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1. ÚVOD  

11..11  RRAA KK OOVV II NNAA   

11..11..11  OObbeeccnnáá  cchhaarraakktteerr ii sstt ii kkaa  

Rakovina je soubor onemocnění, která se vyznačují nekontrolovaným buněčným dělením, 

invazivitou a v některých případech také metastazibilitou. Právě svou invazivitou a 

metastazibilitou se liší velmi nebezpečné maligní nádory od méně nebezpečných nádorů 

benigních. 

Rakovina bývá většinou způsobena jednou nebo spíše souborem mutací v genetickém 

materiálu buňky (Fearon, 1997), po jejichž proběhnutí se buňka začne nejen nekontrolovaně 

dělit, ale také se prodlouží její životnost. K těmto změnám v genomu buňky dochází například 

v důsledku působení karcinogenů (cigaretový kouř, radiace, různé chemikálie, bakteriální a 

virové infekce), chybou při replikaci DNA nebo mohou být dědičné. 

Základními typy dle původu dané buňky jsou: 

• Karcinom – pocházející z kůže či tkání vnitřních orgánů 

• Sarkom – postihující kosti, chrupavku, svaly, tukovou a pojivovou tkáň 

• Leukémie – rakovina započínající v kostní dřeni 

• Lymfom a myelom – rakovina buněk imunitního systému 

• Rakovina centrální nervové soustavy (U.S. National Cancer Institute 2010)  

11..11..22  MM eell aannoomm  

Melanom je agresivní, vysoce metastazující maligní onemocnění, které vzniká maligní 

transformací melanocytů kůže, střeva či oka (vzácně).  

Původ maligního melanomu je různý. Může vzniknout de novo, nebo z již existujícího 

melanocytového névu. Rozlišujeme čtyři základní typy melanomu: 

• Lentigo maligna melanoma – Tento typ vzniká na podkladě lentigo maligna  

(pomalu se zvětšující nestejně hnědě pigmentované ložisko na kůži vystavené 

působení ultrafialového záření, které má histologický obraz melanoma in situ) 
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zejména v obličeji a na krku starších lidí. Prognóza je u tohoto typu příznivější 

než u ostatních typů. 

• Povrchově se šířící melanom – Je nejčastější formou melanomu, na kůži 

nejčastěji zad a dolních končetin vzniká nestejně barevné, hladké až několik 

centimetrů velké ložisko. 

• Nodulární melanom – Dominuje u něj vertikální růst, od počátku vzniká jako 

postupně rostoucí hrbol. Jedná se o nejagresivnější formu melanomu. 

• Akrolentiginózní melanom – Tato forma melanomu se od ostatních liší pouze 

svým umístěním akrálně na dlaních, ploskách nohou, na nehtovém lůžku a na 

sliznících dutiny ústní a genitálu.(Pizinger 2006, Weedon a spol. 2005) 

V České republice je každoročně prokázáno okolo 300 nových případů tohoto onemocnění 

(Marek 2010), zatímco v USA ročně touto chorobou onemocní 68 720 a zemře 8 650 lidí 

(U.S. National Cancer Institute 2010). 

1.1.2.1 Melanom B16-F10 

Melanom B16-F10 je jedním ze čtyř modelů myšího (C57BL/6) melanomu, který je 

charakterizován vysokou schopností metastazovat a to zejména do plic (Nakamura et al. 

2002). Dalšími modely jsou B16-F0, B16-F1, B16-BL6. 

11..11..33  SSaarrkkoomm  

Sarkom je zhoubný nádor postihující tkáně mezenchymálního původu. Dle tkáně, kterou 

postihuje, dělíme sarkom do dvou hlavních skupin: 

• Osteosarkom – sarkom pocházející z kostní tkáně 

• Sarkomy měkkých tkání – ty se mohou vyvinout z měkkých tkání, jako jsou 

například tuková tkáň (liposarkom), svaly (leiomyosarkom) a nervová tkáň 

(neurofibrosarkom). 

V České republice jím ročně onemocní zhruba 2 lidé na 100 000 obyvatel, zemře čtvrtina 

z nich. 

1.1.3.1 Sarkom S-180 

Sarkom S180 je myší (BALB/c) sarkom, který se vyznačuje rapidním růstem a vzácným 

výskytem metastáz (Deodhar 1971), objevuje se u něj také často spontánní regrese (Shohat a 
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spol. 1968), jež je jednoznačně spojena se snižující se fosfolipidovou aktivitou (Jones a spol. 

1939). 

11..22  TT EERRAA PPII EE  MM AA LL II GGNNÍÍ CCHH   OONNEEMM OOCCNNĚĚNNÍÍ   ZZ AA LL OO ŽŽ EENNÉÉ  NNAA   PPOOUUŽŽ II TT ÍÍ   

PPRROOTT EEÁÁ ZZ     

Zmínku o (pro)enzymoterapii a využití pankreatických enzymů k léčbě maligních 

onemocnění můžeme najít již na počátku 20. století, jejím zakladatelem byl totiž skotský 

embryolog John Beard (1857-1924). Ten si při své práci všiml analogie mezi trofoblastem a 

rakovinou. Aby trofoblast mohl správně vyživovat embryo, musí se zahnízdit do stěny 

dělohy, což je podmíněno jeho invazivitou a schopností se rozšiřovat. Právě těchto znaků si 

Beard všímal a našel v nich podobnost s rakovinou. Nepotlačený trofoblast se může vyvinout 

v choriokarcinom. Beard se domníval, že aby se tak nestalo, je zapotřebí přítomnosti 

pankreatických enzymů embrya. Proto se rozhodl zjistit, jak proteolytický enzym trypsin 

působí na rakovinné buňky a své domněnky potvrdil (Beard 1906,1911). Nazval svou léčbu 

trypsinovou terapií, nicméně použití čerstvých pankreatických výtažků svědčí spíše o 

přítomnosti enzymů v jejich neaktivní proenzymové formě, což ve své práci zdůrazňují i 

Novák a Trnka, 2005. Beard tedy léčil preparáty s nutně vysokým obsahem proenzymů 

(trypsinogen, chymotrypsinogen), které však neznal a které byly objeveny o několik desítek 

let později.  

Jeho domněnky byly dále potvrzeny Beardovými následovníky (Cleaves 1906, Golley 

1906, Cambell 1907, Golley 1909), ovšem někteří z nich nebyli tak úspěšní (Bainbridge 

1909) a trypsinová terapie upadla v zapomnění. Neschopnost dosáhnout stejných výsledků 

jako Beard mohla být dána právě mystifikací ohledně aktivity použitého trypsinu. 

Systémové enzymoterapii se v současné době věnuje několik subjektů. Enzymy jsou 

lidem podávány perorálně ve vysokých dávkách či aplikovány na myších modelech 

perrektálně (Wald 1998, 2001). Ačkoli jsou v obou případech dávky enzymů velice vysoké, 

do krve se dostane jen nepatrná část. V krvi jsou poté enzymy okamžitě vychytávány a 

inhibovány inhibitory proteáz, jako jsou například alfa-2-makroglobulin, alfa-1-antitrypsin, 

alfa-1 antichymotrypsin, případně u myší contrapsin. 

Proenzymoterapií se v nedávné době zabýval Novák a Trnka, 2005. Jejich in vitro 

pokusy odhalily inhibiční vliv proenzymů na migraci a invazivitu nádorových buněk. 

V pokusech in vivo na myším modelu byl však použit pouze trypsinogen ve směsi s 
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amylázou. Tato směs prokázala terapeutický a výrazný protimetastázový účinek na melanomu 

B16. Amyláza zde má pouze podpůrný vliv (Novák a Trnka 2005). 

Účinnost terapie založené na proenzymech, konkrétně na kombinaci trypsinogenu, 

chymotrypsinogenu a amylázy, byla prokázána na myších modelech jak na melanomu B16-

F10 (Kalferstová 2008), tak na sarkomu S-180 (Kaiserová 2008). 

11..22..11  MM eecchhaannii ssmmuuss  ppůůssoobbeenníí   ((pprroo))eennzzyymmootteerraappii ee  

Podstatou enzymoterapie je nejspíše aktivace alfa-2-makroglobulinu, který vychytává 

cytokiny z krve. Po navázání enzymu na alfa-2-makroglobulin, dojde k jeho konformační 

změně a odhalí se doposud nepřístupné receptory. Ty pak mohou vázat celou řadu cytokinů 

(Webb 1996).  

Nádorové buňky se brání zásahu imunitního systému produkcí cytokinů TGF-beta a IL-10 

(Harthun  a spol. 1997, Chouaib a spol. 1997, Yang a spol. 2002). Jejich účinky jsou popsány 

níže v kapitole 1.3.2. 

Vychytávání TGF-beta a IL-10 aktivovaným alfa-2-makroglobulinem, z toho vyplývající 

snížení navozené imunosuprese a obnovení Th1/Th2 rovnováhy je považováno za jeden 

z hlavních mechanismů systémové enzymoterapie. Snížení hladiny TGF-beta pomocí 

enzymoterapie bylo již prokázáno (Desser a spol. 2001). 

11..33  NNÁÁ DDOORROOVV ÁÁ   II MM UUNNOOLL OOGGII EE   

11..33..11    ČČ ii nnii tteell éé  pprroott ii nnááddoorroovvéé  ii mmuunnii ttyy  

1.3.1.1 CD4+ T lymfocyty 

CD4+ T lymfocyty, označované jako pomocné T lymfocyty, rozeznávají peptidové 

antigenní epitopy prezentované pomocí MHC II molekul, nemají sice cytotoxickou funkci, ale 

imunitní systém ovlivňují pomocí produkce cytokinů. K tomu, aby mohly být aktivovány, je 

zapotřebí takzvaných antigen prezentujících buněk (APC; např. dendritické buňky, B 

lymfocyty, makrofágy).  

CD4+ T lymfocyty dělíme do tří základních skupin dle produkce cytokinů, Th1, Th2 a 

Th3. Th1 lymfocyty jsou hlavními producenty IFN-γ a TNF-α a mohou tak přímo působit na 

infikované či nádorové buňky (Omyia a spol. 2002), ovšem jejich hlavní funkcí je poskytnutí 

aktivačního signálu CD8+  T lymfocytům a nespecifickým „zabíječům,“ NK buňkám a 
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makrofágům (Mosman a spol. 1996). Th2 CD4+ T lymfocyty produkují IL-4, IL-5, IL-10, 

podporují proliferaci B lymfocytů a produkci imunoglobulinů (Mosman a spol. 1986). Th3 

lymfocyty uvolňují především transformující růstový faktor-β (TGF-β), který se účastní např. 

procesů hojení poškozené tkáně (podrobný popis funkce TGF-β viz kapitola 1.3.2.1). 

1.3.1.2 T regulační lymfocyty 

Zvláštní skupinou CD4+ T lymfocytů jsou T regulační lymfocyty, které kromě CD4 

molekuly nesou také molekulu CD25 a Foxp3. Mají supresivní funkci, tlumí aktivitu 

autoreaktivních T buněk, aniž by je ničily (Bach 2003). Mechanismus jejich působení není 

zcela znám, nejspíše se jedná o kontakt buňka – buňka, nebo je ovlivňují produkcí IL-10 a 

TGF-beta. T regulační lymfocyty mají 2 populace: přirozené (natural) a adaptivní (adaptive) 

(Bluestone a spol. 2003). Přirozené CD4+CD25+ T regulační lymfocyty vyzrávají v thymu za 

homeostatických podmínek a jejich účelem je zabránit autoimunitnímu onemocnění, zatímco 

adaptivní vznikají během zánětlivých procesů (infekce, ale i maligní onemocnění) a zde 

rozličnými způsoby tlumí imunitní odpověď. Kromě T lymfocytů tlumí rovněž funkci NK 

buněk (Ghiringhelli a spol. 2006), B lymfocytů (Lim a spol. 2005) a dalších buněk imunitního 

systému a mohou inhibovat nádorově specifické CD8+ a CD4+ T efektory (Curiel 2007). 

1.3.1.3 CD8+ T lymfocyty 

CD8+ T lymfocyty, cytotoxické T lymfocyty, mohou rakovinné buňky rozpoznat jen 

tehdy, jsou-li antigeny nádoru vyjádřeny pomocí MHC I molekul. Specifická protinádorová 

reakce CD8+ buněk je nejspíš zapříčiněna tím, že jsou buď nádorové buňky anebo jejich 

antigeny fagocytovány APC a prezentovány v komplexu s MHC I molekulami (Říhová 2007). 

1.3.1.4 NK bu ňky 

NK buňky, neboli přirození zabíječi, jsou subpopulací lymfocytů čítající v krvi zdravého 

jedince asi 10% lymfocytů (Raulet 1999). Na rozdíl od T lymfocytů nemají TCR receptor a 

molekuly MHC I, které rozpoznávají za pomoci tzv. inhibičních receptorů, inhibují jejich 

aktivitu (Binstadt a spol. 1997). NK buňky nesou na svém povrchu receptory (tzv. aktivační 

receptory) specifické pro cílové buňky. Jejich hlavním úkolem je rozpoznání vlastních 

proteinů, jejichž produkce byla ve změněných buňkách buď potlačena, nebo naopak 

nadměrně zvýšena (Raulet 2004). Cesta, kterou NK buňky používají ke zničení cílové buňky, 

spočívá v těsném kontaktu s cílovou buňkou a vypuštěním cytolytických granulí obsahujících 

perforin a granzymy. NK buňky také mohou ovlivnit adaptivní imunitní odpověď sekrecí 



12 

 

cytokinů, jako je IFN-γ, která vede k Th1 odpovědi. NK buňky nesou na svém povrchu CD16 

molekulu, nízkoafinní receptor pro imunoglobulin G, ten jim dovoluje zúčastnit se procesu na 

protilátkách závislé buňkami zprostředkované cytotoxicity (ADCC) (Lanier a spol. 1983). 

1.3.1.5 NKT bu ňky 

NKT buňky jsou speciální subpopulací T lymfocytů, které kromě T receptoru nesou rovněž 

molekuly typické pro NK buňky. Na rozdíl od normálních T lymfocytů nerozpoznávají 

antigeny v kontextu s MHC I ani MHC II molekulami. Na místo toho odpovídají na lipidové a 

glykolipidové antigeny, prezentované MHC-like CD1d molekulami, které rozpoznávají svým 

TCR receptorem (Jerud a spol. 2006).  

NKT buňky se vyskytují převážně v určitých tkáních, tvoří 20-30% jaterních a T 

lymfocytů kostní dřeně, 10-20% dospělých thymocytů a 0,5-1% splenocytů.  

NKT buňky produkují řadu Th2 

cytokinů, jako jsou IL-4 a IL-10 

(Hammond a spol. 1998) a IL-5, ale rovněž 

produkují Th1 cytokiny jako IFN-γ a TNF- 

β (Bendelac a spol. 1997). Prostřednictvím 

cytokinů pak ovlivňují NK buňky, CTL, 

CD8+ T regulační lymfocyty a další buňky 

(viz Obr. 1). 

V protinádorové terapii se uplatňuje 

modelový antigen, α-galactosylceramid (α-

GalCer), který byl izolován z mořských 

hub jako protinádorová látka, ale v savčích 

buňkách se nevyskytuje. Část NKT buněk, 

konkrétně NKT buňky typu I (α-GalCer-

reaktivní NKT, iNKT), po stimulaci tímto 

antigenem produkuje velké množství Th1 

(IFN-γ) a Th2 (IL-4, IL-13) cytokinů. 

Přestože mají také cytolytickou funkci, jsou považovány spíše za regulátory imunitní 

odpovědi právě díky rychlé produkci Th1 a Th2 cytokinů.  NKT buňky typu II nejsou α-

GalCer-reaktivní, po stimulaci jejich Tcr receptoru rovněž produkují řadu Th1 a Th2 

OBR. 1:  JAK NKT  BUŇKY OVLIV ŇUJÍ IMUNITNÍ 

ODPOVĚĎ TH1 NEBO TH2 SMĚREM (GODFREY A SPOL. 2004) 
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cytokinů, nicméně jejich role v imunitním systému spočívá v cytolytické aktivitě těchto 

buněk. Jedná se tedy zřejmě o prozánětlivou a autodestrukční populaci T lymfocytů (Terabe a 

spol. 2007) 

1.3.1.6 Makrofágy 

Makrofágy jsou klíčovými činiteli chronického zánětu. Stejně jako u NK buněk není 

rozpoznávání cílových buněk závislé na MHC molekulách, mají Fc receptor, který jim 

umožňuje vázat se k protilátkám specifickým pro nádorové buňky a zprostředkovávat tak 

ADCC odpověď. Můžeme je rozdělit do dvou skupin, dle jejich progenitorů. M1 makrofágy, 

jenž jsou většinou aktivovány mikrobiálními produkty a interferonem gama, slouží jako 

hlavní efektor zabíjející potencionální mikroorganismy a nádorové buňky (Hamilton 2002). 

Oproti tomu M2 makrofágy regulují zánět a adaptivní imunitu, podporují buněčnou 

proliferaci produkcí růstových faktorů, odklízejí pozůstatky buňky expresí scavenger 

receptorů, stimulují angiogenezi, přestavbu tkáně a opravy. Rozdíl mezi M1 a M2 makrofágy 

spočívá také v produkci cytokinů, zatímco M1 produkují TNF-α a IL-12, M2 produkují IL-10, 

antagonistu IL-1 receptor (IL-1ra) a IL-1 receptor typu II (Mantovani 1999) 

Makrofágy jsou nejpočetnější skupinou leukocytů infiltrující tumor. Nádorem asociované 

makrofágy (TAMs) mají dvojí funkci při interakci s nádorovými buňkami. Po aktivaci 

rakovinnými buňkami mohou produkovat cytokiny, růstové hormony, proteolytické enzymy a  

prozánětlivé mediátory, které umožňují nádoru lépe metastazovat a růst. Na druhou stranu 

některé studie ukázaly, že nádorem asociované makrofágy mohou hrát důležitou roli 

v protinádorové imunitě. Možný protinádorový účinek může být dán zvýšením hladiny 

migraci inhibujícího faktoru (MIF), který inhibuje migraci makrofágů z nádoru a stimuluje 

fagocytózu a nepřímo tak i prezentaci nádorových antigenů efektorovým buňkám. Zvýšení 

produkce GM-CSF (granulocyte/macrophage – colony stimulating factor) nádorovými 

buňkami může u nádorem asociovaných makrofágů vyvolat posílení přímého cytotoxického 

účinku (Bingle a spol. 2002). Ve většině případů však byla prokázána jejich pronádorová 

funkce (Mantovani a spol. 1992, Balkwill a spol. 2001)  

11..33..22  MM aall ii ggnníí   oonneemmooccnněěnníí   aa  ccyyttookk ii nnoovváá  rroovvnnoovvááhhaa  

V průběhu maligního onemocnění se posouvá rovnováha mezi Th1 a Th2 odpovědí 

směrem k Th2 (Shurin a spol. 1999). Tato nerovnováha je způsobena mimo jiné také produkcí 

jednotlivých cytokinů T lymfocyty, ale i nádorovými buňkami. 
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Th1 lymfocyty produkují například IL-2, interferon gama a tumor necrosis factor, Th2 

lymfocyty IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a mnoho dalších. Podle hladiny těchto cytokinů je možné 

určit stav a stupeň malignity (Onishi a spol. 1999).  

Také nádory produkují mnoho faktorů, které mohou narušit rovnováhu Th1 a Th2 

cytokinů. Mezi tyto faktory patří TGF-β, IL-10, prostaglandiny a mnoho dalších látek 

(Asselin-Paturel a spol. 1998; Chouaib a spol. 1997; Kim a spol. 1995).  

1.3.2.1 Role TGF-β  v ovlivnění imunitního systému 

Transformující růstový faktor beta je cytokin produkovaný hlavně T regulačními a Th3 

lymfocyty, ale také nádorovými buňkami. V organismu má široké spektrum účinku. Jak se 

ukázalo, TGF-β hraje roli v buněčném růstu, diferenciaci a transformaci, také upravuje 

imunitní reakci hostitele na růst a metastazování nádorů. Zvýšení hladiny TGF-β v séru 

koreluje s progresí rakoviny a snížením přežití u různých druhů rakoviny (Gold 1999). 

Nádorové buňky ovlivňují pomocí TGF-β buňky imunitního systému. Imunitní odpověď 

makrofágu TGF-β ovlivňuje hned několika způsoby. Tlumí proliferaci prekursorových buněk 

v kostní dřeni závislou na kolonie stimulujícím faktoru 1 (CSF) a tím pádem i tvorbu 

makrofágů (Strassman a spol. 1988), inhibuje proliferaci makrofágů indukovanou 

lipoproteinem (Sato a spol. 1996), potlačuje cytolytickou funkci aktivovaných makrofágů 

(lipopolysacharidem, IFN-γ) odvozených z kostní dřeně (Pinson a spol. 1992). TGF-β tlumí 

aktivitu T lymfocytů, snižuje expresi perforinu v periferních CD8+ T lymfocytech (Smyth a 

spol. 1991) a snižuje produkci cytokinů T lymfocyty (Fargeas a spol. 1992).  TGF-β má 

rovněž inhibiční vliv na periferní NK buňky, snižuje jejich proliferaci a produkci cytokinů 

(Bellone a spol. 1995) 

Ačkoli TGF-β inhibuje expresi MHC molekul druhé třídy na povrchu nádorových buněk, 

většina z nich odolává jeho supresivním účinkům. Nádorové buňky se brání účinkům TGF-β 

několika mechanismy: snížením počtu receptorů pro TGF-β (Paterson a spol. 2001), 

inaktivujícími mutacemi v TGF-β receptoru (Garigue-Antar a spol. 1995) nebo změnami 

v postreceptorové signalizační dráze zahrnující Smad proteiny (West a spol. 2000). 

1.3.2.2 Role IL-10 v ovl ivnění imunitního systému 

Lidský interleukin 10 (IL-10) je 17-20kDa glykoproteinový cytokin působící přes IL-10 

receptor, člen interferonové receptorové rodiny, který se skládá ze dvou podjednotek, IL-10 
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receptoru 1 (ligand vážící podjednotka) a IL-10 receptoru 2 (signální podjednotka) (Moore a 

spol. 2001) 

Je produkován Th2 subpopulací T lymfocytů za přítomnosti antigen prezentujících buněk 

(Florentino a spol. 1989), B buňkami, monocyty, NK buňkami a nádor infiltrujícím T 

lymfocyty (Becker a spol. 1994; Ortegel a spol. 2000; Cooper a spol. 2001). 

Jeho vliv na imunitní systém spočívá v potlačení produkce cytokinů, prostaglandinů, oxidu 

dusnatého makrofágy a potlačení jejich cytotoxické aktivity (de Waal Malefyt a spol. 1991; 

Berg a spol. 2001; Oswald a spol. 1992), také snižuje jejich efektivitu jako antigen 

prezentujících buněk redukcí exprese MHC  druhé třídy na jejich povrchu. Interakcí s IL-10 

receptory na povrchu T lymfocytů tlumí produkci cytokinů typu I (IL-12 a TNF-α) a brzdí 

antigenem spuštěnou proliferaci CD4+ T lymfocytů (de Waal Malefyt a spol. 1993). Přes 

výše zmíněný inhibiční efekt má IL-10 i stimulační vlastnosti, povzbuzuje produkci cytokinů 

NK buňkami a nepřímo stimuluje jejich proliferaci indukovanou IL-2 (Carson a spol. 1995). 

11..33..11  OObbrraannaa  nnááddoorrůů   pprroott ii   ii mmuunnii ttěě   

Mechanismů, kterými se nádory 

brání před eliminací imunitním 

systémem, je mnoho (viz Obr. 2). 

Patří mezi ně například potlačení 

exprese MHC I molekul, jež vede 

k tomu, že nádory nemohou být 

rozpoznány cytotoxickými T 

lymfocyty. Ztráta adhezních molekul 

(ICAM1, CD40) vede ke snížení 

interakcí s efektorovými lymfocyty. 

Nádorové buňky rovněž produkují 

cytokiny, TGF beta a IL-10, které 

mají přímý imunosupresivní vliv na 

proliferaci T lymfocytů. Tyto cytokiny jsou rovněž důležité při vytváření CD4+CD25+ T 

regulačních lymfocytů. Jedním z dalších mechanizmů je vypuštění sFasL (soluble Fas ligand) 

nádorovými buňkami. Ty pak interagují s Fas receptory na povrchu protinádorových 

efektorových buněk a mohou způsobit jejich apoptózu (Poggi a spol. 2006) 

OBR. 2:  M ECHANISMY OBRANY NÁDORU P ŘED IMUNITNÍM 

SYSTÉMEM (POGGI A SPOL . 2006) 
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11..44  II MM UUNNOODDEEFF II CCII EENNTT NNÍÍ   MM YY ŠŠII   

11..44..11  SSCCII DD  mmyyššii   

Označení kmene:C.B17-scid/IcrCrl  

SCID myši byly vytvořeny v roce 1980 z C.B-17/Icr myší ve Fox Chase Cancer Center ve 

Filadelfii. Mají genetickou autosomálně recesivní mutaci scid (severe combined 

imunodeficiency = těžká kombinovaná imunodeficience). Tato zvířata trpí výraznou 

deficiencí T- a B- lymfocytů. Mají normální hladinu NK buněk, makrofágů a granulocytů 

(AnLab 2010). 

11..44..22  MM yyššii   ss  ddeeff eekkttnníímm  ggeenneemm  pprroo  CCDD88  mmooll eekkuull uu  

Označení kmene: B6.129S2-Cd8atm1Mak/J 

Tento kmen byl vyvinut cílenou mutací genu pro CD8 receptor u C57BL/6 myší. Mutace 

v tomto genu způsobuje neschopnost vývoje CD8+ cytotoxických lymfocytů. Absence 

cytotoxických lymfocytů má pak za následek zvýšenou citlivost k vnitrobuněčným infekcím 

(Jax mice database 2010). 

11..44..33  MM yyššii   ss  ddeeff ii ccii tteemm  pprroo  ppeerr ff oorr ii nn  ((PPKK OO))   

    Označení kmene: C57BL/6-Prf1<tm1Sdz> /J 

Myši s deficitem pro perforin mají normální hladiny imunitních efektorů. Ovšem CTL a 

NK buňky nejsou schopny lyzovat virem napadené buňky a alogenní fibroblasty in vitro (Jax 

mice database 2010). 

Perforin je protein klíčový pro cytotoxickou funkci NK buněk a cytotoxických T 

lymfocytů (CTL), je uložen v granulích cytoplazmy těchto buněk. Pokud CTL rozpozná 

pozměněnou buňku, obsah granulí se uvolní, monomery perforinu utvoří polymerní strukturu 

na povrchu cílové buňky a v tomto místě vznikne otvor v membráně, který zapříčiní smrt této 

buňky (Boháček 1994) 
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2. CÍLE PRÁCE  

• Zjistit závislost proenzymoterapie na imunitním systému 

• Proenzymoterapie malignit u SCID a CD8a- myší 
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3. M ATERIÁL A METODY  

33..11  PPOOUUŽŽ II TT ÉÉ  CCHH EEMM II KK ÁÁ LL II EE   

Byl použit bovinní trypsinogen (14 000 BAEE jednotek/mg proteinu po aktivaci), bovinní 

alfa-chymotrypsinogen A (48 BTEE jednotek/mg lyofilizovaného preparátu po aktivaci) a 

alfa-amyláza z Bacillus sp. (1780 maltózových jednotek /mg proteinu) – vše dodáno firmou 

Sigma Aldrich. 

33..22  LL AA BBOORRAA TT OO RRNNÍÍ   ZZ VV ÍÍ ŘŘAA TT AA   AA   BBUUNNĚĚČČNNÉÉ  LL II NNII EE   

SPF BALB/c myši byly dodány firmou Charles River Laboratories Laboratories (Sulzfeld, 

Německo), CD8a- myši (B6.129S2-Cd8atm1Mak/J), SCID (C.B17-scid/IcrCrl) myši a PKO 

myši (C57BL/6-Prf1<tm1Sdz> /J) z chovu Parazitologického Ústavu AV ČR, chovné páry 

byly dodány firmou Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). 

Imunodeficientní myši (CD8a-, SCID, PKO) byly chovány v přetlakových izolátorech 

(BEM Znojmo). 

Buněčné linie sarkomu S-180 a melanomu B16/F10, oboje dar od Prof. Říhové, 

Mikrobiologický Ústav AV ČR, Praha, byly kultivovány v médiu RPMI 1640 s 10% FCS a 

antibiotiky (Sigma Aldrich). 

33..33  SSTT AA TT II SSTT II CCKK ÉÉ  ZZ PPRRAA CCOOVV ÁÁ NNÍÍ   DDAA TT   

Statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí Studentova t-testu v programu MS Excel. 

33..44  PPRROOEENNZZ YY MM OOTT EERRAA PPII EE ,,   SSLL OO ŽŽ EENNÍÍ   PPRROOEENNZZ YY MM OOVV ÉÉ  SSMM ĚĚSSII   

Byla použita směs o následujícím složení: 0,56 mg trypsinogenu + 0,56 mg 

chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylázy na ml fyziologického roztoku, sterilizované filtrací. 
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33..55  SSTT UUDDII UUMM   VV LL II VV UU  PPRROOEENNZZ YY MM OOTT EERRAA PPII EE  NNAA   RRŮŮSSTT   NNÁÁ DDOORRŮŮ   UU   

II MM UUNNOODDEEFF II CCII EENNTT NNÍÍ CCHH   MM YY ŠŠÍÍ   ––  OORRGGAA NNII ZZ AA CCEE  EEXX PPEERRII MM EENNTTŮŮ   

33..55..11  PPůůssoobbeenníí   pprrooeennzzyymmootteerraappii ee  uu  CCDD88aa--   mmyyššíí   

3.5.1.1 1. experiment – působení terapie u CD8a- myší 

nesoucích melanom B16-F10 

Byly použity 8týdenní samice myší CD8a-. Všem myším bylo aplikováno s.c. 450 000 

buněk melanomu B16-F10. 13. den po aplikaci melanomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 2 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách. Téhož dne byla započata 

proenzymoterapie. 

• Skupina I: 3 samice CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno po 

0,1 ml fyziologického roztoku 

• Skupina II:  4 samice CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 

ml proenzymové směsi 

Byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádorů. 

3.5.1.2 2. experiment – CD8a- sledování vl ivu pohlaví na 

působení proenzymoterapie a růst nádorů  (melanom B16-

F10) 

Byly použity 8týdenní samice a samci myší CD8a-. Všem myším bylo aplikováno s.c. 

450 000 buněk melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu byly myši, u kterých bylo 

možné pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 4 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách. Téhož dne byla započata 

proenzymoterapie. 

• Skupina I: 5 samců CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 

ml proenzymové směsi 

• Skupina II:  5 samců CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno po 

0,1 ml fyziologického roztoku 

• Skupina III:  4 samice CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 

0,1 ml proenzymové směsi 
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• Skupina IV:  3 samice CD8a-, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno po 

0,1 ml fyziologického roztoku 

Byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádorů a závislost tohoto účinku na pohlaví. 

33..55..22  PPůůssoobbeenníí   pprrooeennzzyymmootteerraappii ee  uu  SSCCII DD  mmyyššíí   

3.5.2.1 1. experiment – srovnání působení proenzymoterapie u 

SCID a BALB/c myší na sarkom S-180 

Byly použity 8týdenní samice myší SCID a BALB/c. Všem myším bylo aplikováno s.c. 

500 000 buněk sarkomu S180. 13. den po aplikaci sarkomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 4 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách.  

• Skupina I: 6 samic SCID, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 ml 

fyziologického roztoku 

• Skupina II:  6 samic SCID, proenzymoterapie, denně i.m. do svaloviny levé zadní 

nohy aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

• Skupina III: 8 samic BALB/c, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 

0,1 ml fyziologického roztoku 

• Skupina IV: 8 samic BALB/c, proenzymoterapie, denně i.m. do svaloviny levé zadní 

nohy aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

Byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádorů a rozdíly v jejím působení u obou 

kmenů myší. 

3.5.2.2 2. experiment – srovnání působení proenzymoterapie u 

starších SCID a BALB/c myší na nádory sarkomu S-180 

Byly použity 18týdenní samice myší SCID a BALB/c. Všem myším bylo aplikováno s.c. 

400 000 buněk sarkomu S180. 11. den po aplikaci sarkomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 4 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách.  

• Skupina I: 10 samic SCID, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 

0,1 ml proenzymové směsi 
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• Skupina II:  10 samic SCID, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 

0,1 ml fyziologického roztoku 

• Skupina III:  10 samic BALB/c, , denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy 

aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

• Skupina IV:  10 samic BALB/c, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy 

aplikováno 0,1 ml fyziologického roztoku 

Stejně jako v předchozím experimentu byly sledovány rozdíly v působení 

proenzymoterapie a růstu nádorů u obou kmenů myší. 

3.5.2.3 3. experiment – proenzymoterapie melanomu B16-F10 u 

SCID samců  

Byli použiti 10týdenní samci myší SCID. Všem myším bylo aplikováno 400 000 buněk 

melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 2 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách.  

• Skupina I: 13 samců SCID, proenzymoterapie, denně i.m. do svaloviny levé zadní 

nohy aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

• Skupina II:  13 samců SCID, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 

ml fyziologického roztoku 

Byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádoru, rychlost růstu a uchycení melanomu u 

SCID myší. V tomto pokusu byli použiti samci z důvodu rychlejšího růstu a lepšího uchycení 

nádorů. 

33..55..33  PPůůssoobbeenníí   tteerraappii ee  uu  PPKK OO  mmyyššíí   (( tteerraappii ee  mmeell aannoommuu  BB1166--FF1100))   

Byly použity 8týdenní samice myší PKO. Všem myším bylo aplikováno 400 000 buněk 

melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 2 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách. Rozdělení: 

• Skupina I:  6 samic PKO, proenzymoterapie, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy 

aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 
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• Skupina II:  6 samic PKO, denně i.m. do svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 ml 

fyziologického roztoku 

Byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádorů.  

33..66  SSLL EEDDOOVV ÁÁ NNÍÍ   II MM UUNNOOLL OOGGII CCKK ÝÝ CCHH   PPAA RRAA MM EETT RRŮŮ   PPŘŘ II   

PPRROOEENNZZ YY MM OOTT EERRAA PPII II   NNÁÁ DDOORRŮŮ   

33..66..11  SSttaannoovveenníí   hhll aaddii nn  CCDD44++,,  CCDD88++  TT  ll yymmff ooccyyttůů ,,  TT  rreegguull aaččnníícchh  

ll yymmff ooccyyttůů ,,   NNKK   aa  NNKK TT  bbuunněěkk  aa  hhll aaddii nn  II FFNN--γγ   aa  II LL --1100  

Byly použity 12týdenní samice C57BL/6. Polovině myší bylo aplikováno 400 000 buněk 

melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu byly myši, u kterých bylo možné 

pohmatem detekovat nádory, rozděleny do 2 skupin (viz níže). Bylo při tom dbáno na 

srovnatelnost velikostní distribuce v jednotlivých skupinách. Druhá polovina myší, bez 

nádorů, byla rovněž rozdělena do 2 skupin. Rozdělení: 

• Skupina I: 12 samic C57BL/6 s nádorem, proenzymoterapie, denně i.m. do 

svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

• Skupina II:  12 samic C57BL/6 s nádorem, denně i.m. do svaloviny levé zadní 

nohy aplikováno 0,1 ml fyziologického roztoku 

• Skupina III:  9 samic C57BL/6 bez nádoru, proenzymoterapie, denně i.m. do 

svaloviny levé zadní nohy aplikováno 0,1 ml proenzymové směsi 

• Skupina IV:  9 samic C57BL/6 bez nádoru, denně i.m. do svaloviny levé zadní 

nohy aplikováno 0,1 ml fyziologického roztoku. 

21., 28. a 34. den experimentu bylo usmrceno vždy po třech myších z každé skupiny, byl 

proveden odběr krve z cév ramenního pletence a byla vyjmuta slezina. Slezina pak byla 

použita ke stanovení poměru CD4 a CD8 T lymfocytů, zastoupení T regulačních lymfocytů a 

NK buněk na průtokovém cytometru a rovněž ke stanovení hladiny produkce cytokinů 

metodou ELISA. 

3.6.1.1 Prů toková cytometrie – stanovení CD4+, CD8+ T 

lymfocytů , T regulační lymfocytů ,  NK a NKT bun ěk 

 Odebraná slezina byla rozmělněna přes sítko a buňky byly rozsuspendovány v RPMI 1640 

s 5% FCS a třikrát promyty. Poté byly rozsuspendovány v 1ml média a spočítány v Bürkerově 
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komůrce. Bylo odděleno 10 milionů buněk, ve kterých byly zlyzovány erytrocyty pomocí 

0,84% roztoku NH4Cl. Buňky byly dvakrát promyty v PBS s 2% FCS a nakonec rozděleny 

po 1 milionu do 96 jamkového panelu (viz Tabulka 1) 

 Po té bylo k buňkám, kromě negativní kontroly, přidáno 10 µl extracelulárně barvící 

směsi: 

• CD4/CD8: FITC Conjugated Anti-Mouse CD4 (L3T4) (eBioscience) a PE Conjgated 

Anti-Mouse CD8a (Ly-2) (eBioscience) ředěny 1:100 

• FITC/PE isotypová kontrola: FITC Conjugated Armenian Hamster IgG isotype control 

a PE Conjugated Armenian Hamster IgG isotype control (eBioscience) ředěny 1: 100 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
neg CD4 CD8 CD25 FoxP3 NK CD3           

  FITC PE APC PE PE FITC           

  1   2   3   4   5   6   7   8   9   10   11   12 

B 
I A         III A             

                          

  13   14   15   16   17   18   19   20   21   22   23   24 

C 
I B         III B             

                          

  25   26   27   28   29   30   31   32   33   34   35   36 

D 
I C         III C             

                          

  37   38   39   40   41   42   43   44   45   46   47   48 

E 
II A         IV A             

                          

  49   50   51   52   53   54   55   56   57   58   59   60 

F 
II B         IV B             

                          

  61   62   63   64   65   66   67   68   69   70   71   72 

G 
II C         IV C             

                          

  73   74   75   76   77   78   79   80   81   82   83   84 

H 
                          

                          

  85   86   87   88   89   90   91   92   93   94   95   96 

 
neg CD4 FITC/PE CD4/CD25 CD3/NK neg CD4 FITC/PE CD4/CD25 CD3/NK 

    

 
   CD8a iso Foxp3       CD8a iso Foxp3   

TABULKA 1: ROZVRŽENÍ 96TIJAMKOVÉHO PANELU  
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• CD4/CD25: FITC Conjugated Anti-Mouse CD4 (L3T4) (eBioscience), 

Allophycocyanin (APC) anti-mouse CD25 (IL-2 Receptor α, p55) (eBioscience) 

ředěny 1:100 

• CD3/NK: Phycoerythrin (PE) anti-mouse NK1.1(eBioscience) ředěna 1:100, 

Fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-mouse CD3 (CD3e, epsilon subunit) 

(eBioscience) ředěna 1: 200 

• Do horní řady bylo přidáno 10 µl jednotlivých naředěných protilátek v příslušné 

koncentraci. 

Po 20 minutách byly buňky promyty 150 µl PBS s 2% FCS a bylo k nim přidáno 50 µl 

fixačně-permeabilizačního roztoku připraveného z PE anti-mouse/rat Foxp3 Staining Setu 

(eBioscience). Po uplynutí 30timinutové fixační doby byly buňky promyty v 

permeabilizačním pufru a k příslušným vzorkům bylo přidáno 10 µl roztoku PE Conjugated 

Foxp3 z PE anti-mouse/rat Foxp3 Staining Setu (eBioscience), naředěné 1:100 

v permeabilizačním pufru. Po 30 minutách byly buňky dvakrát promyty, rozsuspendovány 

v permeabilizačním pufru a změřeny na průtokovém cytometru BD LSR II. Výsledky byly 

vyhodnoceny v programu FlowJo. 

3.6.1.2 ELISA test – stanovení poměru Th1/Th2 na základě  

detekce cytokinů  IFN- γ  a IL-10 v ex-vivo kulturách 

Po milionu buněk z rozmělněné sleziny bylo ponecháno ve 200 µl RPMI s 5% FCS při 

teplotě 37°C. Po 24 hodinách bylo odebráno 150 µl média. V médiu byla pomocí metody 

ELISA stanovována hladina IFN-γ a IL-10. 

Detekce IFN-γ byla provedena pomocí komerčně dodávaného kitu Mouse IFNg 

(Interferon-gamma, IFN-γ) ‘Femto-HS’ High Sensitivity ELISA Ready-SET-Go! 

(eBioscience, cat. no. 88-8314-88) dle návodu výrobce. 

Detekce IL-10 byla také provedena pomocí komerčně dodávaného kitu Mouse IL-10 

(Interleukin-10, IL10) ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience, cat. no. 88-7104-88) dle 

přiloženého návodu. 
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4. VÝSLEDKY  

44..11  SSTT UUDDII UUMM   VV LL II VV UU  PPRROOEENNZZ YY MM OOTT EERRAA PPII EE  NNAA   RRŮŮSSTT   NNÁÁ DDOORRŮŮ   UU   

II MM UUNNOODDEEFF II CCII EENNTT NNÍÍ CCHH   MM YY ŠŠÍÍ     

44..11..11  PPůůssoobbeenníí   pprrooeennzzyymmootteerraappii ee  uu  CCDD88aa--   mmyyššíí   

4.1.1.1 1. experiment – působení terapie u CD8a- myší 

nesoucích melanom B16-F10 

 

OBR. 3: PŮSOBENÍ TERAPIE U CD8A- MYŠÍ NESOUCÍCH MELANOM B16-F10 

V tomto experimentu byl sledován vliv proenzymoterapie na růst nádorů u myší 

s defektním genem pro CD8 molekulu. Plán pokusu popisuje kapitola 3.5.1.1. Kontrolní 

C57BL/6 myši nebyly použity, jelikož účinek proenzymové směsi při terapii melanomu B16-

F10 (více než 50% redukce růstu nádorů) byl již několikrát (7x) v minulosti statisticky 

významně potvrzen (Kalferstová 2008). Mezi oběma skupinami nebyl statisticky významný 

rozdíl a z grafu lze vyčíst, že proenzymoterapie neměla na růst nádorů vliv (Obr. 3). 
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4.1.1.2 2. experiment – CD8a- sledování vl ivu pohlaví na 

působení proenzymoterapie a růst nádorů  (melanom B16-

F10) 

 

OBR. 4: SROVNÁNÍ PŮSOBENÍ TERAPIE MEZI CD8A- SAMCI A SAMICEMI  

V tomto pokusu byl srovnáván vliv proenzymoterapie a pohlaví na růst nádoru.  Schéma 

pokusu zachycuje kapitola 3.5.1.2. Z grafu (Obr. 4) je patrné, že nádory u samců rostly 

rychleji než u samic a působení směsi chymotrypsinogenu, trypsinogenu a amylázy mělo u 

samců spíše opačný než terapeutický účinek. Ve velikosti nádorů nebyl mezi léčenými a 

neléčenými samicemi stejně jako v předchozím experimentu rozdíl. 
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44..11..22  PPůůssoobbeenníí   pprrooeennzzyymmootteerraappii ee  uu  SSCCII DD  mmyyššíí   

4.1.2.1 1. experiment – srovnání působení proenzymoterapie u 

SCID a BALB/c myší na sarkom S-180 

 

OBR. 5: SROVNÁNÍ PŮSOBENÍ TERAPIE A RYCHLOSTI R ŮSTU SARKOMU S-180 U SCID A BALB/ C MYŠÍ ;  ***  = 

P<0,0001 

Cílem tohoto experimentu bylo srovnání působení terapie u SCID a BALB/c myší. Schéma 

tohoto pokusu je popsáno v kapitole 3.5.2.1. U imunodeficientních myší opět nebyl 

zaznamenán statisticky významný rozdíl mezi léčenými a neléčenými samicemi (viz Obr 5). 

Nádory u imunodeficientních myší rostly podstatně rychleji než u zdravých myší. Terapie 

sarkomu S-180 u BALB/c myší dosáhla 20. den statisticky významného výsledku v redukci 

růstu nádorů. 
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4.1.2.2 2. experiment – srovnání působení proenzymoterapie u 

starších SCID a BALB/c myší na nádory sarkomu S-180 

 

OBR. 6: SROVNÁNÍ PŮSOBENÍ TERAPIE A RYCHLOSTI R ŮSTU SARKOMU S-180 U SCID A BALB/ C MYŠÍ ;  *  = P 

<0,05, **  = P <0,01, ***  = P<0,005, ****  = P<0,0005 

Stejně jako v předchozím experimentu byl sledován a srovnáván vliv proenzymoterapie na 

růst sarkomu S-180 u SCID a BALB/c myší. Schéma pokusu popisuje kapitola 3.5.2.2. U 

SCID myší neměla proenzymoterapie terapeutický účinek, naopak růst nádorů z neznámých 

důvodů stimulovala, tato skutečnost je v grafu (Obr. 6) jasně patrná, nicméně kromě 21. dne 

(P<0,05) nedosáhla hladiny statistické významnosti. Redukce růstu sarkomu pod vlivem 

terapie u BALB/c myší dosáhla 18., 21., 25., 32., 39. a 46. dne statistické významnosti. Po 32. 

dni byla část pokusu zahrnující SCID myši ukončena z důvodu příliš velkého objemu nádorů. 
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4.1.2.3 3. experiment – proenzymoterapie melanomu B16-F10 u 

SCID samců  
 

 

OBR. 7: PŮSOBENÍ TERAPIE NA RYCHLOST R ŮSTU MELANOMU B16-F10 U SCID SAMCŮ 

Hlavní cíle tohoto pokusu byly dva, sledování vlivu terapie na růst nádorů a sledování 

růstu melanomu B16-F10 u SCID samců. Plán tohoto pokusu je popsán v kapitole 3.5.2.3. 

Dle očekávání se melanom B16-F10 ujal u naprosté většiny samců. Samci byli vybráni 

z důvodu rychlejšího růstu nádorů. Stejně jako v předchozích dvou pokusech vykázala terapie 

opačný účinek a to stimulaci nádorového růstu, což je dobře patrné v grafu (Obr. 7). 
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44..11..33  PPůůssoobbeenníí   tteerraappii ee  uu  PPKK OO  mmyyššíí   (( tteerraappii ee  mmeell aannoommuu  BB1166--FF1100))   

 

OBR. 8: PŮSOBENÍ TERAPIE NA RYCHLOST R ŮSTU MELANOMU B16-F10 U PKO  MYŠÍ  

V tomto experimentu byl sledován vliv terapie na růst nádorů u myší s deficitem pro 

perforin. Plán experimentu popisuje kapitola 5.3.3. Stejně jako u CD8a- myší neměla terapie 

vliv na rychlost růstu nádorů (viz Obr. 8). 
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44..22  SSLL EEDDOOVV ÁÁ NNÍÍ   II MM UUNNOOLL OOGGII CCKK ÝÝ CCHH   PPAA RRAA MM EETT RRŮŮ   PPŘŘ II   

PPRROOEENNZZ YY MM OOTT EERRAA PPII II   NNÁÁ DDOORRŮŮ   

44..22..11    SSttaannoovveenníí   hhll aaddii nn  CCDD44++,,  CCDD88++  TT  ll yymmff ooccyyttůů ,,  TT   

rreegguull aaččnníícchh  ll yymmff ooccyyttůů ,,   NNKK   aa  NNKK TT  bbuunněěkk  aa  ssttaannoovveenníí   

ppoomměě rruu  TThh11//TThh22  

Tento pokus byl zaměřen na sledování imunologických parametrů, jako jsou hladiny 

CD4+, CD8+ T lymfocytů, T regulačních lymfocytů, NK a NKT buněk ve slezině a poměru 

Th1/Th2 detekcí produkce IFN-γ a IL-10 slezinnými buňkami. Podrobný popis pokusu je 

zahrnut v kapitole 3.6.2. 

4.2.1.1 Prů toková cytometrie – stanovení CD4+, CD8+ T 

lymfocytů , T regulační lymfocytů ,  NK a NKT bun ěk 

 

OBR. 9: POČET BUNĚK VE SLEZIN Ě 

Počet buněk sleziny rostl v průběhu pokusu úměrně s velikostí nádorů. Rovněž byl 

zaznamenán lehký vzestup počtu buněk u kontrolních léčených myší (viz Obr. 9). 
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OBR. 10: ZASTOUPENÍ LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě – POČET  

 

OBR. 11: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě  

Poměrné zastoupení lymfocytů ve slezině odpovídalo poměru počtů buněk sleziny 

v jednotlivých skupinách (Obr. 10). Také rostlo úměrně s velikostí nádorů. Došlo ovšem ke 

snížení procentuálního zastoupení lymfocytů, které bylo spjaté s terapií i růstem nádorů. (viz 

Obr. 11) 
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OBR. 12: ZASTOUPENÍ CD4+ T  LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě - POČET  

 

OBR. 13: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ CD4+ T  LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě 

U nádorových myší byl zaznamenán vzestup absolutního počtu CD4+ T lymfocytů (Obr. 

12), jejich procentuální zastoupení se ovšem snižovalo (Obr. 13). U kontrolních léčených 

myší byl zaznamenán lehký pokles absolutního počtu i procentuálního zastoupení. 
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OBR.14: ZASTOUPENÍ CD8+ T  LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě - POČET  

 

OBR.15: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ CD8+ T  LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě 

CD8+ T lymfocyty byly z hlediska absolutního počtu  zvýšeny u nádorových myší (Obr. 

14), nicméně snížení jejich procentuálního zastoupení bylo spojeno s velikostí nádorů a terapií 

(Obr. 15). 
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OBR.16: POM ĚR CD4/CD8 T  L YMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě 

U všech myší (léčených i neléčených) došlo ke snížení poměru CD4+ a CD8+ T lymfocytů 

(viz Obr. 16). 
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OBR.17: ZASTOUPENÍ CD4+CD25+ T  REGULAČNÍCH LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě - POČET  

 

OBR.18: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ CD4+CD25 T  REGULAČNÍCH LYMFOCYT Ů VE SLEZIN Ě 

Z hlediska absolutních počtů (Obr. 17) byly T regulační lymfocyty zvýšeny u myší 

nesoucích melanom B16-F10. Jejich procentuální zastoupení se ale v rámci skupin nelišilo 

(Obr. 18) 
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OBR.19: ZASTOUPENÍ NK  BUNĚK VE SLEZIN Ě - POČET  

 

OBR.20: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ NK  BUNĚK VE SLEZIN Ě 

Zastoupení NK buněk ve slezině bylo 28. den z hlediska absolutních počtů (Obr. 19) i 

procentuálního zastoupení (Obr. 20) mezi skupinami vyrovnané, 34. den však došlo k nárůstu 

jak počtu, tak procentuálního zastoupení u nádorových myší a skupiny kontrolních léčených 

myší. 

 



38 

 

 

 

OBR.21: ZASTOUPENÍ NKT  BUNĚK VE SLEZIN Ě - POČET  

 

OBR.22: PROCENTUÁLNÍ ZASTOUPENÍ NKT  BUNĚK VE SLEZIN Ě 

Počet NKT buněk byl výrazně zvýšen u myší nesoucích melanom B16-F10 (viz Obr. 21). 

Procentuální zastoupení (viz Obr. 22) bylo 28. den vyrovnané a 34. den lehce poklesla hladina 

NKT buněk u léčených myší s melanomem a vzrostla hladina těchto buněk u kontrolních 

myší. 
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4.2.1.2  ELISA test – stanovení poměru Th1/Th2 na základě  

detekce cytokinů  IFN- γ  a IL-10 v ex-vivo kulturách 

  
OBR.23: DETEKCE IFN- γ Z  MÉDIA EX -VIVO KULTUR  

 

OBR.24: DETEKCE IL-10 Z  MÉDIA EX -VIVO KULTUR  

V prvním bodě měření byl IFN-γ detekovatelný pouze u neléčených myší s melanomem, u 

ostatních skupin byl IFN-γ stejně jako 28. den na hranici detekovatelnosti (viz Obr 23). 34. 

den byla zaznamenána vyšší produkce interferonu u kontrolních léčených myší a neléčených 

myší. U neléčených myší s melanomem byla hladina interferonu oproti 21. dni snížena. 
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21. den experimentu byla produkce IL-10 splenocyty ve všech skupinách na hranici 

detekovatelnosti. 28. den byla zaznamenána nejvyšší produkce u obou léčených skupin a 34.  

den byla hladina interleukinu nejvyšší u kontrolních léčených myší (viz Obr 24). 
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5. DISKUSE 

Hlavními cíly této práce bylo sledování vlivu proenzymoterapie nádorů u 

imunodeficientních myší a vlivu terapie a nádorové progrese na imunologické parametry. 

Dosavadní výsledky ukazují, že proenzymoterapie výrazně snižuje nádorový růst jak sarkomů 

(Kaiserová 2008), tak melanomů (Kalferstová 2008), snižuje metastazibilitu melanomu a 

prodlužuje přežití u myší bez imunodeficience. Možným mechanismem by mohla být 

aktivace proenzymů v blízkosti nádorů (Novák a Trnka 2005). Podle této teorie se proenzymy 

mění v místě nádoru na aktivní enzymy a lokálně působí, je tedy vyžadováno menší množství 

proteáz než v případě systémové enzymoterapie. Aktivní enzymy pak aktivují alfa-2-

makroglobulin a ten vazbou nádorem produkovaných cytokinů narušuje stav imunotolerance 

nádoru. Tento mechanismus však není plně experimentálně podložen (Desser a spol. 2001, 

Leipner a Saller 2000) 

U myší bez získané imunity, tj. SCID myší bez T a B lymfocytů, myší s defektem pro 

CD8a molekulu a deficitem pro perforin proenzymoterapie selhávala a v některých případech, 

konkrétně u SCID myší, nádorový růst dokonce podporovala. Z tohoto pozorování tedy 

vyplývá, že je proenzymoterapie závislá na plnohodnotném imunitním systému a její 

působení je nepřímé, zprostředkované imunitním systémem. Ze skutečnosti, že u SCID myší 

léčba nejen nefungovala, ba dokonce podporovala růst nádorů, lze vyvodit, že roli 

v úspěšnosti léčby hrají nejen efektové CTL lymfocyty, ale i CD4+ T lymfocyty a B 

lymfocyty. Tato zjištění nejsou přímým důkazem mechanismů výše uvedených, ale jsou 

s nimi ve shodě a podporují je.   

Pro podporu nádorového růstu pod vlivem terapie u SCID myší máme následující 

vysvětlení. Aktivní proteázy vznikající z proenzymů v místě nádorů (Novák a Trnka, 2005) 

převáděly lokálně alfa-2 makroglobulin do "fast" formy a docházelo k vychytávání cytokinů 

navozujících toleranci. Imunodeficientní myši se od myší s kompletní imunitou liší pouze 

různě hlubokými dopady tohoto jevu na fungování imunity. Na rozhraní tkáň-nádor působí 

enzymy spojené s přirozenou nádorovou invazivitou a dochází zde rovněž k aktivaci 

proenzymů. Před vyvázáním trypsinu a chymotrypsinu alfa-2-makroglobulinem zde mohlo 

docházet ke krátkodobému zvýšení proteolytické aktivity, jež působila na obě strany. Ve 

směru ke tkáni prohlubovala invazi nádoru a ve směru k nádoru vedla ke vzniku sféroidů 

(Novák a Trnka, 2005, Kaiserová a spol., in prep.). Vznik sféroidů může sice ovlivňovat 
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metastázování (Novák a Trnka, 2005), ale zřejmě nebyl pro růst nádorů rozhodující a tak v 

celkovém úhrnu byla nejspíše rozhodující podpora invazivity. Proto u imunodeficientních 

myší nádory rostly rychleji a bylo to patrné tím více, čím více imunita selhávala. U myší s 

nenarušenou imunitou pak převážil vliv podpory imunity. 

Poznání principů působení (pro)enzymové terapie bude vyžadovat zřejmě ještě mnoho 

dalšího úsilí, ale i dosavadní poznatky mají bezprostřední praktický dopad. Proteázové 

přípravky pro systémovou enzymovou terapii různých onemocnění včetně nádorových nabízí 

řada firem. Přípravky jsou velmi často doporučovány jako podpůrné po chemoterapii. 

Imunitní systém je po chemoterapii vždy velmi vážně poškozen, tudíž vzhledem k výše 

uvedenému požadavku na plně funkční imunitu můžeme konstatovat, že uvedená doporučení 

jsou nesmyslná a používání těchto drahých preparátů je bohužel za popsaných okolností 

marné.   

V průběhu experimentů docházelo k rapidnímu zvýšení počtu buněk sleziny, které bylo 

zjevně spjaté s nádorovým růstem a částečně i s terapií. V závislosti na působení terapie a na 

nádorovém růstu došlo ke snížení procentuálního zastoupení lymfocytů, neznamená to ovšem, 

že by došlo k redukci počtu lymfocytů, ten rostl s rostoucím počtem buněk sleziny, nicméně 

došlo k pomnožení jiných v tomto experimentu neidentifikovaných buněk.  

Množství CD4+ a zejména CD8+ T lymfocytů se pod vlivem růstu nádorů zvyšovalo a 

jejich poměr se u všech myší změnil na 1:1, nicméně jejich procentuální zastoupení naopak 

jako v případě všech lymfocytů pod vlivem nádorového růstu a rovněž terapie klesalo. Stejně 

jako u počtu a procent lymfocytů se domníváme, že se tak dělo v souvislosti s růstem počtu 

buněk sleziny a pomnožení ostatních buněk. 

Z hlediska absolutních počtů bylo zastoupení T regulačních lymfocytů zvýšené u myší 

nesoucích melanom B16-F10, jejich procentuální zastoupení však bylo oproti očekávání mezi 

skupinami vyrovnané a tento výsledek lze opět přičítat pouze zvýšenému počtu buněk ve 

slezinách myší nesoucích melanom. Dle výše uvedených představ o fungování 

proenzymoterapie (úloha alfa-2-makroglobulinu atd.) jsme očekávali výrazný pokles T 

regulačních lymfocytů u skupin léčených myší. Tento efekt se však systémově projevil jen 

částečně a jen při vyhodnocení počtu T regulačních lymfocytů. Pro jeho prokázání (či úplné 

vyvrácení) bude tedy třeba zanalyzovat prostředí samotných nádorů. 
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Pod vlivem nádorového růstu, ale hlavně terapie byl 34. den zaznamenán, jak procentuální, 

tak početní nárůst NK buněk. Tato skutečnost na rozdíl od ostatních parametrů nebyla závislá 

jen na počtu buněk sleziny. 

Procentuální zastoupení NKT buněk bylo 28. den vyrovnané, 34. dne lehce poklesla 

hladina u myší nesoucích melanom a lehce se zvýšila hladina u kontrolních neléčených myší. 

V zásadě však výsledky korelovaly s velikostí sleziny. 

Celkově to tedy znamená, že podobně jako růst nádorů měla i proenzymoterapie vliv na 

proliferaci buněk imunitního systému a jejich zmnožení ve slezině. A tato skutečnost měla 

nepřímý vliv na zvýšení počtu jednotlivých buněk imunitního systému. Pouze na NK buňky 

ovšem zapůsobila proenzymoterapie nejspíše přímo. 

Během experimentu bylo zaznamenáno zvýšení produkce IL-10 a tím pádem posunutí 

Th1/Th2 rovnováhy směrem k Th2. Snížení produkce IL-10 34. den u myší nesoucích 

melanom si vysvětlujeme celkovým vyčerpáním organismu a tudíž i imunitního systému.  

Zvýšení hladiny IL-10 rovněž vysvětluje zvýšení počtu NK buněk. IL-10 totiž nepřímo 

stimuluje jejich proliferaci (Carson a spol. 1995). Právě tato skutečnost by mohla být další 

částí skládanky k nalezení mechanismu proenzymoterapie. 

Cílem dalších studií by tedy mělo být odhalení „totožnosti“ buněk, které byly ve slezině 

zmnoženy, zjištění zastoupení B lymfocytů, monocytů/makrofágů a granulocytů, srovnání 

zastoupení jednotlivých buněk imunitního systému v krvi, slezině a případně v nádoru. 
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6. SOUHRN  

• Byl potvrzen statisticky významný účinek proenzymoterapie na snížení růstu nádorů u 

BALB/c myší. 

• U SCID myší rostly nádory rychleji než u kontrolních myší (BALB/c). U samců 

rychleji než u samic. 

• Proenzymoterapie nefungovala u žádného z kmenů imunodeficientních myší (SCID, 

CD8a-, PKO). 

• Závislost proenzymoterapie na plně funkčním imunitním systému koreluje 

s uvažovaným mechanismem vázání cytokinů navozujících toleranci do komplexu 

s aktivovaným alfa-2-makroglobulinem, není však přímým důkazem tohoto 

mechanismu. 

• Nepřímé (na imunitě závislé) působení proenzymoterapie poukazuje na nutnost 

používat terapie založené na působení proteáz jen u lidí s nenarušenou imunitou, tedy 

ne např. po chemoterapii. 

• Byl zjištěn prudký vzestup počtu buněk sleziny u C57BL/6 myší nesoucích melanom 

B16-F10 pod vlivem nádorového růstu, ale i proenzymoterapie. 

• Pod vlivem zvýšení počtu buněk sleziny došlo ke zvýšení počtu CD4+, CD8+ T 

lymfocytů, T regulačních lymfocytů a NKT buněk, jejich procentuální zastoupení však 

u nádorových myší buď klesalo (CD4+, CD8+ T lymfocyty), nebo zůstalo srovnatelné 

s ostatními skupinami. 

• Proenzymoterapie, stejně jako nádorový růst, vykázala vliv na zvýšení počtu i 

procentuálního zastoupení NK buněk. 

. 
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