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1. UVOD

1.1 CO JE RAKOVINA?

Rakovinu Ize definovat jako skupinu nemoci, jejicpbl&nym znakem je neomezeny
rast burgk ve srovnani siistem normalnich bwik v okolni tkani (Horton a Hill, 1977).
Je to geneticka choroba-nasledek patologickycknaminformaci nesené DNA. Od
ostatnich genetickych chorob se liSi tim, Ze muggisobujici rakovinu jsouipvazri
somatické. Rakovina je nasledkem mutacérazeného vybru v populaci buék
tvoricich €lo. K preméné normalni biky na rakovinnou jeféba vice nezZ jedna mutace.
Dominantré funkénimi mutacemi mohou vznikat onkogeny které vyvéjorany
podporuji (Alberts a kol., 1998).

1.1.1 KLASIFIKACE RAKOVINY
Zatim nebyla fijata jednotna klasifikaceiznych typ rakoviny. Podle Willise je
histogeneze a biologické chovani nadoejdilezitéjSim rysem a navrhuje roZleni
nadoi do pti hlavnich skupin:

* Nadory epitelialniho vodu (papilom, adenom, karcinom)

* Nadory nehemopoetické mezenchymalni &éitorom, lipom, osteom,

hemangiom, sarkomy)

* Nadory hemopoetickych a lymfoidnich tkani (myeldeukémie)

* Nadory nervové tkan(gliom)

e SmiSené nadory (melanom, teratom)

(Horton a Hill, 1977)

1.1.2 RICINY RAKOVINY A VLASTNOSTI NADOROVYCH BU NEK
Rakovinné biiky jsou charakterizovany dma dtdicnymi vlastnostmi:

e Ony samy i jejich potomstvo se rozmnoZzuji i béitgmnosti stimul k déleni

* Invaduji a kolonizuji oblasti které jsou norm&kyhrazené pro jiné biky
U benignich naddrmaji jejich buiky pouze prvni vlastnost, aléstavaji na jednom
mis&, u malignich naddrbuiky maji schopnost invadovat do okolni tkgAlberts a
kol., 1998).
Nadorové biiky ztratily schopnost reagovat na normalni pagnregulujici jejich
proliferaci a diferenciaci. Prvni zjevnou &nou buiky pii postupném vyvoji rakoviny



je transformace. Transformovanéiky se morfologicky liSi od jprodnich bugk,

z nichZ vznikly. O tom, zda se transformovanéKkaustane nadorovou, rozhodugela
faktoni. Aby vznikl nador, musi se transformovanakainejprve pomnozit. Nadorove
buiiky mohou vSak byt rozpoznany jako organismu ciziddsledku toho zriieny
imunitnim systémem (imunologicky dozor).

Rakovina je kongnym vysledkem postupného procesu interakci na uichemické,
biochemicke, buktné, tk&ove, organové az po reakci celého organismu. Jiadnot
stupré mohou byt iniciovany a stimulovartgdou faktoii- pasobenim vié, chemickych

kanceroged, fyzikalnich kancerogen
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Obr.1: Vznik a vyvoj nadoru
( Horton a Hill, 1977)

1.1.3 RUST NADORU

Rychlost fistu nadoru se vyjddije jakocas potebny ke zdvojeni objemu nadoru.
Lidské nadory maji dlouh§as ke zdvojeni objemu-od 1 tydne az 1 roku. Nador
obsahuje asi fbursk v 1g nddorové masy.&&inu nadoi se nepodi objevit dokud
nedosahnou velikosti 2@7 16 bunsk. Faktory ovliaujici rychlost fistu nadoru:
rychlost replikace proliferujicich bk, zastoupeni proliferujicich beékv celkovée

burg¢né populaci, rychlost ztraty béikz nadoru (Horton a Hill, 1977).



1.1.4 LECBA RAKOVINY

Chemoterapie- typ &by rakoviny ktery s pouzitim lékpracuje tak, Ze zastavuje nebo
zpomaluje #ist rakovinnych buk.

Ozaovani- pouziti vysokoenergetickeé radiace z X-paprgemma paprska jinych
zdroji k zabiti rakovinnych buik a zmenSeni nadir

Bio terapie- bioterapie vede k posileni nebo k eendschopnosti imunitniho systému
bojovat s rakovinou, infekcemi a jinymi nemocemaké& se pouziva pro zmémi
vedlejSich dinku které mohou byt Zisobeny gkterymi l[&ebnymi postupy.
Pouzivanymi agens jsou monoklonalni protilatkgtoveé faktory a vakciny. Ty mohou
mit také pimé protinddorovédinky ( U.S. National cancer institute, 2010).

1.2 SARKOM

Obecné ozngeni pro zhoubny nador z pojivove tkawazivo, chrupavka, kost),
krvetvorné a lymfatické tk&ni svalu. Podle tkanpavodu se také nazyva (Vokurka a
Hugo, 1998).

Velké mnozstvi genetické informace sarkomu se mahdilo kthem poslednich dvou
desetileti s fispénim diagndz a Eby. V poslednim vydani World Health Organization
classification, je uvedendaiplizné 40 rozdilnych tyfi sarkonti (Toguchida a
Nakayama, 2009).

Sarkom S-180 je jednim z transplantovatelnych, nast&zujicich nadérpojivove

tkarg mysi (Worley a Spater, 1952).

1.3 MELANOM

Forma rakoviny ktera Zéna v melanocytech (lsdach které vytvé pigment melanin)
(U.S. National cancer institute, 2010).

Byva zejména natiZi ale miZze byt i na sliznicickii v oku. Velkou roli @i jeho vzniku
ma sluneéni z&eni a Ubytek ozonu. Projevuje se jako pigmentovanskktera ma
nestejnorodou barvu a nepravidelné okraje (Vokarkaugo, 1998).

B16-F10 melanom p&tmezi nejagresiw)si, Spatk imunogenni mysi nadory (Pan a
kol., 1999).

1.4 OVOSAN
Ovosan je komplex biologicky aktivnich fosfolifide piipravovan jako 30% suspenze

ve slunénicocém oleji. Je vyraim firmou Areko spol. s.r.o. na zakkadlouhodobého



vyzkumu RNDr. Jinéicha Kéry DrSc. Suspenze vépgch fosfolipidi ma jako
z&kladni sotésti PNAE (30%) a vagay lecitin (60%). Ether fosfolipidy inhibuji
aktivitu protein-kinazy C a indukuji selektivni dieskci membran nadorovych béin
(Kéra a kol., 1986, 2000).

Mechanismus d&inku:

U¢innou latkou je ether fosfolipid PNAE (plasmanyladyl-etanolamin). Jeho
pusobeni je zaloZeno na rozdilném metabolismu etisolipidi ve zdravé a nadorove
buice. Ve zdravych hikach je pitomen enzym alkyl-glycerolmonooxygenéza, ktery
Stepi etherickou vazbu v molekule PNAE. Vzniklét jsou dale vyuZzity pro
biosyntézu lipid a fosfolipidi, které jsou nezbytnou s@asti bugénych membran. V
nadorovych bitkkach tento enzym chybi nebo je t&rmaktivni, coz vede ke kumulaci
ether fosfolipidi PNAE v membranach nadorovych Bura jejich destrukci (Kara a
kol., 1989) (Obr 2 a 3) zatimco zdravéiky zistavaji neposkozeny.

Obr.2: Elektron-scanning mikrofotografie Obr.3: Elektron-scanning mikrofoto

lidské nadorové hiky HEp-2 v tkaove buinky HEp-2 vystavenétsobeni
kulture. VybsZzky (mikrovily) na povrchu PNAE (50pg/ml) po dobu 24 h. Jsou
buiky jsou typické pro zivou hiku. patrné otvory v butné membra#

DalSim pozitivem je inhilgni pisobeni na proteinkinazu C (PKC), ktera se v
nadorovych biikach vyskytuje ve zvySené koncentraci. PKC jeinifiih prenaSéem
signdélu v buce. Ovliviiuje enzymové systémy, které hrajie¥itou roli v regulaci
bungéné proliferace. Kompetitivni inhibice PKC semisytitlkeym preparatem PNAE
nema toxicke &inky (Kara a kol., 1993, 2000, Mikhaewich a koR91).



Dale bylo empiricky zji&tno, Ze uzivani Ovosanu podporuje funkce imunitniho
systému. Usgsng byl aplikovan nagiklad pri I€¢bé autoimunitnich a alergickych

onemocgni (Kara, 2000).

1.5 IMATINIB

Imatinib je 1€k uzivany k ¢ urcitych typa rakoviny. V sodasné dob je prodavana
firmou Novartis jako Gleevec (USA) nebo Glivec (&pa, Australie, Jizni Amerika)
jeho mesylovanai$ imatinib mesylat (INN). Je pouzivanyguevsim k [&b¢
chronické myeloidni leukémie, akutni lymfatické kémie a gastrointestinalnich
stromalnich naddr(GISTs). D& se ale také pouzit lg¢bé maligniho melanomu
(Wyman a kol., 2006). Je prvnittenem novéifdy ¢inidel, ktera fisobi specifickym
blokovanim uéitého enzymu, coz je lepSi nez nespecificka blokezabijeni vSech

rychle se dlicich burgk.

[\1 T
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Obr. 4: Chemicky vzorec Imatinibu

Imatinib byl vynalezen v 90. letech 19.stoleti liemikem Nicholasem Lydonem,
byvalym vyzkumnikem pro Novartis, onkologem BrianBmukerem z Oregon Health
and Science University (OHSU), a Charlesem Sawgers®lemorial Sloan-Kettering
Cancer Center, ktery vedI klinické pokusy potvrzujgho @&innost g chronické
myeloidni leukémii. k jeho vyvoji takérigpeli Carlo Gambacorti-Passerini¢dec z
Univerzity v Milaré v Itlii a John Goldman, hematolog z Hammersrkighsemocnice

v Londyre.
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Obr. 5: Mechanismusigobeni Imatinibu

Imatinib je derivat 2-fenylaminopyrimidinu. Fungygko specificky inhibitor tyrosin
kindz. Obsazuje aktivni misto tyrosin kindz, codev&e snizeni jejich aktivity (Obr.5)
(Wikipedia, 2010).

Imatinib se vaze na vnitrob&ny v&ek umisgny uvnit tyrosin kindz a tim inhibuje
vazbu ATP a bréani fosforylaci a nasledné aktivastavych receptdra jejich cest
pienasejici signal. Tato latka inhibuje tyrosin kinibdované bcr-abl onkogenem
stejre jako receptor tyrosin kinaz kodovany c-kit a PDGHRatelet Derived Growth
Factor Receptor) onkogeny. Inhibice bcr-abl tyrdsivdz ma za nasledek snizeni
proliferace a zvySeni gtu apoptdz v malignich likach (National Cancer Institute,
2010).

U maligniho melanomu byla prokazana cesta vedgnahi ffes c-kit a PDGFR a tim

lze pouzit Imatinib i fi 1é&¢bé tohoto typu nadoru (Wyman a kol., 2006).

1.6 ENZYMOTERAPIE

Enzymy jsou proteiny, které maji funkci biologickykatalyzatai (Klouda, 2005).
Urychluji metabolické &e o 8 az 14adi. Nejdilezit¢jSimi enzymy jsou enzymy
proteolytické neboli proteazy. EBa proteazami saha az do prehistorie (Nouza K. a
Nouza M., 2006). Zvlastni formoudgy je systémova enzymoterapie, jejiz
zakladatelem byl John Beard. Kb pouzivaléerstvé vytazky z pankreatu, které
obsahovaly trypsin. Beard trypsin povazoval za mhilakinnou latku a oznal svoji
terapii za trypsinovou (Beard, 1911). Jeho nasietkoWald pouZzival sis trypsinu,
chymotrypsinu a papainu. Tato &rinhibovalaiist melanomu B16 a snizovala vyskyt

metastaz (Wald a kol., 1998, 2001). Systémova eonsmapie se uplatje v komplexni
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protinadorové 1&b¢ a sp@iva v peroralnim nebo rektalnim podavani kombinaci
proteolytickych enzyrin Fi perorainim podavani se navic musi zajistit ocaramzyni
pied kyselym Zalud@im prostedim tak, Ze se tablety s proenzymy épatbalem,
ktery se rozpusti az v neutralnim nebo alkalickéosiedi steva (Nouza a Wald,
1995). Tim je zaji$ho vstebani mnozZstvi schopného zajistit v organisniabéé
acinky (Nouza a kol., 1999). Enzymy, které sa®bgji, Zistavaji jen kratkou dobu ve
volném stavu. Jsou inhibovany bilkovinami v krnigllé se oznalji jako antiproteazy
nebo inhibitory proteaz (Nouza K. a Nouza M., 200&)jznandjSi inhibitory proteaz
jsou napiklad alpha-2 makroglobulin, alfa-1 antitrypsinfaal antichymotrypsin.
Nasledr vznikaji komplexy antiprotedza-proteaza. Wskkdku pohlceni proteaz alpha-
2 makroglobulinem se zvysSi schopnost tohoto inbrbitvazat skteré cytokiny.
Protinadorovy tinek systémove terapie je sfatan v odstraovani TGF-beta a IL-10,
jejichz vyluwtovanim nadory usiluji o dosazeni imunologické &hee (Desser a kol.,
2001).

1.7 PROENZYMOTERAPIE

Pred sto lety, jak bylo zmémo, polozil John Beard, profesor srovnavaci emiogyiel na
univerzig v Edinburghu, zaklady enzymové terapie. Zjis&#,W2\tSiny placentalnich
organisni se vyviji pankreas v dépkdy placenta zpomaluj&st. Domnival se tedy, Ze
enzymy produkované rozvijejici se pankreatickou@ldomezuiji invazi trofoblastu a ze
pankreatické extrakty by mohly mit podobny inkibi(¢inek na invazi nadaér Je totiz
znamée, Ze trofoblast a maligni nddory maji velk@nstvi shodnych vlastnosti.

Podle Bearda musi byt pankreatické extralnstvé, jestlize se od nicltekava, Ze si
udrZi protinadorovou aktivitu (Beard, 191@erstvy extrakt ktery pouzival obsahoval
vyznamné mnoZstvi proenzynitrypsinogenu, chymotrypsinogenu). Beard tak pbloz
newdomky zaklady proenzymoterapie spiSe nez enzynmeerdelikoz zmiené
proenzymy byly objeveny mnohem p@&gdBeard o nich nemohl uvazovat. Beard
oznail svoji terapii za trypsinovou (Novak a Trnka, Z)0Beard nil celoufadu
aspesnych ale i neusggnych nasledovnik kterym se nepodido pochopit jeho terapii.
Mezi ty Usgsné pati nagiklad Trnka a Novak ki€ poprvé popsali pouZiti proenzym
pii 16é¢bé nddofi (Novak a Trnka, 2005). Ve svych pokusech pouZismatis
trypsinogenu a amylazy. Dosahli dobrych vyske#lyz snizili vyskyt metastaz u

melanomu B16-F10. DalSim tgmym nasledovnikem byl Wald, ktery pouzivaksm
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trypsinu, papainu a chymotrypsigimz také snizil tvorbu metastaz u melanomu (Wald
a kol., 1998) a Lewis lung karcinomu (Wald a kaDQ1) u mysi.

Uspzl proto, Ze sris podaval perrektadn(Wald a kol., 1998, 2001), cozZ je lepSi nez
peroralig, protoze pi peroralnim pouziti neni jisté, zda se proteazielsji (Ziv a kol.,
1987). Pro dosazeni ebného efektu pouziveadow veétSi mnozstvi aktivnich
enzymi nez bylo mnoZstvi proenzynpouzitych Novakem a Trnkou 2005.
Mechanismussobeni proenzyth Proenzymy jsou transportovany krvi v neaktivni
formé. V misg€ nadoru jsou aktivovany nadorovymi proteazamiiikdgd kathepsinem
B (Kobayashi a kol., 1993, Figarella a kol., 1988)terokindzou (Miyata a kol., 1999),
nadorovym trypsinem (Koivunen a kol., 1991, Nybearipl., 2006). Nadorovymi
enzymy se iniciuje a urychli rozpad proenziyrmoz nasledhivede k lokalnimu zacileni
enzymoterapie. Vznikly trypsin a chymotrypsin jgmhlcovany alfa-2
makroglobulinem. Vznikly komplex pohlcujéané cytokiny, preferemeé pak TGF-
beta. Tento cytokin pouziva nador k indukeiyTymfocyti a tim k navozeni stavu
tolerance (Krasagakis a kol., 1998, Pawelec, 199ohlcovani TGF-beta tvorbu této

tolerance narusSuje.
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2. CILE PRACE

1. Studium in vivo ovliviini transplantovaného melanomu B16-F10 pomoci
proenzymoterapie, Ovosanu a kombinaci obidstymai.
2. Vliv Ovosanu na sarkom S-180 transplantovanyimyBALB/c a SCID,zji&ni

tlohy imunitniho systému.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 LABORATORNI zZVi RATA

K experimenim byly pouzity osmitydenni samice mysSi kmene C5HB.BALB/c
dodané firmou Charles River (Suzfeldimecko), samci a samice SCID mysSi
(C.B17/Icr-scid) které byly rowz pivodns dodany firmou Charles River (Suzfeld,
Némecko). Mysi nély pramérnou hmotnost 18-20 g, Byly krmeny granulovanou

stravou a vodoad libitum. Mysi SCID byly umisiny ve sterilnich izolatorech.

3.2 NADOROVE BUNKY

Byly pouzity buiky melanomu B16-F10 a hky sarkomu S-180 (oboji dar prof.
Rihové, Ustav mikrobiologie, Akademigd, Praha). Biikky melanomu B16-F10 byly
kultivovany v RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalnitavinniho séra a antibiotika
(Sigma-Aldrich). Kultivace probihala v termostatti $7°C v atmosfée se 100%
nasycenim vodnimi parami a obsahujicim 5% oxidiciiého. Buiky sarkomu S-180

byly kultivovany stejnym zfisobem jako bitky melanomu B16-F10.

3.3 CHEMIKALIE

Enzymy: Bovinni trypsinogen (14 000 BAEE U/mg piotepo aktivaci), bovinni alfa-
chymotrypsinogen A (48 BTEE U/mg lyofylizovanéh@paratu po aktivaci) a alfa-
amylaza z Bacillus sp. (1780 maltézovych U/mg pratebyly dodany firmou Sigma-
Aldrich

Terapeutické preparaty: Imatinib mesylat (Gleeye@roduktem firmy Novartis,
Barcelona, Spatisko. Ovosan jsme ziskali jako dar od jeho vyrolficely AREKO

spol. s.r.o., Praha

3.4 TRANSPLANTACE NADORU

3.4.1 Prvni experiment

Priprava bugk melanomu B16-F10: médium RPMI s 10% FCS bylmsliiky byly
dvakrat promyty PBS. Adherovanéiby byly oplachnuty trypsinizani snesi (0,02%
trypsin, 0,5 mM EDTA v PBS). Poté se k ninidalo 0,5 ml trypsinizéni smesi.

Nasledovala 1-5 minutova inkubact B7°C, dokud nedoSlo k zakulaceni a uwolin
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burék. Poté se k hikam gidalo 5 ml RPMI s 10% FCS a tky byly centrifugovany
10 min @i 4°C a @i 150g. Nasledabyly buiky dvakrat centrifugéng promyty s RPMI
1640 bez séra za stejnych podminek centrifugaceomyé buiky byly
rozsuspendovany v 5 ml RPMI 1640 a potécggoy (Trypanova mad 1:1). Jejich
koncentrace byla upravena na 4 mil/ml. Samice rky&ne C57BL/6 jsme oholili na
zadech na pravé stram nasledujici den jsme aplikovali suspenzi nadariovburgk.
Bylo transplantovano s.c. (prava zadast zad) 400 000 bgk melanomu B16-F10 v
0,1 ml RPMI 1640 bez séra/mys.

3.4.2 Druhy experiment

Bunky sarkomu S-180 po centrifugi@m promyti bezserovym mediem RPMI 1640
(stejné podminky, jako vipdchozim pokusu) byly spidany a rozsuspendovany v
RPMI 1640 bez séra. Samice a samci mysi SCID blblemy na zadech na pravé
strat a nésledd jsme aplikovali suspenzi nadorovych Bkn MySim bylo
transplantovano s.c. (pravast zad) 400 000 bgk sarkomu S-180 v 0,1 ml RPMI bez

séra.

3.4.3 Treti experiment

Priprava butk sarkomu S-180 byla stejna jako #egchozim pokusu. Samice mysi
SCID a BALB/c byly oholeny na zadech na pravé stnasledéjsme aplikovali
suspenzi nadorovych beék MySim bylo transplantovano s.c. (praést zad) 400 000
burgk sarkomu S-180 v 0,1 ml RPMI bez séra.

3.5 ORGANIZACE JEDNOTLIVYCH EXPERIMENT U

3.5.1 Prvni experiment in vivo
12 dni po aplikaci butk melanomu 70 samicim mysi C57BL/6 byly tyto réledy do
péti skupin tak, aby v kazdé skugibyly mysi s giblizn¢ stejre velkymi nadory.
V prvni skupig bylo 10 mysi, ve druhé 30, vieti actvrté a paté po 10 mysich.
Vytvorené skupiny: I: Kontrolni skupina, 10 mysi
[l:Proenzymoterafaplikace 0,1 ml roztoku proenzyndenrg do
stehenniho svalu levé zadni nohy), 30 mysi
[ll: kKdba Ovosanem (200 mikroliimperorali denr€), 10 mysi
IV: lba Ovosanem + proenzymoterapie (dgnh0 mysi
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V: kBa Imatinibem (0,2 ml roztoku intraperitoneflaplikace 5
dni a 2 dny vynechat-to celé bylo pravidetpakovano), 10 mysi
Slozeni roztoku pouZzitého pro enzymoterapii: Bypraven roztok obsahujici 0,56 mg
trypsinogenu + 0,56 mg alfa- chymotrypsinogenu &4 mg alfa-amylazy/ml
fyziologického roztoku, ktery byl sterilizovan fi#tci
SloZeni Ovosanu: 30% roztok fosfolifiisle slunénicovém oleji

SlozZeni Imatinibového preparatu: 3,75 mg Imatimiduziologického roztoku

3.5.2 Druhy experiment in vivo
Probihaly dva sowiné pokusy protoZe jsmegthsamice i samce SCID mysSi. Poté co
se u nich vyvinuly nadory (14. den po aplikaci sanlvych bugk) byla provedena
randomizace a zahajena terapie. U sabndy 3 mySi negativni a proto byly z pokusu
vyrazeny. MySi byly umighy do izolatoru.
Byly vytvoieny tyto skupiny: I: L&ba Ovosanem (200 mikrolitrdenrg), 6 samic SCID
Kontrolni skupina, 6 samic SCID
Ilécba Ovosanem (200 mikrokitdenr®), 3 samci
SCID
IVoltrolni skupina, 4 samci SCID

Slozeni Ovosanového preparatu bylo stejné jakanipr experimentu.

3.5.3 Treti experiment in vivo
11 dni po transplantaci sarkomu S-180 22 samicim BALB26 damicim SCID jsme
provedli randomizaci a zahajilidbu.
Vytvoreneé skupiny: I: L&ba Ovosanem (200 mikrotitdenrg), 11 samic BALB/c
[I: Kontrolni skura, 11 samic BALB/c
[ll: Ldba Ovosanem (200 mikroktdenrt), 10 samic SCID
IV: Kontrolni skupin®0 samic SCID

SloZzeni Ovosanového preparatu bylo stejné jakanipr a druhém experimentu.

3.5.4 In vitro experiment

Srovnani pimého vlivu Ovosanu na hky melanomu B16-F10 bylo provedeno
metodou dle Redondo a kol., 2004, pouzitou pr@t@sti cytotoxicity Imatinibu in

vitro. Bunky melanomu B16-F10 byly kultivovany nejprve 24 hwddvou 6-ti
jamkovych destikach (pfimér jamky 3 cm, NUNC) v RPMI 1640 s 10% FCS za vySe
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uvedenych kultivénich podminek. #/0dni mnoZstvi butk bylo 100 000 na jamku.
Nasledovalo staZzeni média. Jamky (vzdy 4 paralbiii) pak naplgny po fech
mililitrech média tohoto slozeni:

I: RPMI s 10 % FCS — kontrola

II: RPMI s 10 % FCS obsahujici Ovosan, vygji&i 0,3% suspenzi fosfolipid

[ll: RPMI s 10 % FCS obsahujici 18 Imatinibu

Po dalSich 24 hod inkubace byla opatstazena média. Nasledovala trypsinizace
piidavkem 1 ml trypsinizani snesi (0,02% trypsin, 0,5 mM EDTA v PBS). Po 5
minutach byla trypsinizace zastavertapvkem 2 ml RPMI s 10 % FCSildadné
promichani 15-ti nAsobnym protaZzenim pasterktidapi Trypanové maidla sp@itani
Zivych burgk.

Slozeni Ovosanového preparatu: 15% suspenze fasiolre fyziologickém roztoku,

dodano firmou Areko

3.6 MERENI VELIKOSTI NADOR U
Nadory byly néteny dvakrat tydé kaliperem. Objemy nadobyly vypcsitany
metodou Inaba a kol., 1986, pomoci vzorcet=*A*B 2 (A je nej\tsi roznér nadoru,

B je nejmensi rozer nadoru).

3.7 ZPRACOVANI DAT
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Sitalea t-testu a programu
STATISTICA VIl od firmy StatSoft INC (Survival Anlgsis). Grafy byly vytvdeny v

programu Excel.
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4. VYSLEDKY

4.1 PRVNI EXPERIMENT

4.1.1 VLIV TERAPIE NA VELIKOST NADORU (melanom B1610)

Z jednotlivych testovanych prepaidta ist nadoi pasobil nej&inngji Ovosan. Dosahl
jedenacty den terapie toho, Ze nadogyn38,5% objemu kontroly. Co secsy
kombinace, Ovosan gipavkem proenzyidosahl dokonce redukce nadorového
objemu na 35,2% kontroly, byla zji$ia mirna aditivita. Jedenacty den rozdil objemu
mezi skupinowislo | (kontrola) a IV (Ovosan+proenzymy) doséhaltistické
vyznamnosti (P=0,026). Rovh tak dosahl statistické vyznamnosti rozdil mezi
skupinou | (kontrola) a skupinou Il (Ovosan), PA3L. Nejmén pasobily samy

proenzymy, které gty maximum w@inku 7. den kdy se dostaly na 61,4% kontroly.

‘I Owvosan @ Owsan+ P @ Imatinibb @ P m Kontrola‘

3500 -

3000 -

2500 -+
2000 -+
1500 - *
*
1000 -
o jlilllﬁ
0 4 7 11

den terapie

\
J

objem nadom (mm3

Obr.6: Risobeni Ovosanu, Imatinibu, proenZym(P) a kombinace Ovosanu
S proenzymy na melanom B16-F10.

* P < 0,05, vztazeno ke kontrolni skupin
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4.1.2 REZITI V JEDNOTLIVYCH SKUPINACH

NejvysSiho peziti bylo dosazeno ve skuginll (Ovosan), naopak nejmensiho ve
skupire V (Imatinib). Ve skupig IV (Ovosan+proenzymy) bylo ipziti ptimérné,
nicmére jedna mys fezila nejdéle. Ovosan Zivot ve srovnani s kontrgmdluzoval a
Imatinib kratil (viz Obr.7).

—o— Kontrola Ovosan —@— QOvosan+Proenzymy Imatinib —=— Proenzymy ‘

100 ®
90 ~
80 ~
70 ~
60 -
50 ~

% preziti

40 ~
30 ~
20 ~

0 T T T T 1

0 10 20 30 40 50
dny

Rozdil v gezivani byl statisticky vyznamny mezi skupinamil (Ovosan) a V
(Imatinib), P< 0,05; Il (Ovosan) a Il (proenzymy), 0,05. Rozdily v peZivani mezi
ostatnimi skupinami nebyly statisticky vyznamné.

Obr.7: Terapie melanomu B16-F1@Giznymi preparaty a sledovaniiegiti mysSi

v jednotlivych skupinach.

MysSi |&éené Ovosanem byly velmi pohyblivé.

4.2 DRUHY EXPERIMENT

Na za&atku experimentu byly u saiincshledany it mySi negativni u kterych se ani
pozdtji sarkom neujal a proto byly z experimentuiageny. Konény patet mysi s
vyvinutymi nadory byl ve skupinach nasledujici: gika I: 6 samic SCID, skupina Il: 6
samic SCID, skupina Ill: 3 samci SCID, skupina #&samci SCID
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4.2.1 VLIV TERAPIE NA VELIKOST NADORU (sarkom S-18®CID mysi)
Ovosan neovlivnilist nddoit u samé ani u samic (viz obr.8). Statisticky vyznamného

rozdilu mezi skupinami nebylo dosazeno.

B Ovosan & O Kontrola & @ Ovosan @ O Kontrola @ ‘
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4000 - -
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3000
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1500 -

1000 -

objem nadora (mm3’

500 -

0 2 6 9 13 16 20 23

den terapie

Obr.8: Risobeni Ovosanu na sarkom S-180 u saansamic mySi SCID

Mezi skupinami kontrolnimi a skupinamickEnymi Ovosanem nebyly Zadné rozdily

v pohyblivosti jako v prvnim experimentu.

4.3 TRETI EXPERIMENT

4.3.1 VLIV TERAPIE NA VELIKOST NADORU (sarkom S-180mysi BALB/c a

SCID)

Jak je patrno z Obr.9, u skupiny mySi BALB/c Ovosgmazre redukoval nadorovy
rast, nicmég z divodu velkého rozptylu naghenych hodnot objetnnadofi nebylo

dosaZeno statistické vyznamnosti. U skupiny mySiDSOvosan na ist nadoru
nepisobil.

Nadory na mySich SCID rostly nezavisle na teragrazre rychleji, nez na mysich
BALB/c. Z divodi, Ze nadory dosahly velkych rozm, byly mysi SCID pediasré

utraceny.
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Obr.9: Risobeni Ovosanu na Sarkom S-180 u mySi SCID a BALB/c

4.4 IN VITRO EXPERIMENT

Bylo zjiSteno, Zze Ovosan tlumil proliferaci béikmelanomu B16-F10 a t@&ingji, nez
Imatinib (Obr.10). Bsobeni Imatinibu bylo srovnatelné s vysledky Redoadpol.,
2004

22



®m Ovosan O Imatinib @ Kontrola

1,8 -
1,6
14 -

1,2

0,8 A

0,6 -

pocet bunék (mil.)

0,4 -

0,2

hodiny

Obr.10: Risobeni Ovosanu a Imatinibu na melanom B16-F10tip vi
*P < 0,05 - vztazeno ke kontrole
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5. DISKUSE

V prvnim experimentu jsme studovali, jakspbi preparat Ovosan, preparat Imatinib,
proenzymy a kombinace proenz§yns Ovosanem, na melanom B16-F10. NejlepSich
vysledki dosahl Ovosan. Vysledek nédeme porovnavat s literaturou, protoze zatim
nebyl publikovan zadny experiment ve kterém bypgmzit Ovosan na mySim modelu.
Byl pouze sledovan vliv PNAE naist lidského karcinomu rekta transplantovaného
nu/nu mysim, u kterého se v tomto experimentu re€ma inhibéni &inek (Pokkova

a kol., 1987). Co vSak iieme konstatovat je, Ze Ovosars@bil |épe nez proenzymova
smés a to nejen v naSem experimentu, ale i v expetisénprovedenych na stejném
modelu stejnou sisi (Kalferstova, 2008). Experimenty Novaka a TrnR905 byly
provad¢ny se smisi bez chymotrypsinogenu a sledovaly jiné cile &sigizovani),
experimenty Walda a kol. 1998, 2001 pouZzivali gagdai aplikaci aktivnich enzyfna
byly tedy rovéz vzdalené. Preparaty obsahujici aktivni protedtgré jsou dnes
nabizeny #kolika firmami, maji velky nedostatek v tom, Zeyspodavany peroran
neba’ je zde otazka, zda se enzymipec vstebaji (Gewert a kol., 2004), a jestlize ano,
tak pravépodobr jen velmi mal&ast (Ziv a kol., 1987, tastny a kol., 2002). Navic
jsou podavéany lidem a tak dalSi srovnavani by kghadjici.

Ovosan fisobil wtSi inhibici nadorovéhoistu melanomu B16-F10, nez Imatinib a to
za podminek, které byly pouzity pro studium vlivoatinibu na tento nador (Redondo a
kol., 2004). Imatinib sice nenitjpo konstruovan pro terapii melanépma melanomy
vSak pisobi (Redondo a kol., 2004) a vysledky s Ovosanidery toto misobeni
piekonal, jsou velmi povzbudivé. Rasintak bylo velmi pozitivni, Ze jsme pozorovali
vyrazny vliv Ovosanu na pohyblivost a vitalitu my3iento jev odpovida pozorovani
Dr. Powkové (Ustni séeni). Vyustnim tohoto jevu bylo statisticky vyznamné
prodlouzeni peziti mysi Iéenych Ovosanem a to jak v porovnani s proenzymovou
terapii, tak s terapii Imatinibem. Naopak tpact Imatinibu jsme pozorovaly vyraZn
rychlejSi hynuti, nez tomu bylo v ostatnich skupmaSnaha o dosazeni jest
vyrazrgjSiho pisobeni na zakl@gdkombinace Ovosanu a proenzymoterapie vedla k
zanedbatelnému zvySenéidku. JelikoZz se jevi jako velmi praggodobné, Ze nejen
dale diskutovanégsobeni Ovosanu je zavislé na ziskané induaie Ze i proenzymova
terapie nefunguje bez kompletni, pliunkeni imunity (@ipravovana diplomova prace

P. Kaiserové), riveme se domnivat, Ze ®kerapie sow¥i a interaguji s podobnymi,
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nebo svazanymi s¢éstmi imunitniho systému a Ze misto synergjip)né aditivity zde

caste&né interferuje uéita kompetice.

V druhém experimentu jsme se snazili zjistit zassl &inku Ovosanu na funkci
imunitniho systému a tim seilplizit k poznani mechanismu jehaigpbeni. PouZili
jsme model SCID mysi/sarkom S-180. Vzhledem k toaeuani u samcani u samic
mySi SCID které nemaji ziskanou imunitu Ovosan heaV riast nadoru, mzeme se
domnivat, Ze zavislostiinku Ovosanu na imurditexistuje. Tetim experimentem jsme
znovu potvrdili, Ze Ovosan na sarkom S-180 u myGIDSnepisobi. Nadory rostly
nezavisle na terapii. V kontrole na imusitpin¢ vyvinutych mySich BALB/c Ovosan
vyrazre redukoval nadorovylist. Druhy aiteti experiment tedy podporujtgustavu, Ze
Ovosan jsobi nepimo stimulaci imunitniho systému. Tento fakt jeesiovaén, ale
dosud nebyl podgen experimentalnimi udaji. V této souvislosti sei jmko velmi
zajimavymi poznatky o inhibhim pisobeni Ovosanu na nédory pankreatu
transplantované NuNu mysim, prezentované Dr.¢Rmwou na pracovnim semifia
firmy Areko v roce 2010. SCID mysSi nemaji T a B fguoyty, NuNu mysi nemaji T
lymfocyty. Z toho vyplyva, Ze by vykonnym elementektery zarduje protinddorove
pusobeni Ovosanu mohly byt B lymfocyty a protilatkavd@powd’. To si vSak vyzada
dalSi studium a potvrzeni, nebeebyly pouzity stejné nadorové modely.

Pro experiment in vitro byla pouzita koncentraceo€anu, pouzivana firmou Areko k
in vitro owtrovani &innosti preparatu. Byl nalezegin vysSi, nez &n Imatinibu, coz
sice odpovida vysledkn prvniho in vivo experimentu, ale neodpovida érém
experimeni na SCID mysSich, které hokio proti primému misobeni preparatu.
Domnivame se, Ze peroralnim podanim Ovosanu nelpeis€ nadoru docilit tak
vysokych koncentraci, které byly pouzity v in vitexperimentu. ®mé pisobeni
Ovosanu pak bude in vivo daleko niZsi a cely effekte zaviset na stimulaci imunity.
Primé pisobeni Ovosanu na nadory vSak éplglowcit nelze. Tento fipadny efekt by
vSak evident& nebranil proliferaci naddorovych béky zpisobil by vSak ufita naruseni

a defekty, které se projevi se az v kombinaciuwitnim atakem.

Celkow mozno konstatovat, Zze preparat Ovosan vykazujeorpbpdr vysokou
protinadorovou aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze seng@do smis by s dominantni
acinnou slozkou PNAE (Kéra, 2000), a vzhledem i kpie se do celého mechanismu

zapojuje velmi slozity imunitni systém, lzefepdpokladat, Ze detailni poznani
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mechanism pasobeni Ovosanu si vyzada jeshodré dlouhé studium. To vSak
vzhledem k markantnim hlavnim a nulovym vedlejSitimkiim nebrani tomu, aby byl

Ovosan pouzivan jako potimy prostedek, potravinovy dopéik.
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6. SOUHRN

* Bylo zjisténo, ze Ovosandinné potlauje mist melanomu B16-F10 aipobi
piiznivé na vitalitu a peziti tumor nesoucich mysi. Jeho protinadorasopeni
bylo vyrazré lepsi, nez &inek Imatinibu.

* Ovosan jsobi &inngji, nez proenzymoterapie. Kombinagehto terapii
vykazuje jen velmi slabé znamky aditivity.

* Pasobeni Ovosanu neniegmg piimé, ale je zprogédkovano imunitnim
systémem, ziskanou (specifickou imunitou).fpp imunodeficientnich mysi
(SCID) nesoucich nadory se jeho protinadorosiaky ztratily.
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