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Uvod

Chemoterapie a radioterapie jsou spole¢né s chirurgickym odstranénim
nador( standardnimi zpUsoby léCby pacientl postizenych rliznymi typy
solidnich zhoubnych nadord. Uginek cytostatickych latek pouzivanych
pfi chemoterapii nevykazuje selektivni efekt pouze na nadorové buriky,
ale plsobi rovnéz na normalni proliferujici bunky. Pfi systémové
aplikaci cytostatik, ktera je nejb&znéjSim zpisobem chemoterapie, jsou
tak postizeny epitelialni buriky zazivaciho traktu, buriky kostni dfené

a vlasovych folikul(. To vede k vyraznym nezadoucim vedlejSim
Ucinkdm (myelosuprese, mukositida, alopecie). Myelosuprese
(imunosuprese) potla¢uje normalni funkci kostni dfené, coz se
projevuje zménou krevniho obrazu — poklesem poctu ¢ervenych
krvinek (anemie), bilych krvinek (neutrofilll — neutropenie) nebo
krevnich desti¢ek (trombocytopenie). V souvislosti s tim dochazi ke
zvySené unavé pacientl a ke snizeni odolnosti vi¢i riznym infekcim.
Podrobnéjsi studie periferni krve prokazala, ze zatimco pokles poctu
neutrofil, monocytl a trombocytl po jednotlivych cyklech
chemoterapie se v intervalech mezi nimi vraci na vice nez 50%
puvodni hodnoty, subpopulace lymfocytl klesaji po prvnim cyklu na
velmi nizké hodnoty, na kterych zUstavaji béhem celé 1é¢by (Mackall et
al. — Blood 84: 2221, 1994).

Ovosan je potravinovy doplnék vyrabény firmou Areko, s.r.o. Praha
(www.areko-praha.cz). Jedna se o smés biologicky aktivnich fosfolipidd
(BAF) na pfirodni bazi, které vykazuji selektivni protinadorovy efekt.
Ten je pfi¢itan jednak jejich inhibiénimu pldsobeni na enzymatickou
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aktivitu proteinkinasy C a jednak kumulaci fosfolipidd v membranach
nadorovych bunék (pro nepfitomnost nebo nizkou aktivitu enzymu
alkyl-glycerol-monooxygenasy, ktery je §tépi), coz zplsobuje jejich
destrukci. Ovosan je doporucovany pro celkové zlepSeni zdravotniho
stavu, pro urychleni regenerace organismu, pro podporu funkce
imunitniho systému a pro potlaceni nezadoucich vedlejsich G¢inka
chemoterapie nebo radioterapie. Cilem této studie bylo posoudit, do
jaké miry se mize u onkologickych pacientd I1é¢enych standardnimi
postupy pfiznivé projevit vliv peroralné uzivaného preparatu Ovosan na
zakladni hematologické a imunologické parametry.

Material a metodiky

Od dubna 2009 byla u skupiny pacientl postizenych nadorovym
onemocnénim zahajena tato studie, kterda bude ukon&ena v roce 2013.
Postupné do ni bylo zafazeno 65 pacientt s riznym typem nadorového
onemocnéni (pfedevsim karcinom pankreatu-24x, karcinom mlééné
zlazy-13x, kolorektalni karcinom-7x, karcinom prostaty-4x, karcinom
ovaria-4x; nadory mozku-7x; ostatni nadory byly zastoupeny jen 1-2
pfipady). Jedna se o Zeny a muze ve véku zhruba 30 - 80 let, v rlizném
stadiu nadorového onemocnéni, s riznym zplsobem standardni IéCby
a s riznou denni davkou Ovosanu aplikovanou po rizné dlouhou dobu.

Na zakladé informovaného souhlasu byly u pacientd provadény
opakované odbéry periferni vendzni krve. Krev objemu 1-2 ml byla
odebirana do PE-zkumavek potazenych K3EDTA (Vacuette, Greiner-
Bio-One, Thajsko). Prvni odbér byl proveden pred zahajenim podavani
Ovosanu. Nasledné pak byly odbéry uskute¢néné zhruba jedenkrat za
2-3 mésice v zavislosti na aktualnim zdravotnim stavu pacienta a na
probihajici standardni 1é¢bé. Hematologickym analyzatorem Mythic 18
(Orphée S.A., Svycarsko) byly stanovovany zakladni hematologické
parametry - pocet leukocytt (WBC, 109/1), pocet lymfocytl (LYM, 109/1)
a procentudlni zastoupeni, poc¢et monocyttl (MON, 109/1) a procentualni
zastoupeni, pocet granulocytd (GAR, 109/1) a procentudlni zastoupeni,
pocet erytrocytd (RBC, 1012/1), koncentrace hemoglobinu (HGB, g/1),
hematokrit (HCT, %) a pocet trombocytl (PLT, 109/1).

Paralelné bylo sledovano ve stejnych vzorcich krve pomoci
pritokové cytometrie na zakladé exprese dvou CD-znak( procentualni
zastoupeni riznych subpopulaci lymfocytll. Smési dvou nafedénych,
odlisné fluorescencné znacenych mySich monoklonalnich protilatek
(Exbio, Praha) (anti-CD3/FITC+anti-CD4/PE; anti-CD3/FITC+anti-
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CD8/PE; anti-CD3/FITC+anti-CD56/PE; anti-CD3/FITC+anti-CD19/PE)
byly inkubované s 10 ul nesrazlivé krve (30 min. v lednici). Pak byla
provedena lyza erytrocytl pfidanim 200 pl nafedéného roztoku (1:19

s destilovanou vodou) Easy Lyse (Dako, Dansko; 10 min. pfi pokojové
teploté ve tmé) a nasledné bylo pfidano 10 ul roztoku propidium jodidu
(PI; 1 ug/ml). Obarvena bunécna suspenze byla okamzité analyzovana
pfistrojem FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA). Ziskané udaje
byly vyhodnocené programem Flow Jo (Tree Star, OR, USA). Za
pomocné T lymfocyty (Th) byly povazovany buriky s fenotypem CD3+
CD4+, za cytotoxické lymfocyty (CTL) bunky CD3+ CD8+, za NK
(natural killer) bunky CD3- CD56+, za NKT bunky CD3+ CD56+, za B
lymfocyty buriky CD3- CD19+a za T lymfocyty buriky CD3+ CD19-. Pro
sledovani T regula¢nich bunék (Treg) byla pouzita kombinace protilatek
anti-CD4/FITC+anti-Foxp3/PE (eBioscience, CA, USA) a roztoky pro
fixaci a permeabilizaci bunék (eBioscience) podle doporuceni vyrobce.

Vysledky a diskuse

Skupina pacientl zafazena do této studie byla vyrazné
heterogenni pfedevsim z hlediska pribéhu nadorového onemocnéni
a zpUsobu jeho lécby. To patrné mohlo ovlivnit hodnoty sledovanych
parametrd, které tak vykazovaly zna¢nou individualni variabilitu a to
i v pfipadé, Ze se jednalo o pacienty s toutéz diagnézou. Proto jsme
neprovedli sumarizaci a statistické zpracovani ziskanych dat, ale
posuzovali jsme je samostatné v ramci jednotlivych pacientd.
Procentualni zastoupeni subpopulaci lymfocyt( a hodnoty
hematologickych parametrl se pohybovaly v rozmezi normalnich
hodnot (nékdy spiSe pfi jejich dolni hranici). Ve sledovanych
parametrech jsme u pacientll zaznamenali obvykle pouze mensi
a kratkodobé vykyvy, které odrazely nezbytné chirurgické zakroky
a léCbu nadorového onemocnéni chemoterapii nebo radioterapii.
Nepozorovali jsme v§ak zadné vyrazné dlouhodobé poklesy
v zastoupeni Th, CTL a B lymfocyt(, které byly popsané u pacient
lé¢enych chemoterapii (Mackall et al. — Blood 84: 2221, 1994).
U dlouhodobéji sledovanych pacientll jsme naopak zjistili zna¢nou
stabilizaci hodnot hematologickych parametrt i podilu subpopulaci
lymfocytll, pfestoze byla opakované aplikovana chemoterapie (obr. 1).
Tato skute¢nost by mohla byt pfi¢itana podplrnému plsobeni Ovosanu
na krvetvorbu a bufky imunitniho systému. Do studie vSak nebyla
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zafazena kontrolni skupina pacient(l [é¢enych chemoterapii, ale bez
aplikace Ovosanu, ktera by tento pfedpoklad mohla jasné potvrdit. Neni
rovnéz jasne, zda by se mohla deklarovana podpora funkce imunitniho
systému navozena podavanim Ovosanu projevit napf. zvySenim hodnot
sledovanych parametr(i, protoze zadna takova studie nebyla dosud
provedena.

Davkovani Ovosanu bylo u pacientt zvoleno tak, aby se dosahlo
co nejrychleji jeho vysoké koncentrace v organismu a tato aby byla
dlouhodobé zachovana. Obvykle se jednalo o 3 x 5 kapsli Ovosanu
denné. To pfi hmotnosti kapsle 500 mg a 30% obsahu BAF
predstavuje denni peroralni davku BAF 2 250 mg/pacienta. Pfi
pokusech na mysich s inokulovanymi burikami karcinomu rekta byl
pozorovan supresivni U¢inek na rdst nadorl pfi davce 4,5 mg BAF
(PNAE) s.c./my$/den (Pouckova et al. — Cas. Lék. Ceskych 126: 1569,
1987). Kdyz bychom chtéli uvazovat o dosazeni podobného efektu u
pacientl, pak bychom pfi prostém pfepoctu davkovani pfes hmotnosti
obou druhl (mys cca 30g, ¢lovék cca 60 kg) (pokud bychom pominuli
napf. odliSné rychlosti metabolismu) dosli k hodnoté 9 000 mg
BAF/den, coz predstavuje 60 kapsli Ovosanu. Navic sledovani ukladani
PNAE ve tkanich mySi nesoucich sarkom prokazalo, ze do samotného
nadoru se dostava jen malé ¢ast, zatimco vétsina byla lokalizovana
v jatrech a ve sleziné (Kara et al. — J. Cancer Res. Clin. Oncol. 120:
662, 1994). Otazkou tak zUstava, zda empiricky zvolené davkovani
Ovosanu je optimalni pro dosazeni o¢ekavaného efektu.

Procentualni zastoupeni subpopulaci
lymfocytii
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Obr. 1: Hodnoty sledovanych parametrd u pacienta s karcinomem pankreatu, u kterého je

zdravotni stav dlouhodobé stabilizovany. Hodnoty na pravé ose y u grafu

hematologickych parametr( se tykaji HGB a PLT. Ch = poc¢atek chemoterapie.
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