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1. Uvobp

1.1 RAKOVINA

1.1.1 Obecna charakteristika

Rakovina je soubor onemasri, kterd se vyzraji nekontrolovanym buignym dlenim,
invazivitou a v gkterych gipadech také metastazibilitou. P¥awvou invazivitou a
metastazibilitou se liSi velmi nebezpé maligni nadory od ménnebezpénych nadoi

benignich.

Rakovina byva #Sinou zmisobena jednou nebo spiSe souborem mutaci v gedmtick
materialu buky (Fearon, 1997), po jejichZ préfinuti se bitka z&ne nejen nekontrolovan
delit, ale také se prodlouzi jeji Zivotnost. &rito znenam v genomu hiky dochazi naiiklad
v dasledku misobeni karcinogeén(cigaretovy koi radiace, izné chemikalie, bakterialni a

virové infekce), chybouipreplikaci DNA nebo mohou bytdi¢né.
Zakladnimi typy dle fivodu dané biky jsou:
» Karcinom — pochézejici z21ke ¢i tkani vnitnich orgai
e Sarkom — postihujici kosti, chrupavku, svaly, tubo\a pojivovou tka
* Leukémie — rakovina zapmmajici v kostni éeni
e Lymfom a myelom — rakovina bk imunitniho systému
» Rakovina centrélni nervové soustavy (U.S. Nati@eicer Institute 2010)

1.1.2 Melanom

Melanom je agresivni, vysoce metastazujici maligmémocsni, které vznika maligni

transformaci melanoaytkuze, stevaci oka (vzacs).

Pivod maligniho melanomu jaizny. Maze vzniknout de novo, nebo z jiz existujiciho

melanocytového névu. RozliSujerigti zakladni typy melanomu:

* Lentigo maligna melanoma — Tento typ vznika na pedklentigo maligna
(pomalu se z&tSujici nestejt hnédé pigmentované lozisko naiki vystavené

pusobeni ultrafialového #éni, které ma histologicky obraz melanoma in situ)



viN s

nez u ostatnich typ

e Povrcho¥ se S&fici melanom — Je n&sgjSi formou melanomu, nauki
negasgji zad a dolnich ko¥etin vznika nesteph barevné, hladké azeékolik

centimetii velké lozisko.

* Nodularni melanom — Dominuje wjnvertikélni rast, od p@atku vznika jako

postupr rostouci hrbol. Jedna se o nejagregsinformu melanomu.

* Akrolentigindzni melanom — Tato forma melanomu sgeostatnich liSi pouze
svym umistnim akralg na dlanich, ploskach nohou, na nehtovégkd a na

sliznicich dutiny Ustni a genitalu.(Pizinger 20@6edon a spol. 2005)

V Ceské republice je kazdafiws prokédzano okolo 300 novychipadi tohoto onemoaini
(Marek 2010), zatimco v USA &o¢ touto chorobou onemocni 68 720 a ter8 650 lidi
(U.S. National Cancer Institute 2010).

1.1.2.1 Melanom B16-F10

Melanom B16-F10 je jednim zé&yi modefi mySiho (C57BL/6) melanomu, ktery je
charakterizovan vysokou schopnosti metastazovat zejména do plic (Nakamura et al.
2002). DalSimi modely jsou B16-F0, B16-F1, B16-BL6.

1.1.3 Sarkom

Sarkom je zhoubny nador postihujici tkamezenchymalnihotwodu. Dle tkas, kterou

postihuje, dlime sarkom do dvou hlavnich skupin:
» Osteosarkom — sarkom pochazejici z kostnigkan

» Sarkomy mdkkych tkani — ty se mohou vyvinout zkkych tkani, jako jsou
nagiklad tukova tké& (liposarkom), svaly (leiomyosarkom) a nervovariitka

(neurofibrosarkom).

V Ceské republice jim gm& onemocni zhruba 2 lidé na 100 000 obyvatel,igeftvrtina
Z nich.
1.1.3.1 Sarkom S-180

Sarkom S180 je mySi (BALB/c) sarkom, ktery se vyapa rapidnim éistem a vzacnym

vyskytem metastaz (Deodhar 1971), objevuje sé&j tiaké casto spontanni regrese (Shohat a
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spol. 1968), jez je jednoz&i®@ spojena se snizujici se fosfolipidovou aktivitdor{ies a spol.
1939).

1.2 TERAPIE MALIGNICH ONEMOCNENI ZALOZENE NA POUZITI

PROTEAZ

Zminku o (pro)enzymoterapii a vyuziti pankreatidkyenzyni k I&cbé¢ malignich
embryolog John Beard (1857-1924). Tenisigvé praci vSiml analogie mezi trofoblastem a
rakovinou. Aby trofoblast mohl spra¥nvyzivovat embryo, musi se zahnizdit d@&nst
délohy, coz je podmigno jeho invazivitou a schopnosti se réagat. Pra¥ téchto znak: si
Beard vSimal a naSel v nich podobnost s rakoviimpotlaeny trofoblast se fize vyvinout
v choriokarcinom. Beard se domnival, Ze aby se nektalo, je zapt¢bi @itomnosti
pankreatickych enzyinembrya. Proto se rozhodl zjistit, jak proteolyficknzym trypsin
pusobi na rakovinné biky a své doménky potvrdil (Beard 1906,1911). Nazval svogla
trypsinovou terapii, nicmén pouziti cerstvych pankreatickych vytazkswdci spiSe o
piitomnosti enzym v jejich neaktivni proenzymové foimcoz ve své praci adaziuji i
Novéak a Trnka, 2005Beard tedy l&I preparaty s nuih vysokym obsahem proenzym
(trypsinogen, chymotrypsinogen), které vSak neznkteré byly objeveny oékolik desitek
let pozdiji.

Jeho domiénky byly dale potvrzeny Beardovymi nasledovnikyg&iles 1906, Golley
1906, Cambell 1907, Golley 1909), ovSerkteii z nich nebyli tak Uusfni (Bainbridge
1909) a trypsinova terapie upadla v zapéninNeschopnost dosahnout stejnych vysiedk

jako Beard mohla byt dana pramystifikaci ohleds aktivity pouzitého trypsinu.

Systémové enzymoterapii se v asné dob vénuje rékolik subjekfi. Enzymy jsou
lidem podavany peroralnve vysokych davkachii aplikovany na mySich modelech
perrektalg (Wald 1998, 2001). &koli jsou v obou fipadech davky enzyimvelice vysoké,
do krve se dostane jen nepatrédst. V krvi jsou poté enzymy okamZitychytdvany a
inhibovany inhibitory proteaz, jako jsou rfédgad alfa-2-makroglobulin, alfa-1-antitrypsin,

alfa-1 antichymotrypsin,ifpadré u mysi contrapsin.

Proenzymoterapii se v nedavné databyval Novak a Trnka, 2005. Jejich in vitro
pokusy odhalily inhikini vliv proenzyni na migraci a invazivitu nadorovych hikn
V pokusech in vivo na mySim modelu byl vSak poudituze trypsinogen ve &S S
9



amylazou. Tato s#s prokazala terapeuticky a vyrazny protimetastazguyek na melanomu
B16. Amylaza zde mé& pouze pddpy vliv (Novak a Trnka 2005).

Uginnost terapie zaloZzené na proenzymech, konkrétn kombinaci trypsinogenu,
chymotrypsinogenu a amylazy, byla prokazana nachySiodelech jak na melanomu B16-
F10 (Kalferstova 2008), tak na sarkomu S-180 (Kaise 2008).

1.2.1 Mechanismus pusobeni (pro)enzymoterapie

Podstatou enzymoterapie je nejspiSe aktivace atf@@oglobulinu, ktery vychytava
cytokiny z krve. Po navazani enzymu na alfa-2-mglitoulin, dojde k jeho konforntai
zmeéné a odhali se doposud riggiupné receptory. Ty pak mohou vazat cefadu cytokiri
(Webb 1996).

Nadorové biiky se brani zasahu imunitniho systému produkcikiaytoT GF-beta a IL-10
(Harthun a spol. 1997, Chouaib a spol. 1997, Yasgol. 2002). Jejich¢inky jsou popsany

nize v kapitole 1.3.2.

Vychytavani TGF-beta a IL-10 aktivovanym alfa-2-m@iobulinem, z toho vyplyvajici
snizeni navozené imunosuprese a obnoveni Thl/Th2ovéhy je povazovano za jeden
z hlavnich mechanisin systémové enzymoterapie. SniZzeni hladiny TGF-bedanoci

enzymoterapie bylo jiz prokazano (Desser a spdl1p0

1.3 NADOROVA IMUNOLOGIE
1.3.1 Cinitelé protinadorové imunity

1.3.1.1 CD4+ T lymfocyty

CD4+ T lymfocyty, ozn&ované jako pomocné T lymfocyty, rozeznavaji peptéo
antigenni epitopy prezentované pomoci MHC Il molekamaji sice cytotoxickou funkci, ale
imunitni systém ovlisuji pomoci produkce cytokin K tomu, aby mohly byt aktivovany, je
zapotebi takzvanych antigen prezentujicich #un(APC; nap. dendritické biky, B
lymfocyty, makrofagy).

CD4+ T lymfocyty d@lime do ti z&kladnich skupin dle produkce cytokinrhl, Th2 a
Th3. Thl lymfocyty jsou hlavnimi producenty IFNa TNFe a mohou tak fimo pisobit na
infikované¢i nadorové bitky (Omyia a spol. 2002), ovSem jejich hlavni funjeiposkytnuti

aktivatniho signalu CD8+ T lymfocytn a nespecifickym ,zabiggm,* NK buinkdm a
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makrofagim (Mosman a spol. 1996). Th2 CD4+ T lymfocyty prigiii IL-4, 1L-5, IL-10,
podporuji proliferaci B lymfocyt a produkci imunoglobulin (Mosman a spol. 1986). Th3
lymfocyty uvokuji predevsim transformujiciistovy faktorf (TGF), ktery se Gastni nap

proces hojeni poskozené tkarjpodrobny popis funkce TGFviz kapitola 1.3.2.1).

1.3.1.2 T regulaéni lymfocyty

Zvlastni skupinou CD4+ T lymfoc§tjsou T regulani lymfocyty, které kromds CD4
molekuly nesou také molekulu CD25 a Foxp3. Majirespni funkci, tlumi aktivitu
autoreaktivnich T bufk, aniz by je niily (Bach 2003). Mechanismus jejichugpbeni neni
zcela znam, nejspiSe se jedna o kontakkéu- buika, nebo je ovliiuji produkci IL-10 a
TGF-beta. T regukmi lymfocyty maji 2 populace:ipozené (natural) a adaptivni (adaptive)
(Bluestone a spol. 2003)fiRbzené CD4+CD25+ T reguiai lymfocyty vyzravaji v thymu za
homeostatickych podminek a jejichielem je zabranit autoimunitnimu onemé&ei zatimco
adaptivni vznikaji Bhem zastlivych proces (infekce, ale i maligni onemoéni) a zde
rozlicnymi zpisoby tlumi imunitni odpasd’. Krom¢ T lymfocyta tlumi rovréz funkci NK
burgk (Ghiringhelli a spol. 2006), B lymfocyt(Lim a spol. 2005) a dalSich btknimunitniho
systému a mohou inhibovat nddotmpecifické CD8+ a CD4+ T efektory (Curiel 2007).

1.3.1.3 CD8+ T lymfocyty
CD8+ T lymfocyty, cytotoxické T lymfocyty, mohou kavinné buiky rozpoznat jen

tehdy, jsou-li antigeny nadoru vyjahy pomoci MHC | molekul. Specificka protinadorova

antigeny fagocytovany APC a prezentovany v kompeXHC | molekulamiRihova 2007).

1.3.1.4 NK bunky

NK bunky, neboli girozeni zabijéi, jsou subpopulaci lymfoc§téitajici v krvi zdravého
jedince asi 10% lymfocyt(Raulet 1999). Na rozdil od T lymfodyhemaji TCR receptor a
molekuly MHC |, které rozpoznavaji za pomoci tzmhibi¢nich receptar, inhibuji jejich
aktivitu (Binstadt a spol. 1997). NK bky nesou na svém povrchu receptory (tzv. aktiva
receptory) specifické pro cilové itky. Jejich hlavnim dkolem je rozpoznani vlastnich
proteini, jejichz produkce byla ve zménych buikdch bul’ potlatena, nebo naopak
nadnerné zvySena (Raulet 2004). Cesta, kterou NKikyupouZivaji ke zriieni cilové biiky,
spaiva v €sném kontaktu s cilovou bkiou a vypusinim cytolytickych granuli obsahujicich

perforin a granzymy. NK hiky také mohou ovlivnit adaptivni imunitni odpal sekreci
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cytoking, jako je IFNy, ktera vede k Thl odpégi. NK buiky nesou na svém povrchu CD16
molekulu, nizkoafinni receptor pro imunoglobulint&n jim dovoluje zdiastnit se procesu na

protilatkach zavislé hikami zprostedkované cytotoxicity (ADCC) (Lanier a spol. 1983).

1.3.1.5 NKT buiky

NKT bunky jsou specialni subpopulaci T lymfogykteré krond T receptoru nesou rovh
molekuly typické pro NK biikky. Na rozdil od normalnich T lymfodytnerozpoznavaji
antigeny v kontextu s MHC | ani MHC |l molekularia misto toho odpovidaji na lipidové a
glykolipidové antigeny, prezentované MHC-like CDiablekulami, které rozpoznévaji svym
TCR receptorem (Jerud a spol. 2006).

NKT buiky se vyskytuji pevazr v uritych tkanich, tvéi 20-30% jaternich a T
lymfocyta kostni deng, 10-20% dos@ych thymocyti a 0,5-1% splenocit

NKT bunky produkuji fadu Th2
cytokini, jako jsou IL-4 a IL-10

APC APC
(Hammond a spol. 1998) a IL-5, ale re¥n
CO1d + glyeolipid A eca,d_gw"pm produkuji Th1l cytokiny jako IFN-a TNF-
T':F'* *TGH B (Bendelac a spol. 1997). Prstnictvim
i L cytokind pak ovliviuji NK buiiky, CTL,
subsel

CD8+ T regulani lymfocyty a dalSi biiky
(viz Obr. 1).

]
Iy
GD40L

" o V protinAdorové terapii se upiatje
.}--- LT ) modelovy antigeny-galactosylceramido-
- @ GalCer), ktery byl izolovan z niskych

hub jako protinadorova latka, ale v geoh

.* e buiikach se nevyskytujeCast NKT burk,

Pand ThT. Cand T2 konkrétre NKT buiiky typu | @-GalCer-
reaktivni NKT, iNKT), po stimulaci timto

OBR. 1: JAK NKT BUNKY OVLIV NUJi IMUNITNI antigenem produkuje velké mnozstvi Thl

ODPOVED TH1 NEBO TH2 SMEREM (GODFREY A SPOL. 2004) (IFN'Y) a Th2 (IL-4, IL-13) -cytokif.

Prestoze maji také cytolytickou funkci, jsou povazoyaspiSe za regulatory imunitni
odpowdi praw diky rychlé produkci Thl a Th2 cytokin NKT buiky typu Il nejsoua-

GalCer-reaktivni, po stimulaci jejich Tcr receptoravréz produkuji fadu Thl a Th2
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cytokinia, nicmér jejich role vimunitnim systému s@iza v cytolytické aktivié téchto
burgk. Jedna se tedygmeé o prozastlivou a autodestruini populaci T lymfocyi (Terabe a
spol. 2007)

1.3.1.6 Makrofagy
Makrofagy jsou kkovymi ciniteli chronického zattu. Stejré jako u NK burk neni

rozpoznavani cilovych bgk zavislé na MHC molekulach, maji Fc receptor, kt@gm
umoZiuje vazat se k protilatkam specifickym pro nadordu#ky a zprostdkovavat tak
ADCC odpowed. Muzeme je rozélit do dvou skupin, dle jejich progenitorM1 makrofagy,
jenz jsou ¥tSinou aktivovany mikrobialnimi produkty a interdeem gama, slouZzi jako
hlavni efektor zabijejici potencionalni mikroorgany a nadorovée kiky (Hamilton 2002).
Oproti tomu M2 makrofagy reguluji z&n a adaptivni imunitu, podporuji b&mou
proliferaci produkci tstovych faktoli, odklizeji pozstatky buiky expresi scavenger
receptodi, stimuluji angiogenezi,ipstavbu tké®a opravy. Rozdil mezi M1 a M2 makrofagy
spaiva také v produkci cytokin zatimco M1 produkuji TN-a IL-12, M2 produkuiji IL-10,
antagonistu IL-1 receptor (IL-1ra) a IL-1 receptypu 1l (Mantovani 1999)

Makrofagy jsou nejpeetrgjSi skupinou leukocytt infiltrujici tumor. Nadorem asociované
makrofagy (TAMs) maji dvoji funkci ip interakci s nadorovymi bikami. Po aktivaci
rakovinnymi buikami mohou produkovat cytokinyistové hormony, proteolytické enzymy a
prozartlivé mediatory, které umakiji nadoru lépe metastazovat tstt Na druhou stranu
nékteré studie ukazaly, Ze nadorem asociované makyofdohou hrat dezZitou roli
v protinadorové imuné Mozny protinadorovy &nek mize byt dan zvySenim hladiny
migraci inhibujiciho faktoru (MIF), ktery inhibujeigraci makrofa§ z nadoru a stimuluje
fagocytozu a neafmo tak i prezentaci nddorovych antigeefektorovym biikam. ZvySeni
produkce GM-CSF (granulocyte/macrophage — colonynudating factor) nadorovymi
bunkami miZze u nadorem asociovanych makrdgfagvolat posileni fimého cytotoxického
acinku (Bingle a spol. 2002). Ve¢tsire pripadi vSak byla prokazana jejich pronadorova

funkce (Mantovani a spol. 1992, Balkwill a spol02)

1.3.2 Maligni onemocnéni a cytokinova rovnovaha

V pribéhu maligniho onemoeni se posouva rovnovdha mezi Thl a Th2 odgbv
smeérem k Th2 (Shurin a spol. 1999). Tato nerovnové@&gaisobena mimo jiné také produkci
jednotlivych cytokiri T lymfocyty, ale i nadorovymi hikami.
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Thl lymfocyty produkuji naipklad IL-2, interferon gama a tumor necrosis factbin2
lymfocyty IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a mnoho dalSiciRodle hladiny dchto cytokini je mozné
urcit stav a stupemalignity (Onishi a spol. 1999).

Také nadory produkuji mnoho fakigrkteré mohou naruSit rovnovahu Thl a Th2
cytokina. Mezi tyto faktory pai TGF$, IL-10, prostaglandiny a mnoho dalSich latek
(Asselin-Paturel a spol. 1998; Chouaib a spol. 18971 a spol. 1995).

1.3.2.1 Role TGF-p v ovlivnéni imunitniho systému

Transformuijici distovy faktor beta je cytokin produkovany hl&vih regul&nimi a Th3
lymfocyty, ale také nadorovymi bBkami. V organismu ma Siroké spektrurtinku. Jak se
ukazalo, TGH hraje roli v bugcném #stu, diferenciaci a transformaci, také upravuje
imunitni reakci hostitele naist a metastazovani nadorZvySeni hladiny TGH v séru
koreluje s progresi rakoviny a snizeniteiti u fiznych druli rakoviny (Gold 1999).

Nadorové biiky ovliviuji pomoci TGH buiky imunitniho systému. Imunitni odp&y
makrofagu TGH3 ovliviiuje hned #Bkolika zpisoby. Tlumi proliferaci prekursorovych bikn
v kostni deni zavislou na kolonie stimulujicim faktoru 1 (QS& tim padem i tvorbu
makrofagi (Strassman a spol. 1988), inhibuje proliferaci ro#gi indukovanou
lipoproteinem (Sato a spol. 1996), potlee cytolytickou funkci aktivovanych makrofag
(lipopolysacharidem, IFN) odvozenych z kostnitedné (Pinson a spol. 1992). TGFtlumi
aktivitu T lymfocyti, snizuje expresi perforinu v perifernich CD8+ Tlpcytech (Smyth a
spol. 1991) a snizuje produkci cytokim lymfocyty (Fargeas a spol. 1992). T@FRna
rovnéZ inhibicni vliv na periferni NK biiky, sniZuje jejich proliferaci a produkci cytokin
(Bellone a spol. 1995)

Ackoli TGF-B inhibuje expresi MHC molekul druh&dy na povrchu naddorovych bk
vétSina z nich odolava jeho supresivniginkim. Nadorové biky se brani &éinkam TGFf
nékolika mechanismy: sniZzenim ¢a receptot pro TGF$ (Paterson a spol. 2001),
inaktivujicimi mutacemi v TGHB- receptoru (Garigue-Antar a spol. 1995) nebcsrzami

v postreceptorové signaligai draze zahrnujici Smad proteiny (West a spol0200

1.3.2.2 Role IL-10 v ovlivnéni imunitniho systému
Lidsky interleukin 10 (IL-10) je 17-20kDa glykopeshovy cytokin misobici pes IL-10
receptorclen interferonové receptorové rodiny, ktery se @g&lae dvou podjednotek, IL-10
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receptoru 1 (ligand vazici podjednotka) a IL-10eporu 2 (signalni podjednotka) (Moore a
spol. 2001)

Je produkovan Th2 subpopulaci T lymfacyt gitomnosti antigen prezentujicich k@n
(Florentino a spol. 1989), B hkami, monocyty, NK bilkami a nador infiltrujicim T
lymfocyty (Becker a spol. 1994; Ortegel a spol. Z00ooper a spol. 2001).

Jeho vliv na imunitni systém sfiva v potla&eni produkce cytokiin prostaglandif, oxidu
dusnatého makrofagy a patémi jejich cytotoxické aktivity (de Waal Malefytspol. 1991,
Berg a spol. 2001; Oswald a spol. 1992), také gmijajich efektivitu jako antigen
prezentujicich butk redukci exprese MHC druh&dy na jejich povrchu. Interakci s IL-10
receptory na povrchu T lymfodyttlumi produkci cytokif typu | (IL-12 a TNFe) a brzdi
antigenem spu&tou proliferaci CD4+ T lymfocyt (de Waal Malefyt a spol. 1993)id3
vySe zmigny inhibicni efekt ma IL-10 i stimukéni vlastnosti, povzbuzuje produkci cytoiin

NK bunkami a nepimo stimuluje jejich proliferaci indukovanou IL-Zé&rson a spol. 1995).

1.3.1 Obrana nadoru proti imunité

Mechanisni, kterymi se nadory

brani @ged eliminaci imunitnim Loss of HLA-I: s o
impaired ‘IEI recogniton el IO
, . . . = — FasL/Fas-mediated
systémem, je mnoho (viz Obr. 2 at g B S oot
’ Loss of adhesion molecul el B 3
, . o , . , such as sICAML, sCDH0: o
Pati mezi & nagiklad potl&eni ot ot \
exprese MHC | molekul, jez ved: - \ ") o
. | - |
ktomu, Ze nadory nemohou by . TGRB I10A@ \a\_
P . - . B = 8.
rozpoznany cytotoxickymi T % %{? J\‘;M:’;; mﬁ';';n'm;md
sULBP1-4

activation

lymfocyty. Ztrata adheznich moleku ;’;‘ GITR! f‘“"pj .
(ICAM1, CD40) vede ke snizen Teg: I?;z;_;u-l;no(g) B
interakci s efektorovymi lymfocyty.

Nadorové biky rovreéz produkuji
cytokiny, TGF beta a IL-10, které

OBR. 2: MECHANISMY OBRANY NADORU P RED IMUNITNIM
SYSTEMEM (POGGI A spoL. 2006)
maji piimy imunosupresivni vliv na

proliferaci T lymfocyfi. Tyto cytokiny jsou rovéz dilezité @i vytvareni CD4+CD25+ T
regul&nich lymfocyti. Jednim z dalSich mechaniane vypuséni sFasL (soluble Fas ligand)
nadorovymi bitkami. Ty pak interaguji s Fas receptory na povrgimetinddorovych
efektorovych buék a mohou zfisobit jejich apoptézu (Poggi a spol. 2006)
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1.4 IMUNODEFICIENTNI MYSI

1.4.1 SCID myéi
Oznaeni kmene:C.B17-scid/lcrCrl

SCID mysi byly vytvdeny v roce 1980 z C.B-17/Icr mySi ve Fox Chase €a@enter ve
Filadelfii. Maji genetickou autosomé&n recesivni mutaci scid (severe combined
imunodeficiency = &ka kombinovana imunodeficience). Tato fat@ trpi vyraznou
deficienci T- a B- lymfocyt. Maji normalni hladinu NK buik, makrofag a granulocyi
(AnLab 2010).

1.4.2 MySi s defektnim genem pro CD8 molekulu

Oznaeni kmene: B6.129S2-Cd8atm1Mak/J

Tento kmen byl vyvinut cilenou mutaci genu pro QB8eptor u C57BL/6 mySi. Mutace
vtomto genu zfsobuje neschopnost vyvoje CD8+ cytotoxickych lymtac Absence
cytotoxickych lymfocyli ma pak za nasledek zvySenou citlivost k vnitraidogm infekcim
(Jax mice database 2010).

1.4.3 Mysi s deficitem pro perforin (PKQO)
Ozn&eni kmene: C57BL/6-Prfl<tm1Sdz> /J

Mysi s deficitem pro perforin maji normalni hladimpunitnich efektak. OvSem CTL a
NK buiiky nejsou schopny lyzovat virem napadenélyua alogenni fibroblasty in vitro (Jax
mice database 2010).

Perforin je protein kliovy pro cytotoxickou funkci NK butk a cytotoxickych T
lymfocyta (CTL), je uloZzen v granulich cytoplazmygchto burk. Pokud CTL rozpozna
pozmenénou buiku, obsah granuli se uvolni, monomery perforinwtitpolymerni strukturu
na povrchu cilové hiky a v tomto mist vznikne otvor v membrén ktery zapicini smrt této
buiky (Boh&ek 1994)
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2. CILE PRACE
o Zjistit zavislost proenzymoterapie na imunitnimtgysu

* Proenzymoterapie malignit u SCID a CD8a- mysi
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3. MATERIAL A METODY

3.1 POUZITE CHEMIKALIE

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

3.2 LABORATORNI ZVIRATA A BUNECNE LINIE

SPF BALB/c mysi byly dodany firmou Charles Riverdosatories Laboratories (Sulzfeld,
Némecko), CD8a- mysi (B6.129S2-Cd8atm1Mak/J), SCIDB{Z-scid/lcrCrl) mysi a PKO
my3i (C57BL/6-Prfl<tm1Sdz> /J) z chovu Parazitobgho Ustavu AVCR, chovné pary
byly dodany firmou Jackson Laboratory (Bar HarBdE, USA).

Imunodeficientni mysSi (CD8a-, SCID, PKO) byly choyav pretlakovych izolatorech
(BEM Znojmo).

Bungéné linie sarkomu S-180 a melanomu B16/F10, oboje a@d Prof. Rihové,
Mikrobiologicky Ustav AV CR, Praha, byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s 16%S a
antibiotiky (Sigma Aldrich).

3.3 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Sitale t-testu v programu MS Excel.

3.4 PROENZYMOTERAPIE, SLOZENiIi PROENZYMOVE SMESI

Byla pouzita sms o nasledujicim slozeni: 0,56 mg trypsinogenu 56 0mg

chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylazy na ml fyziolégico roztoku, sterilizované filtraci.
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3.5 STUDIUM VLIVU PROENZYMOTERAPIE NA RUST NADORU U

IMUNODEFICIENTNICH MYSi — ORGANIZACE EXPERIMENTU
3.5.1 Pasobeni proenzymoterapie u CD8a- mysSi

3.5.1.1 1. experiment - pisobeni terapie u CD8a- mySsi
nesoucich melanom B16-F10

Byly pouzity 8tydenni samice mySi CD8a-. VSem mydiyho aplikovano s.c. 450 000
burék melanomu B16-F10. 13. den po aplikaci melanomly byysi, u kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélshy do 2 skupin (viz nize). Bylofiptom dbano na
srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivyakupinach. Téhoz dne byla z&pta

proenzymoterapie.

e Skupina I: 3 samice CD8a-, desn.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano po
0,1 ml fyziologického roztoku

e Skupina Il: 4 samice CD8a-, dean.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1

ml proenzymoveé sisi
Byl sledovan vliv proenzymoterapie ngt nadoi.

3.5.1.2 2. experiment — CD8a- sledovani vlivu pohlavi na
pasobeni proenzymoterapie a #@st nadora (melanom B16-
F10)

Byly pouzity 8tydenni samice a samci mySi CD8a-etddSmySim bylo aplikovano s.c.
450 000 busk melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomy bwysi, u kterych bylo
moZzné pohmatem detekovat nadory, gbexy do 4 skupin (viz nize). Bylofippom dbano na
srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivyakupinach. Téhoz dne byla z&pta

proenzymoterapie.

e Skupina I: 5 samé CD8a-, den&i.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1

ml proenzymoveé sissi

e Skupina ll: 5 samé CD8a-, den&i.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano po
0,1 ml fyziologického roztoku

e Skupina lll: 4 samice CD8a-, detin.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano
0,1 ml proenzymové sgsi
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e Skupina IV: 3 samice CD8a-, dean.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano po

0,1 ml fyziologického roztoku
Byl sledovan vliv proenzymoterapie negt nadoii a zavislost tohotodinku na pohlavi.
3.5.2 Pusobeni proenzymoterapie u SCID mySi

3.5.2.1 1. experiment — srovnani msobeni proenzymoterapie u
SCID a BALB/c mySi na sarkom S-180

Byly pouzity 8tydenni samice mySi SCID a BALB/c.e#§ mySim bylo aplikovano s.c.
500 000 budk sarkomu S180. 13. den po aplikaci sarkomu bylgimy kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélhy do 4 skupin (viz nize). Bylofiptom dbano na

srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivygitupinach.

» Skupina I: 6 samic SCID, derini.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1 m

fyziologického roztoku

e Skupina Il: 6 samic SCID, proenzymoterapie, dérirm. do svaloviny levé zadni

nohy aplikovano 0,1 ml proenzymové &n

* Skupina Ill: 8 samic BALB/c, dentii.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano

0,1 ml fyziologického roztoku

» Skupina IV: 8 samic BALB/c, proenzymoterapie, dénrm. do svaloviny levé zadni

nohy aplikovano 0,1 ml proenzymové &n

Byl sledovan vliv proenzymoterapie nast naddoit a rozdily v jejim jsobeni u obou

kmeni mysi.
3.5.2.2 2. experiment — srovnani fisobeni proenzymoterapie u
starSich SCID a BALB/c mySi na nddory sarkomu S-180

Byly pouzity 18tydenni samice mysSi SCID a BALB/cSém mySim bylo aplikovano s.c.
400 000 busk sarkomu S180. 11. den po aplikaci sarkomu bylgimy kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélhy do 4 skupin (viz nize). Bylofiptom dbano na

srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivygitupinach.

e Skupina I: 10 samic SCID, derni.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano

0,1 ml proenzymové s&si
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e Skupina Il: 10 samic SCID, derni.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano

0,1 ml fyziologického roztoku

e Skupina Ill: 10 samic BALB/c, , demni.m. do svaloviny levé zadni nohy

aplikovano 0,1 ml proenzymové sai

e Skupina IV: 10 samic BALB/c, denh i.m. do svaloviny levé zadni nohy

aplikovano 0,1 ml fyziologického roztoku

Stejre jako v pedchozim experimentu byly sledovany rozdily uGg@beni

proenzymoterapie aistu nadolt u obou kmet mysi.

3.5.2.3 3. experiment — proenzymoterapie melanomu B16-F10 u
SCID samai

Byli pouziti 10tydenni samci mysSi SCID. VSem mysliiylo aplikovano 400 000 bk
melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu bylySi, u kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélhy do 2 skupin (viz niZze). Bylofiptom dbano na

srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivygitupinach.

e Skupina I: 13 sama& SCID, proenzymoterapie, dehnm. do svaloviny levé zadni

nohy aplikovano 0,1 ml proenzymové &n

e Skupina Il: 13 samé SCID, densg i.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1

ml fyziologického roztoku

Byl sledovan vliv proenzymoterapie niest nadoru, rychlostistu a uchyceni melanomu u
SCID mysi. V tomto pokusu byli pouziti samci avédu rychlejSihoistu a lepSiho uchyceni
nadofi.

3.5.3 Pusobeni terapie u PKO mySi (terapie melanomu B16-F10)

Byly pouzity 8tydenni samice mysi PKO. VSem mySiwohaplikovano 400 000 bk
melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu bylySi, u kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélhy do 2 skupin (viz nize). Bylofiptom dbano na

srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivygltupinach. Roz#eni:

» Skupina I: 6 samic PKO, proenzymoterapie, d&énm. do svaloviny levé zadni nohy

aplikovano 0,1 ml proenzymoveé s
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» Skupina ll: 6 samic PKO, derini.m. do svaloviny levé zadni nohy aplikovano 01 m

fyziologického roztoku

Byl sledovan vliv proenzymoterapie ngt nadoi.

3.6 SLEDOVANI IMUNOLOGICKYCH PARAMETRU PRI

PROENZYMOTERAPII NADORU

3.6.1 Stanoveni hladin CD4+, CD8+ T lymfocyta, T regulacnich
lymfocyt, NK a NKT bunék a hladin IFN-y alL-10

Byly pouzity 12tydenni samice C57BL/6. Polo¥imysi bylo aplikovano 400 000 bk
melanomu B16-F10. 11. den po aplikaci melanomu bylySi, u kterych bylo mozné
pohmatem detekovat nadory, rélhy do 2 skupin (viz nize). Bylofiptom dbano na
srovnatelnost velikostni distribuce v jednotlivyakupinach. Druh& polovina mySi, bez
nadoi, byla rovrez rozdlena do 2 skupin. Rozgeni:

e Skupina I: 12 samic C57BL/6 s nadorem, proenzymoterapie, @dém. do

svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1 ml proenayé srdsi

e Skupina II: 12 samic C57BL/6 s nadorem, déntm. do svaloviny levé zadni

nohy aplikovano 0,1 ml fyziologického roztoku

e Skupina Ill: 9 samic C57BL/6 bez nadoru, proenzymoterapie, @eémm. do

svaloviny levé zadni nohy aplikovano 0,1 ml proanayé srisi

e Skupina IV: 9 samic C57BL/6 bez nadoru, dénimm. do svaloviny levé zadni

nohy aplikovano 0,1 ml fyziologického roztoku.

21., 28. a 34. den experimentu bylo usmrceno vadygrh mysich z kazdé skupiny, byl
proveden odér krve z cév ramenniho pletence a byla vyjmutaiséezSlezina pak byla
pouzita ke stanoveni p@nmu CD4 a CD8 T lymfocyt, zastoupeni T regulaich lymfocyfi a
NK burgk na piatokovém cytometru a ro¥éd ke stanoveni hladiny produkce cytakin
metodou ELISA.

3.6.1.1 Pratokovd cytometrie - stanoveni CD4+, CD8+ T
lymfocyta, T regulaéni lymfocyti, NK a NKT bunék

Odebrana slezina byla roZiména res sitko a hitky byly rozsuspendovany v RPMI 1640

s 5% FCS arikrat promyty. Poté byly rozsuspendovany v 1ml réspoitany v Birkero¥
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komirce. Bylo oddleno 10 miliori burgk, ve kterych byly zlyzovany erytrocyty pomoci
0,84% roztoku NH4CI. Biky byly dvakrat promyty v PBS s 2% FCS a nakonexkieny

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

11 12
| 11 ‘ 12
| 23 ‘ 24
| 35 ‘ 36
| 47 ‘ 48
| 59 ‘ 60
| 71 ‘ 72
| 83 ‘ 84
H
| 85 | 86 | 87 | 88 ‘ 89 | 90 ‘ 91 ‘ 92 ‘ 93 ‘ 94 | 95 ‘ 96
neg CD4 FITC/PE | cb4/cD25 | CD3/NK neg CD4 FITC/PE | cD4/cD25 | CD3/NK
CD8a iso Foxp3 CD8a iso Foxp3

TABULKA 1: ROZVRZENi 96TIJAMKOVEHO PANELU
Po té bylo k biaikam, krong negativni kontroly, fidano 10 pl extraceluldgnbarvici
SMesi:
* CD4/CDS8: FITC Conjugated Anti-Mouse CD4 (L3T4) (eBtience) a PE Conjgated
Anti-Mouse CD8a (Ly-2) (eBiosciencé&dny 1:100

» FITC/PE isotypova kontrola: FITC Conjugated Armenidamster IgG isotype control
a PE Conjugated Armenian Hamster IgG isotype co(giiosciencefedny 1: 100
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e CD4/CD25: FITC Conjugated Anti-Mouse CD4 (L3T4) (e&ience),
Allophycocyanin (APC) anti-mouse CD25 (IL-2 Receptm p55) (eBioscience)
recény 1:100

 CDS3INK: Phycoerythrin (PE) anti-mouse NK1.1(eBiasue) fectna 1:100,
Fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-mouse CD3D3€, epsilon subunit)

(eBiosciencefedtna 1: 200

* Do hornitady bylo gidano 10 pl jednotlivych rfadénych protilatek v gislusné
koncentraci.

Po 20 minutach byly hiky promyty 150 pl PBS s 2% FCS a bylo k nidfidano 50 pl
fixacné-permeabilizaniho roztoku fipraveného z PE anti-mouse/rat Foxp3 Staining Setu
(eBioscience). Po uplynuti 30timinutové féxd doby byly bueky promyty v
permeabilizanim pufru a k pislusnym vzorkm bylo gidano 10 ul roztoku PE Conjugated
Foxp3 z PE anti-mouse/rat Foxp3 Staining Setu (®Bémce), n@dné 1:100
v permeabilizéanim pufru. Po 30 minutdch byly tky dvakrat promyty, rozsuspendovany
v permeabilizénim pufru a zrdreny na piitokovém cytometru BD LSR Il. Vysledky byly

vyhodnoceny v programu FlowJo.

3.6.1.2 ELISA test — stanoveni poméru Thl1l/Th2 na zakladé
detekce cytokini IFN-y a IL-10 v ex-vivo kulturéach
Po milionu bugk z roznelnéné sleziny bylo ponechano ve 200 ul RPMI s 5% F@S p
teplog 37°C. Po 24 hodinach bylo odebrano 150 pl médiamédiu byla pomoci metody
ELISA stanovovana hladina IFiNa IL-10.

Detekce IFNy byla provedena pomoci konde&¢ dodavaného kitu Mouse IFNg
(Interferon-gamma, IFN) ‘Femto-HS’ High Sensitivity ELISA Ready-SET-Go!
(eBioscience, cat. no. 88-8314-88) dle navodu wgeob

Detekce IL-10 byla také provedena pomoci kamerdodavaného kitu Mouse IL-10
(Interleukin-10, IL10) ELISA Ready-SET-Go! (eBiosoce, cat. no. 88-7104-88) dle

piilozeného navodu.
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4. VYSLEDKY

4.1 STUDIUM VLIVU PROENZYMOTERAPIE NA RUST NADORU U

IMUNODEFICIENTNICH MYSi
4.1.1 Pusobeni proenzymoterapie u CD8a- mysSi

4.1.1.1 1. experiment — npisobeni terapie u CD8a- mysSi
nesoucich melanom B16-F10

PlUsobeni terapie u CD8a-

600

500

400

CD8a-

300 T

H CD8a-

200 lééené

100

objem nadoru [mm?]

13 17 20

den pokusu

OBR. 3: PUSOBENI TERAPIE U CD8A- MYSi NESOUCICH MELANOM B16-F10

V tomto experimentu byl sledovan vliv proenzymopeea na fist nadoé u mysi
s defektnim genem pro CD8 molekulu. Plan pokusuispgp kapitola 3.5.1.1. Kontrolni
C57BL/6 mySi nebyly pouzity, jelikoZginek proenzymové sési pii terapii melanomu B16-
F10 (vice nez 50% redukcéstu nadoi) byl jiz nekolikrat (7x) v minulosti statisticky
vyznamm potvrzen (Kalferstova 2008). Mezi &ba skupinami nebyl statisticky vyznamny

rozdil a z grafu Ize Wjist, Ze proenzymoterapie nélanna fist nadoi vliv (Obr. 3).
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4.1.1.2 2. experiment — CD8a- sledovani vlivu pohlavi na
pasobeni proenzymoterapie a #st nadora (melanom B16-
F10)

CD8a- srovnani plsobeni terapie: samci vs.

sdamice

6000

5000 H samci
g l1ééeni
-g- 4000 M samci
2
=]
=
e 3000 il samice
£ lééené
.
=
o 2000 H samice

1000

11 14 17 21 24

den pokusu

OBR. 4: SROVNANI PUSOBENI TERAPIE MEZI CD8A- SAMCI A SAMICEMI

V tomto pokusu byl srovnavan vliv proenzymoterapipohlavi natst nadoru. Schéma
pokusu zachycuje kapitola 3.5.1.2. Z grafu (Obr.jel)patrné, Ze nadory u saiincostly
rychleji nez u samic augobeni srési chymotrypsinogenu, trypsinogenu a amylazjfanu
samd spiSe opény nez terapeuticky dinek. Ve velikosti naddr nebyl mezi léenymi a

nel&enymi samicemi stefnjako v redchozim experimentu rozdil.
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4.1.2 Pusobeni proenzymoterapie u SCID mysSi

4.1.2.1 1. experiment — srovnani msobeni proenzymoterapie u
SCID a BALB/c mySi na sarkom S-180

Srovnani ptisobeni terapie a rychlosti rlistu
nadord u SCID a BALB/c mysi

900
800

700

600
500
400
300
200
100

ESCID

ESCID lééené

= BALB/c

objem nadoru [mm?]

H BALB/c léZené

13 17 20

den pokusu

OBR. 5: SROVNANi PUSOBENI TERAPIE A RYCHLOSTI R USTU SARKOMU S-180u SCID A BALB/cC MYSi; *** =
P<0,0001

Cilem tohoto experimentu bylo srovnaiispbeni terapie u SCID a BALB/c mySi. Schéma
tohoto pokusu je popsano v kapitole 3.5.2.1. U iodgficientnich mySi aff nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezetdg/mi a neléenymi samicemi (viz Obr 5).
Nadory u imunodeficientnich mysSi rostly podstatgychleji nez u zdravych mysi. Terapie
sarkomu S-180 u BALB/c mySi doséhla 20. den sieltigtvyznamnéeho vysledku v redukci
rastu nadoi.
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4.1.2.2 2. experiment — srovnani msobeni proenzymoterapie u
starSich SCID a BALB/c mySi na nadory sarkomu S-180

Srovnani pusobeni terapie u SCID a BALB/c
3500,00
3000,00
EZSOD,OD mSCID
£ lélené
2 2000,00
(=]
=
-0
E mSCID
S 1500,00
2,
o
1000,00
BALB/c
l1ééené
500,00
0,00 m BALB/c
11 14 18 21 25 32 30 a6
den pokusu

OBR. 6: SROVNANI PUSOBENi TERAPIE A RYCHLOSTI R USTU SARKOMU S-180u SCID A BALB/c MYSi; * =P
<0,05,** = P <0,01,*** = P<0,005**** = P<0,0005

Stejre jako v gedchozim experimentu byl sledovan a srovnavanpridenzymoterapie na
rast sarkomu S-180 u SCID a BALB/c mySi. Schéma pokuspisuje kapitola 3.5.2.2. U
SCID mysi nerdla proenzymoterapie terapeutickyinek, naopakirst nadoit z neznamych
duvodi stimulovala, tato skut@ost je v grafu (Obr. 6) jagrpatrnd, nicméhkrong 21. dne
(P<0,05) nedosahla hladiny statistické vyznamnd&dukce istu sarkomu pod vlivem
terapie u BALB/c mySi dosahla 18., 21., 25., 39.,846. dne statistické vyznamnosti. Po 32.

dni bylacast pokusu zahrnujici SCID mysi ukema z dvodu [ilis velkého objemu nador
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4.1.2.3 3. experiment — proenzymoterapie melanomu B16-F10 u
SCID samai

Plsobeni terapie u SCID samci s
melanomem B16-F10

4000,00
3500,00
3000,00
2500,00 -
2000,00 - m SCID
1500,00 lééeni
1000,00 = SCID
500,00 T
0,00

objem nadoru [mm?]

11 14 18 21 25

den pokusu

OBR. 7: PUSOBENIi TERAPIE NA RYCHLOST R USTU MELANOMU B16-F10u SCID samcU

Hlavni cile tohoto pokusu byly dva, sledovani vliterapie naist nadoi a sledovani
rastu melanomu B16-F10 u SCID samdlan tohoto pokusu je popsan v kapitole 3.5.2.3.
Dle aoftekavani se melanom B16-F10 ujal u naprostiny samé. Samci byli vybrani
z davodu rychlejSihotrstu nadait. Stejre jako v gredchozich dvou pokusech vykazala terapie
opany inek a to stimulaci nddorovéhastu, coz je doie patrné v grafu (Obr. 7).
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4.1.3 Pusobeni terapie u PKO mysSi (terapie melanomu B16-F10)

Plsobeni terapie u PKO mysi nesoucich
melanom B16-F10
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2000,00 T T B nelééené
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500,00

0,00

11 14 18 21 25
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OBR. 8: PUSOBENI TERAPIE NA RYCHLOST R USTU MELANOMU B16-F10u PKO mYSi

V tomto experimentu byl sledovan vliv terapie ngtrnadoit u mysi s deficitem pro
perforin. Plan experimentu popisuje kapitola 5.&%&jre jako u CD8a- mysi ne#ta terapie
vliv na rychlost éistu nddail (viz Obr. 8).
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4.2 SLEDOVANI IMUNOLOGICKYCH PARAMETRU PRI

PROENZYMOTERAPII NADORU

4.2.1 Stanoveni hladin CD4+, CD8+ T Ilymfocyta, T

regulacnich lymfocyti, NK a NKT bunék a stanoveni
poméru Thl/Th2

Tento pokus byl zamien na sledovani imunologickych parametjako jsou hladiny
CD4+, CD8+ T lymfocyi, T regul&nich lymfocyti, NK a NKT burgk ve slezig a pongru
Th1/Th2 detekci produkce IFN-a IL-10 slezinnymi biikkami. Podrobny popis pokusu je
zahrnut v kapitole 3.6.2.

4.2.1.1 Priatokovada cytometrie - stanoveni CD4+, CD8+ T
lymfocytia, T regula¢ni lymfocyta, NK a NKT bunék

Pocet bunék ve sleziné

700000 000

600 000 000

500 D00 000 ] m lééené

400000 000

H nelécené

300 000 000

u kontrolni
l1ééené

podet bunék

200000 000 = kontrolni

nelééené
100 000 000

21 28 34

den pokusu

OBR. 9: POCET BUNEK VE SLEZIN E

Patet burgk sleziny rostl v pibéhu pokusu Urrné s velikosti nadar. Rovrez byl
zaznamenan lehky vzestupépoburek u kontrolnich léenych mysi (viz Obr. 9).
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Pocet lymfocytl ve sleziné
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OBR. 10: ZASTOUPENI LYMFOCYT U VE SLEZINE — POCET

Procentualni zastoupeni lymfocytd ve sleziné
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OBR. 11: PROCENTUALNI ZASTOUPENI LYMFOCYT U VE SLEZINE

Pontrné zastoupeni lymfocyt ve slezig odpovidalo porru pcaitt bursk sleziny
v jednotlivych skupinach (Obr. 10). Také rostlodind s velikosti naddr. DoSlo ovSem ke
snizeni procentualniho zastoupeni lymfacyteré bylo spjaté s terapiitistem nadatr. (viz
Obr. 11)
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Zastoupeni CD4+ T lymfocyta ve sleziné
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OBR. 12: ZASTOUPENI CD4+ T LYMFOCYT U VE SLEZINE - POCET

Procentualni zastoupeni CD4+ T lymfocytl ve

sleziné
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OBR. 13: PROCENTUALNIi ZASTOUPENI CD4+ T LYMFOCYT U VE SLEZINE

U nadorovych mysi byl zaznamenan vzestup absolutpittu CD4+ T lymfocyh (Obr.
12), jejich procentualni zastoupeni se ovSem saiboyObr. 13). U kontrolnich &&nych

mysSi byl zaznamenan lehky pokles absolutnihtiypoprocentualniho zastoupeni.
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Zastoupeni CD8+ T lymfocytu ve sleziné
50 000000
415 000 000
o |éCene
40 000 000
35 000 000
-~ H nelééené
,E 30 000 000
=
g 25000000 u kontrolni
'8 20000000 lécené
15 000 000 m kontrolni
nelééené
10 000 000
5000000
21 28 34
den pokusu
OBR.14: ZASTOUPENI CD8+ T LYMFOCYT U VE SLEZINE - POCET
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OBR.15: PROCENTUALNI ZASTOUPENI CD8+ T LYMFOCYT U VE SLEZINE

CD8+ T lymfocyty byly z hlediska absolutnihogde zvySeny u nadorovych mysi (Obr.
14), nicméss sniZeni jejich procentualniho zastoupeni byloespmjs velikosti nadara terapii
(Obr. 15).
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Pomér CD4+/CD8+ T lymfocyti ve

sleziné
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OBR.16: POMER CD4/CD8T LYMFOCYT U VE SLEZINE

U vSech mysi (I&enych i neléenych) doslo ke snizeni pém CD4+ a CD8+ T lymfocyi
(viz Obr. 16).
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Zastoupeni T regulacnich lymfocytli ve

sleziné
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OBR.17: zASTOUPENIi CD4+CD25+T REGULACNICH LYMFOCYT U VE SLEZINE - POCET
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OBR.18: PROCENTUALNI ZASTOUPENI CD4+CD25T REGULACNICH LYMFOCYT U VE SLEZINE

Z hlediska absolutnich pti (Obr. 17) byly T regukni lymfocyty zvySeny u mysi
nesoucich melanom B16-F10. Jejich procentualniompsni se ale v ramci skupin neliSilo
(Obr. 18)
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OBR.19: ZASTOUPENI NK BUNEK VE SLEZIN E - POCET
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OBR.20: PROCENTUALNI ZASTOUPENI NK BUNEK VE SLEZIN E

Zastoupeni NK buk ve slezig bylo 28. den z hlediska absolutnich¢fio(Obr. 19) i
procentualniho zastoupeni (Obr. 20) mezi skupingmavnané, 34. den vSak doslo K istu
jak pcitu, tak procentuélniho zastoupeni u nddorovych ray&kupiny kontrolnich t&nych

mysi.
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Zastoupeni NKT bunék ve sleziné
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OBR.21: ZASTOUPENI NKT BUNEK VE SLEZIN E - POCET
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OBR.22: PROCENTUALNI ZASTOUPENIi NKT BUNEK VE SLEZIN E

Patet NKT burgk byl vyrazré zvySen u mysi nesoucich melanom B16-F10 (viz Qby.
Procentudlni zastoupeni (viz Obr. 22) bylo 28. d@ovnané a 34. den lehce poklesla hladina
NKT burgk u I&enych mySi s melanomem a vzrostla hladigehto bukk u kontrolnich
mysi.
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4.2.1.2 ELISA test — stanoveni poméru Thl/Th2 na z&akladé
detekce cytokini IFN-y a IL-10 v ex-vivo kulturach

Detekce interferonu gama
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OBR.23: DETEKCE IFN-y Z MEDIA EX -VIVO KULTUR
Detekce interleukinu 10
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OBR.24: DETEKCE IL-10 zZ MEDIA EX -VIVO KULTUR

V prvnim bo@& méreni byl IFNv detekovatelny pouze u néénych mysi s melanomem, u
ostatnich skupin byl IFN-stejré jako 28. den na hranici detekovatelnosti (viz @B). 34.
den byla zaznamenéna vy3si produkce interferonontrddnich I€enych mysi a neé&nych

mysi. U neléenych mysi s melanomem byla hladina interferonot@d. dni snizena.
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21. den experimentu byla produkce IL-10 splenocygy vSech skupinach na hranici
detekovatelnosti. 28. den byla zaznamenana nejpy8dukce u obou &&nych skupin a 34.

den byla hladina interleukinu nejvyssi u kontromi&enych mysi (viz Obr 24).
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5. DISKUSE

Hlavnimi cily této prace bylo sledovani vlivu pragmoterapie nadér u
imunodeficientnich mysi a vlivu terapie a nadorgrégrese na imunologické parametry.
Dosavadni vysledky ukazuji, Ze proenzymoterapi@xy snizuje nadorovyust jak sarkom
(Kaiserova 2008), tak melanam(Kalferstova 2008), sniZzuje metastazibilitu melawo a
prodluzuje peziti u mysSi bez imunodeficience. Moznym mechanmmmigy mohla byt
aktivace proenzyfnv blizkosti nadal (Novak a Trnka 2005). Podle této teorie se proaryzy
meéni v mis€ nddoru na aktivni enzymy a lokélpasobi, je tedy vyZadovano mensi mnozstvi
protedz nez vipad systémové enzymoterapie. Aktivhi enzymy pak alkitivalfa-2-
makroglobulin a ten vazbou nadorem produkovanydbkiyti naruSuje stav imunotolerance
nadoru. Tento mechanismus v3ak nenk @rperimentalé podlozen (Desser a spol. 2001,
Leipner a Saller 2000)

U mysi bez ziskané imunity, tj. SCID mysi bez T dyBifocyta, mySi s defektem pro
CD8a molekulu a deficitem pro perforin proenzymajpee selhavala a wkterych gipadech,
konkrétre u SCID mysSi, nadorovyust dokonce podporovala. Z tohoto pozorovani tedy
vyplyva, Ze je proenzymoterapie zavisla na plnolotgdm imunitnim systému a jeji
pusobeni je nefpmé, zprosiedkované imunitnim systémem. Ze skuatesti, Ze u SCID mysi
lé¢ba nejen nefungovala, ba dokonce podporovdist nadoii, Ize vyvodit, Ze roli
v usgsnosti I€by hraji nejen efektové CTL lymfocyty, ale i CD4+ |[ymfocyty a B
lymfocyty. Tato zjiS€ni nejsou pimym dikazem mechanisinvySe uvedenych, ale jsou

s nimi ve sho# a podporuiji je.

Pro podporu nadorovéhaistu pod vlivem terapie u SCID mySi mame nasledujici
vyswtleni. Aktivni proteazy vznikajici z proenzynv mis¢ naddoti (Novak a Trnka, 2005)
prevadly lokaln¢ alfa-2 makroglobulin do "fast" formy a dochazelwychytavani cytokit
navozujicich toleranci. Imunodeficientni mysi se mgSi s kompletni imunitou liSi pouze
razré hlubokymi dopady tohoto jevu na fungovani imunia rozhrani tk&nador gisobi
enzymy spojené gipozenou nadorovou invazivitou a dochazi zde #avrk aktivaci
proenzynii. Pred vyvazanim trypsinu a chymotrypsinu alfa-2-malabglinem zde mohlo
dochéazet ke kratkodobému zvySeni proteolytickévalti jez pisobila na ob strany. Ve
smeru ke tkani prohlubovala invazi nadoru a veéamk nadoru vedla ke vzniku sférdid

(Novak a Trnka, 2005, Kaiserova a spah,prep.). Vznik sféroidi mize sice ovliviovat
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metastdzovani (Novak a Trnka, 2005), algjm¢ nebyl pro éist nadoi rozhodujici a tak v
celkovém uhrnu byla nejspiSe rozhodujici podposadivity. Proto u imunodeficientnich
mySi nadory rostly rychleji a bylo to patrné tinte/icim vice imunita selhavala. U mysi s

nenarusenou imunitou pakgvazil vliv podpory imunity.

Poznani princip pisobeni (pro)enzymové terapie bude vyZadovejn® jeS€ mnoho
dalSiho usili, ale i dosavadni poznatky maji bezipedni prakticky dopad. Protedzové
piipravky pro systémovou enzymovou terafi@mych onemoaini vetné nadorovych nabizi
fada firem. BEipravky jsou velmicasto doporéovany jako podfrné po chemoterapii.
Imunitni systém je po chemoterapii vzdy velmi wZoskozen, tudiz vzhledem k vyse
uvedenému pozadavku na glunkeéni imunitu mizeme konstatovat, Ze uvedena dopeni
jsou nesmysina a pouzivarichto drahych prepartatje bohuzel za popsanych okolnosti

marné.

V prabéhu experimenit dochazelo k rapidnimu zvySeni g burek sleziny, které bylo
zjevre spjaté s nadorovynustem acasténé i s terapii. V zavislosti naigobeni terapie a na
nadorovéemirstu doslo ke snizeni procentualniho zastoupenidgytf, neznamena to ovsem,
Ze by doSlo k redukci @tu lymfocyti, ten rostl s rostoucim ptem burk sleziny, nicmeéé

doSlo k pomnoZeni jinych v tomto experimentu neifikovanych burk.

Mnozstvi CD4+ a zejména CD8+ T lymfoadyse pod vlivem itstu nadol zvySovalo a
jejich pontr se u vSech mysi zmil na 1:1, nicméaé jejich procentuélni zastoupeni naopak
jako v giipadt vSech lymfocyi pod vlivem nadorovéhaistu a roviZz terapie klesalo. Stejn
jako u pd@tu a procent lymfocyit se domnivame, Ze se ta#dalv souvislosti sirstem pdétu
burgk sleziny a pomnoZzeni ostatnich Bkn

Z hlediska absolutnich ptii bylo zastoupeni T reguaich lymfocyti zvySené u mysi
nesoucich melanom B16-F10, jejich procentualniazgestni vSak bylo oproticekavani mezi
skupinami vyrovnané a tento vysledek lzetopricitat pouze zvySenému §a burek ve
slezinhich mysi nesoucich melanom. Dle vySe uvedenfedstav o fungovani
proenzymoterapie (Gloha alfa-2-makroglobulinu atgme d@ekavali vyrazny pokles T
regul&nich lymfocyti u skupin I€enych mysSi. Tento efekt se vSak systééprojevil jen
castén¢ a jen @i vyhodnoceni p&u T regul&nich lymfocyfi. Pro jeho prokazanti(upiné

vyvraceni) bude tedyeba zanalyzovat prastdi samotnych nadir
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Pod vlivem nadorovéhaistu, ale hlavéterapie byl 34. den zaznamenén, jak procentualni,
tak paetni nafist NK burék. Tato skuténost na rozdil od ostatnich paranietebyla zavisla

jen na potu burek sleziny.

Procentualni zastoupeni NKT hikfnbylo 28. den vyrovnané, 34. dne lehce poklesla
hladina u mySi nesoucich melanom a lehce se zWfitiina u kontrolnich neténych mysi.
V z4sad vSak vysledky korelovaly s velikosti sleziny.

Celkow to tedy znamena, Ze podabjako rist nadoé méla i proenzymoterapie vliv na
proliferaci bugk imunitniho systému a jejich zmnoZeni ve slézif tato skuténost ntla
ne@imy vliv na zvySeni p&u jednotlivych buk imunitniho systému. Pouze na NKiiy
ovSem zafisobila proenzymoterapie nejspiémm.

Béhem experimentu bylo zaznamenano zvySeni produke la tim padem posunuti
Th1/Th2 rovnovahy s#mem k Th2. Snizeni produkce IL-10 34. den u mySoneich

melanom si vysétlujeme celkovym vyerpanim organismu a tudiz i imunitniho systému.
ZvySeni hladiny IL-10 row¥ vyswtluje zvySeni pstu NK burgk. IL-10 totiz nepimo
stimuluje jejich proliferaci (Carson a spol. 199Byav tato skuténost by mohla byt dalSi

casti skladanky k nalezeni mechanismu proenzymaeerap

Cilem dalSich studii by tedydo byt odhaleni ,totoZnosti“ butk, které byly ve slezin
zmnoZzeny, zji&ni zastoupeni B lymfocyt monocyii/makrofagi a granulocyd, srovnani

zastoupeni jednotlivych btk imunitniho systému v krvi, slezira gripadré v nadoru.
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6. SOUHRN

» Byl potvrzen statisticky vyznamnyinek proenzymoterapie na sniZeigtu nadok u
BALB/c mysi.

U SCID mysi rostly nadory rychleji nez u kontrolmienySi (BALB/c). U sami

rychleji nez u samic.

* Proenzymoterapie nefungovala u zadného z kmemnodeficientnich mysi (SCID,
CD8a-, PKO).

e Zavislost proenzymoterapie na ¢Infunkénim imunitnim systému koreluje
S uvazovanym mechanismem vazani cytbkiravozujicich toleranci do komplexu
s aktivovanym alfa-2-makroglobulinem, neni vSakimym dikazem tohoto

mechanismu.

* Nepimé (na imuni zavislé) m@sobeni proenzymoterapie poukazuje na nutnost
pouZivat terapie zaloZzené naspbeni proteaz jen u lidi s nenaruSenou imunitealy t

ne nap. po chemoterapii.

* Byl zjistén prudky vzestup pidu burek sleziny u C57BL/6 mySi nesoucich melanom

B16-F10 pod vlivem nadoroveéhastu, ale i proenzymoterapie.

* Pod vlivem zvySeni pidu burék sleziny dosSlo ke zvySeni @i CD4+, CD8+ T
lymfocyta, T regul@&nich lymfocyti a NKT burgk, jejich procentualni zastoupeni vSak
u nadorovych mysi hiiklesalo (CD4+, CD8+ T lymfocyty), nebdistalo srovnatelné

s ostatnimi skupinami.

» Proenzymoterapie, st&njako nadorovy ist, vykazala vliv na zvySeni i i

procentualniho zastoupeni NK takn
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