych roztokii:

Roztok proenzymu — stejny roztok, jako v pokusu 1.

Beta glukan pro peroralni aplikaci: 60 mg B-glukanu / ml vody z vodovodu. Jelikoz
se jednalo o suspenzi, byly alikvoty odebirany z michané suspenze Spickou se
Sirokym otvorem.

Sonikovany beta glukan: Byl pouzit stejny beta glukan jako v piipadé peroralni
aplikace, ale byl upraven pomoci sonikatoru. Nejdtive se beta glukan vysterilizoval
pusobenim UV svétla po dobu 30 minut ve sterilnim boxu. Nasledné se smichanim
takto vysterilizovaného beta glukanu se sterilnim fyziologickym roztokem
vytvotilo 50 ml suspenze. Pak prob¢hlo sonikovani 12 x 10 s pomoci sonikatoru
HIELSCHER UP 200S. Kvuli zahtivani jsme vSe provadéli v ledové lazni. Vzdy
10s jsme provadéli ozvudeni a 10s jsme chladili. Castice takto pfipraveného
sonikovaného beta glukanu mély velikost 1 um (ovéteno ELMI), coZ bylo nezbytné

pro intravenozni aplikaci.
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5 Vysledky

51 Pokusé¢.1

Proenzymoterapie, chemoterapie pomoci Imatinibu a kombinace obou metod

Sledovali jsme vliv Imatinibu a proenzymi a jejich vziajemné kombinace na rist
transplantovaného nadoru u jednotlivych skupin. Vysledné hodnoty udava Obr. 6. VSechny
zpusoby terapie vedly k vyraznému snizeni ristu nadort, ktery vSak nedoséhl statistické
vyznamnosti. Imatinib a proenzymoterapie vykazovaly srovnatelny efekt. Jejich
kombinace vSak nevedla ani k aditivité, ani k synergii. Rozdily v pfezivani nebyly

statisticky vyznamné.
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Obr. 6: Priumérny objem nadorii v jednotlivych skupindch. I. - Imatinib, 1l. - Imatinib v kombinaci

s proenzymy, I1l. - proenzymy, IV. - kontrola.
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5.2 Pokus¢.2

Proenzymoterapie, ovlivniiovani metabolismu nadora pomoci karbimazolu

a kombinace obou metod

Sledovali jsme vliv Karbimazolu a proenzymd a jejich kombinaci. Vysledné hodnoty uvadi
Obr. 7. Rust nadora byl nejvice inhibovan Karbimazolem (skupina II.), tento trend ptetrval
po celou dobu terapie a jeho Gc¢inek byl vyrazny proti vS§em ostatnim skupinam. Proti
proenzymoterapii nabyl tento rozdil statistické vyznamnosti 14. a 17. den terapie.
Kombinace Karbimazolu s proenzymy se zpocatku jevila velmi nadéjné a inhibi¢ni vliv byl
do 7. dne vétsi nez Karbimazolu, avSak od 10. dne zacal ucinek této kombinované terapie
klesat. Koncem experimentu vykazovala kombinace Karbimazolu a proenzymu ucinek,
ktery byl pramérem efektu jednotlivych slozek, nelze tedy hovofit ani o aditivit¢ a viibec

uz ne o synergii. Mezi skupinami nebyly zaznamenany vyrazné rozdily v dob¢ pieziti.
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Obr. 7: Prumérny objem nddorii v jednotlivych skupindach. I. - proenzymy, Il. -
Karbimazol, Il1. - Karbimazol v kombinaci s proenzymy, IV. - kontrola.

* P <0,05 vztazeno ke kontrole (IV.)

** P <0,05 vztazeno ke Karbimazolu (IL.)
***P < 0,005 vztazeno ke kontrole (IV.)
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5.3 Pokusé¢.3

Proenzymoterapie, terapie pomoci beta glukanu a kombinace obou metod

Sledovali jsme vliv beta glukanu a proenzymu a jejich kombinaci. Vysledky udava Obr. 8.
Nejvice rust nadoru inhiboval beta glukan podavany peroralné a to po celou dobu pokusu.
3.,7.,14.,a21. den terapie doslo k dosazeni statistické vyznamnosti rozdilu velikosti mezi
beta glukanem podavanym peroralné a kontrolou. Sonikovany beta glukan podavany
intravendzné si vedl také velice dobie po celou dobu pokusu, do 14. dne terapie byl jeho
ucinek srovnatelny s plsobenim peroraln¢ poddvaného beta glukanu, poté ale doslo
K atlumu. Mohlo to byt dusledkem toho, ze mysi mély jiz rozpichané ocasky a latka se
htte aplikovala. 7. a 10. den terapie doslo k dosazeni statistické vyznamnosti rozdilu mezi
sonikovanym i.v. aplikovanym beta glukanem a kontrolou. Co se tyCe srovnani
sonikovaného beta glukanu aplikovaného pfimo do nadort, zde se inhibi¢ni Gc¢inek
neprojevil vibec, 1 kdyz mezi 7. a 10. dnem doSlo k zabrani terapie, byl tento inhibicni
ucinek pouze prechodny a po celou dobu terapie nevykazovala Zadny rozdil od kontroly.
Beta glukan aplikovany pfimo do nddoru nemél na jejich rtst zadny vliv.

Samotné proenzymy inhibovaly nadorovy rust velice efektivné az do 10 dne. Poté jejich
ginek zadal slabnout. Uinek proenzymtl podavanych obéma cestami byl srovnatelny az
do 14. dne, kdy proenzymy s intramuskularni aplikaci zacaly vyrazné ztracet na ucinku a
na konci pokusu se dokonce velice piiblizily kontrole, zatimco proenzymy podavané
intraperitonealné si inhibi¢ni U¢inek udrzely. Od 7. do 14. dne byla zaznamenana
statistickd vyznamnost rozdilu mezi obéma skupinami proenzymu a kontrolou, pfi¢emz
proenzymy podavané intaperitonedlné si statisticky vyznamny rozdil vici kontrole udrzely
az do dne 17..

Veskeré kombinace proenzymu podavanych obéma cestami S peroralni a intravenozni
aplikaci beta glukanu se ukazaly jako neucinné, nedochéazelo k aditivité ani synergii a
kombinovana terapie Casto pusobila hife nez jednotlivé jeji slozky. Pouze u kombinace
im. aplikace proenzymi Si.v. aplikaci beta glukanu byly na zacatku a na konci
experimentu zaznamenany nepatrné naznaky aditivity G¢inku.

Vsechny udaje o dosazeni statistické vyznamnosti jsou kvtli jejich mnozstvi uvedeny

zv1ast’ v tabulce Tab. I..
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Obr. 8: Priumérny objem nddorii v jednotlivych skupindch.

I. - P i.m. + B-glukan per os VI. - B-glukan sonik. i.v.

Il. - P i.p. + B-glukan per os VIIL. - P i.p.

[11. - P i.m. + B-glukan sonik. i.v. VIIL - Pim.

IV. - Pi.p. + B-glukan sonik. i.v. IX. - kontrola

V. - B-glukan per os X. - B-glukan sonik. do nadori

33



Tab. I: Dosazené statistické vyznamnosti v jednotlivych dnech terapie.

3.den 7.den 10. den 14. den 17. den 21. den
I x IX. L x 1l L x 1l I x IX. l.x V. Lx 1l
P <0,05 P <0,005 P <0,01 P <0,05 P <0,05 P <0,05
. x X. I x V. X IV. 1. x . I X VI. I x IX.
P<0,01 P <0,001 P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05
V. x VIII. I.x VI. 1. x VIL. 1. x IV. 1. x VII. . x VII.
P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,01 P <0,05 P <0,005
V. x IX. I x VII. I x VIII. 1. X VI. I x IX. 1. x VIII.
P <0,05 P <0,005 P <0,05 P<0,01 P <0,05 P <0,05
V. x X. L. x VI N x IX. 1. x IX. I x X. 1. x X.
P <0,01 P <0,05 P<0,0005 P <0,005 P <0,05 P <0,05
1. x 1. VI x IX. V. x IX. 1.X V. V. x X.
P <0,05 P <0,05 P<0,01 P <0,05 P <0,05
l.X V. VII. X IX. VIL. X IX. 1. x VI. V. x VIII.
P <0,05 P <0,005 P<0,0005 P <0,05 P <0,05
I x IX. VI X IX. VI X IX. 1. x IX. V. x IX.
P<0,0005 P <0,001 P <0,005 P <0,05 P <0,005
V. X IX. 1. x X. V. X X.
P<0,0005 P <0,05 P <0,05
V. x VIII. I x IX. VI x X.
P <0,05 P<0,01 P <0,05
VI X IX. . x X.
P <0,05 P <0,05
VIL. x IX. V. x IX.
P <0,005 P <0,005
VI X IX. V. x X.
P <0,05 P <0,005
V. x VII.
P <0,05
V. x VIII.
P <0,05
V. X X.
P<0,005
VI x VIII.
P<0,05
VI x X.
P<0,001
VIL. X IX.
P<0,0005

Antimetastatické ptisobeni jednotlivych terapii bylo velmi tézké posuzovat kviili znaénym
rozdilim v poétu mysi v jednotlivych skupinach, coz by po vyhodnoceni mohlo
poskytnout zavadéjici udaje. Nejvyraznéjsi protimetastazovy ucinek byl patrny ve skupiné
s beta glukanem podavanym intraven6zné¢ spolu s proenzymy aplikovanymi
intraperitonealni cestou (skupina IV.) kde byl u¢inek 100%.
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Jak vyplyva z Obr. 9, 10 a 11, sonikace pouzita pti pfipraveé preparatu pro i.v. a i.t. aplikace
vedla k vyraznému zmenseni ¢astic BG. Sonikovany preparat obsahoval castice kolem 1
mikrometru velké, takze ho bylo mozno pouzit i pro i.v. aplikaci.

X150 WD 150mm 100um

Obr. 9: Puvodni nesonikovana suspenze beta glukanu pri 150 nasobném zvétseni.

SE SEM LEI 4.0kV X2,000 WD 15.0mm  10um

Obr. 10: Sonikovand suspenze beta glukanu pri zvétseni 2000x.

SE GB-l LEI 4.0kV X9,500 WD 15.0mm 1um

Obr. 11: Sonikovand suspenze beta glukanu pri zvétseni 9500X%. Jak je patrné, Castice beta glukanu dosahuji
rozmeéri 1 — 1,5 mikrometrii.
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6 Diskuse

V naSich experimentech jsme testovali proenzymoterapii, Imatinib, Karbimazol a beta
glukan. S proenzymoterapii jsme srovnavali ucinek Imatinibu, chemoterapeutika nové
generace Sscilenym ucinkem, tuc¢inek Karbimazolu, ovliviiuyjiciho uroven celkového
metabolismu a u¢inek beta glukanu, stimulujiciho vrozenou imunitu. Proenzymoterapii
muzeme chédpat jako imunomodulaci plsobici na urovni ziskané imunity, vysledky
Kaiserové pfipravované pro magisterskou praci tento pfistup podporuji. Zajimala nés
kombinovatelnost metod a to z divodu praktickych, ale i z duvoda blizs§iho poznani

mechanismu piisobeni terapii.

Co se tyce proenzymoterapie, jeji u¢in byl o néco niZsi, neZ popisuje na stejném modelu
Kalferstova, 2008. Diivodem muize byt, Ze jsme randomizaci mysi provadéli o dva az tii
dny pozdéji, coz se mize projevit (Kaiserova a spol., in prep.). Poucili jsme se rovnéz
znaSich dosavadnich zkuSenosti a ve tietim experimentu jsme pouzili star§i mysi.
Proenzymoterapie je totiz zavisla na vyvinutém imunitnim systému (Kaiserova a spol., in
prep) a je tedy vhodngj$i se zaCatkem experimentu pockat. Diky tomu jsme dosahli,
zejména pak s i.p. aplikaci proenzymi, ucinné inhibice nadorového rastu, kterd byla

statisticky velmi vyznamna (P<0,0005).

Co se tyCe pusobeni Imatinibu, provedli jsme experiment stejny, jako Redondo a spol.,
2004. Autofi této prace dosahli sice vySS$iho potlaceni naddorového riistu (aZ na 23%
kontroly, my jsme dosahli jen inhibice na 53%), tento efekt vSak nebyl statisticky
vyznamny. Jelikoz IM se ve vSech indikacich podéva denné¢ a dlouhodob¢ nebo trvale, byla
by zajimava pozorovani z hlediska dlouhodobé toxicity. Austral§ti védci popsali vyrazné
zmény nekterych imunologickych parametri (pokles gamaglobulini IgG a IgM, snizeni
poctu lymfocytih CD4+) vyvolané dlouhodobym podavanim IM (Seymour a spol., 2004).
Tento imunosupresivni u¢inek souvisi nejspise s inhibiénim uc¢inkem IM na T-lymfocyty,
jenz byl popsan v experimentech in vitro (k redukci subpopulaci B-lymfocyti totiz
nedochazi) (Cwynarski a spol., 2004). Bylo by proto zajimavé, srovnat IM v kombinaci
S beta glukanem, ktery méa na imunitu, byt zejména vrozenou, vyrazny stimulacni vliv

(Brown a Gordon, 2001).
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My jsme testovali kombinaci Imatinib proenzymy a zjistili jsme, ze nedochazi k zadné
aditivité, ani synergii, kombinovani téchto pfistupl se ukazalo jako nevhodné. Muze to
souviset s uvedenym imunosupresivnim vedlejsim u¢inkem Imatinibu. Jak prokazala
Kaiserova (pfipravovana magisterska prace), je ucinek proenzymoterapie zavisly na plné

funkénim imunitnim systému.

Inhibi¢ni G¢inek Karbimazolu oproti kontrole byl 43%. Jurkovi¢ (2003) popisuje u lidi
mnohem vyraznéj§i Uspéchy vcetné Uplného vyléceni. My jsme piitom pracovali
s davkami, které jsou ekvivalentni tém, které tento autor pouzival u lidi. Na rozdil od nas
Jurkovi¢ pouzival injikaci imunoglobulinu G do svalu, coZ se nedomnivame, Ze by bylo
pro nadorovou terapii rozhodujici. Dal§im aditivem, které tento autor pouzival byl trypsin a
chymotrypsin, které dle autora podporuji vstiebavani vypotki v télnich dutinach a
pomahaji imunitnimu systému s odbourdvanim nadort tim, ze odbouréavaji bilkovinny obal
na povrchu nadorovych bunck. Zejména s druhou casti nemlzeme souhlasit, aktivni
protedzy jsou v Krvi okamzité inhibovany a u¢inek enzymoterapie je na urovni pohlcovani
TGF-beta aktivovanym alha-2 makroglobulinem (Leipner a Saller, 2000; Desser a spol.,
2001). My jsme pouzili mnohem ucinnéjsi piistup, zaloZeny na proenzymech (Novak a
Trnka, 2005; Kaiserova, 2008; Kalferstova, 2008). Nicméné kombinovana terapie pfinesla
jen zpocatku velmi slaby aditivni efekt, ktery zdhy zmizel. Kombinovana terapie pak
vykazovala horsi vysledky, nez ptisobeni samotného Karbimazolu. Vysvétleni mizeme
hledat v tom, Ze celkova inhibice metabolismu se tyka nejen nadoru, ale postihuje vse, tedy
1 imunitni systém, na jehoz fungovani, jak bylo uvedeno, je proenzymoterapie velmi
zavisla.

Karbimazol vykazoval sice vétsi uCinek, nez proenzymoterapie, ale zdaleka nedosahoval
vysledki, popisovanych Jurkovicem u lidi. Vysvétleni mize byt v tom, Zze mysi model neni

vhodny, nebo v tom, ze jsme pouzili velmi agresivni a aktivni model — melanom B16-F10.

Beta glukan vykazoval velmi dobrou redukci nadorového rlstu zejména pii peroralni
aplikaci, ale i i.v. aplikace byla velmi u¢inna. Uginek byl vyrazngjsi proti vysledkiim
Kalferstové, 2008, vysvétleni mozno spatfovat v pouziti imunologicky vyzralejSich mysi.
Ve shodé¢ s uvedenou praci je i vyrazny inhibi¢ni G¢in na vyskyt metastaz. Vetvicka a spol.
zaznamenal rovnéz tento protimetastazovy ucéinek beta glukanu (76-80%) na modelu

Lewisova plicniho karcinomu (Vetvicka a spol., 2007).
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Byl potvrzen pozitivni stimula¢ni u¢inek beta glukanu na imunitnin systém (Brown a
Gordon, 2001), zejména pak na aktivaci makrofagii (Compton a spol., 1996). Molekula -
1,3-D-glukanu je rezistentni vic¢i kyselému prostfedi. Po peroralni aplikaci dochazi
Kk prichodu pies zaludek az do stfeva, kde diky specifickému enzymu -1,3-D-glukanozy
dochazi ke $tépeni glukanu (Vetvicka, 2007). Ten poté piechazi ptes intestinalni sténu do
lymfy, kde interaguje s makrofagy pficemz dojde k jejich aktivaci (Frey a spol., 1996) a
néasledné k uvolnéni cytokind. Ze je beta glukan skute¢né vstiebavan dokazuje jeho nalez
v séru (Tsukagoshi a spol., 1984). Beta glukan, jakozto agonist TLR-2 je tedy nepochybné
uzce spjat s aktivaci vrozené imunity. Jak bylo vySe uvedeno, proenzymy spojuji svij
ucinek s kompletnim imunitnim systémem a vyzaduji pfitomnost vSech slozek ziskané
imunity. Zdalo by se, Ze nic nebrdni tomu, aby kombinace obou terapeutickych piistupii
vedla k aditivnim, nebo i synergickym t¢inkim. Opak je pravdou, s vyjimkou nepatrnych
stop aditivity u kombinace i.m. aplikace proenzymd s i.v. aplikaci beta glukanu k nicemu

takovému nedoslo. Vysvétleni pro tento jev dosud nemame.
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Souhrn

Bylo ovéreno inhibi¢ni pisobeni Imatinibu a proenzymové terapie na rust
melanomu B16-F10 na mySim modelu. Obé terapie vykazovaly srovnatelny
efekt, jejich kombinace v§ak nepfinesla Zadny pozitivni efekt, nebylo dosaZeno

ani aditivity, ani synergie.

Karbimazol zpusoboval vyraznéjSi inhibici nddorového ristu, nez
proenzymoterapie. Kombinace obou metod prinesla zpocatku naznak

aditivity, pozdéji se tento efekt ztratil.

Udin beta glukanu podivaného peroralné i intravenozné (sonikovany beta
glukan) byl velmi vyrazny a vedl k vétSimu potlaceni nadorového riistu, nez
bylo dosaZeno proenzymy podavanymi i.m. a i.p. Jakékoli kombinace beta
glukanu a proenzymoterapie se ukazaly aZ na vyjimecné, prechodné stopy

aditivity, jako neuspésné.

Piima aplikace sonikovaného beta glukanu nema na rist melanomu B16-F10

Zadny vliv.
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