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1. Uvop

1.1 NADOROVE ONEMOCNENI

Nadorové onemocnéni je téz obecné nazyvano rakovinou. Jde o rtiznorodou skupinu
chorob, kterou znal jiz lékai Hipokratés (asi 460-377 pf. n. 1). Je dasledkem mutace
v genetickém kodu vétSinou jen jediné buiky (Fearon, 1997), kterda se pak zacne
nekontrolovatelné délit. Takto transformované buiky Casto viilbec neodumiraji a dale se
nekontrolovatelné déli. Maji schopnost napadat jiné tkdné a rozSifovat se pomoci metastaz
do jinych c¢asti téla. Shluk takovychto bun€k nazyvame nadorem ¢i tumorem. Jak toto

onemocnéni komplexné 1éCit je stale otazkou.

Rozeznavame dva druhy tumorli — benigni a maligni. Benigni tumory nejsou tak zédvazné,
protoze nemaji schopnost §ifit se do okolnich tkéni a neomezen¢ rast. Druhou skupinou jsou
nadory maligni. Pro né je charakteristicky nekontrolovatelny rtist a tvorba metastdz, a proto

jsou velmi zavazné.

Nadory se déli do skupin podle typu pivodni tkané, ze které vznikly. Rozezndvame
tumory epitelidlni, stromalni, hematopoetické, neuroektodermalni, germiomy, nadory

ze zlazovych tkani a vzacné nadory z ostatnich tkani.

Objeveni ucinného zpiisobu jejich 1€cby by bylo pro lidstvo velkym pfinosem.

1.2 NADOROVA IMUNOLOGIE

Imunita dokaze rakovinou buniku rozpoznat jen diky existenci nddorové specifickych
antigentl na jejim povrchu. Tyto nddorové antigeny byly identifikovany a rozdéleny do dvou
kategorii (viz. Tab. 1). Prvni kategorii tvofi antigeny specifické pro nadory (TSA -
vyskytujici se pouze na nadorovych buiikdch). Druha kategorie je tvofena antigeny
asociovanymi s nadory (TAA - vyskytujici se 1 na normalnich butikach za podminek, které

neindukuji stav imunologické tolerance).



TAB. 1: TSA A TAA ANTIGENY. JEJICH PRIKLADY A VYSKYT.

Kategorie
antigenu

Priklad antigenu

Vyskyt tohoto antigenu

Komplexy MHC I a abnorméalni fragmenty
bunécnych proteini

Chemicky indukované nadory,
nékteré leukémie

Komplexy MHC I s fragmenty proteinti

e Nadory vyvolané viry
TSA onkogennich virli
Abnormalni formy glykoproteinii Kdekoliv
Idiotopy myelomt a lymfomi Kdekoliv
Normalni fetalni bunky, napf.
Onkofetalni antigeny a-fetoprotein,
karcinoembryonalni antigen
Nékteré melanomové antigeny (MAGE-1, .
Melan-A) Buiiky melanomu
gg?ger)l HER2/neu (receptor ristového Epitelialni buiiky
TAA S
PSA (prostaticky specificky antigen) Kdekoliv

EPCAM (adhezivni molekula epitelidlnich
bunék)

Metastazy karcinomt

Tzv. diferenciacni antigeny

Leukemické bunky

Mezi buniky rozpoznavajici tyto antigeny a likvidujici nddorové bunky patii lymfocyty
typu Natural Killers (NK-buiiky), Natural Cytotoxin (NC-buniky) a Natural Killers T cells

(NKT buiky). Jejich pocty v organismu byvaji bézné dostateéné¢ vysoké. Mohou se vsak

jesté zvysit Interferonem gamma (IFN-y) a Interleukinem 2 (IL-2). Druhou skupinou jsou

aktivované makrofagy, uvedené do ¢innosti pomoci IFNy a makrofagy aktivujicim faktorem

(MAF). Po aktivaci makrofagy produkuji vétSi mnozstvi cytokind, které tak dosahuji

vysokych lokalnich koncentraci (napt. Tumor Necrosis Factor (TNF-a)).

Ruizné typy nadorovych bunék se li§i zptisoby, kterymi se mohou vyhnout imunité. Rada

téchto mechanizmii je analogickd s Unikovymi mechanismy infekénich mikroorganisma.

Mezi nejvyznamnéjsi zpisoby uniku nadoru imunitnimu systému se fadi:

o variabilita nddorovych bun¢k (mutantni formy bez nadorového antigenu)

o nizkd hustota exprese nddorovych antigenti

o zamaskovani n¢kterych epitopli nddorovych antigent




o produkce faktorti inaktivujicich T-lymfocyty nebo jinych blokujicich faktort
(Interleukin 10 (IL-10), Transforming Growht Factor beta (TGF-))

o produkce faktorti inhibujicich funkce nebo zZivotnost dendritickych bunék (NO, IL-
10, TGF-B)

Nédory produkuji mnoho faktorti, které mohou pozménit balanci Thl a Th2 cytokini.
V ptipad€ zanétu prevazi Thl odpovéd. V piipadé naddorového onemocnéni dojde k vétsi
produkci Th2 cytokinti. Mezi tyto faktory patii TGF-B, IL-10, prostaglandiny a mnoho
dalsich latek (Asselin-Paturel a spol., 1998; Chouaib a spol., 1997; Kim a spol., 1995).
Thl lymfocyty produkuji kromé jinych také IFN-y, TNF a IL-2, Th2 lymfocyty IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 atd. Produkce téchto cytokinl je Uzce spojena se stavem a stupném malignity

(Onishi a spol., 1999).

1.3 SYSTEMOVA ENZYMOTERAPIE

Za hlavni mechanismus ptisobeni se poklada aktivace a-2-makroglobulinu (a2M) a jeho
nasledné zachytavani cytokint obsazenych v krvi. Aktivace prob&hne navazanim protedzy a
naslednou konformacni zménou a2M. Tim se objevi diive skryté aktivni misto, které je nyni
schopné na sebe navazat tfadu cytokinii (Webb, 1996), riistovy hormon (Kratzsch, 1996),
leptin (Birkenmeier, 1998) a B-2-mikroglobulin (Gouin-Charnett, 2000). Pfehled hlavnich

cytokint, které vaze aktivovany a2M, uvadi Tab. 2.

Komplex a2M s protedzou a cytokinem je odstrailovan hepatocyty, makrofigy a
fibroblasty. Kone¢nym vysledkem je odstrafiovani cytokinii ze séra. Samotny a2M cytokiny
vaze slabé. Pro zajisténi silngjsiho vychytavani cytokind je tfeba, aby a2M nejprve vazal
protézy a tim se zvySila jeho schopnost vazat cytokiny. Dochazi k pohlcovani jak

-----

byva pfi imunosupresivnim plisobeni nadorti posunuta na stranu Th2 (Shurin a spol., 1999).



TAB. 2: CYTOKINY VAZANE NA ALFA-2-MAKROGLOBULIN.

Cytokiny vazané na aktivovany

a-2-makroglobulin Autor

IL-1p, IL-2, IL-12

Borth a Teodorescu 1986; Borth a Luger, 1989

IL-6

Matsuda a spol., 1989

Defensin Panyutich a Ganz, 1991

IFN-y James a spol., 1992

NT-3, CNTF Liebl a Koo, 1993

TGF-a Liebl a Koo, 1993

Inhibin, Activin Vaughan a Vale, 1993; Niemuller a spol., 1995
PDGF-BB Crookston a spol., 1994

TNF-a Crookston a spol., 1994

TGF-B1, TGF-B 2

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

IGF-1

Da Silva a spol., 1996

Growth hormone GH

Kratzsch a spol., 1996

IL-8

Kurdowska a spol., 1997

Leptin Birkenmeier a spol., 1998
1L-4 Garber a spol., 2000
IL-10 Garber a spol., 2000

B-2 microglobulin

Gouin-Charnett a spol., 2000

Hlavnimi imunosupresivnimi cytokiny jsou TGF-f, IL-4, IL-6 a IL-10 (Krasagakis a spol.,
1998; Pawelec, 1999). Nadorové bunky a buiky imunitniho systému, které infiltruji
a obklopuji nadorové tkan¢, navozuji pomoci téchto cytokinll stav imunotolerance.
Nejvyznamngjsi roli pfitom hraje TGF-B a IL-10 (viz Tab. 3; Finke a Bukowski, 2004).
Plisobeni IL-10 vSak neni tak jednoznacné, nékdy je schopen vyvoj nadort pouze inhibovat

(Finke a Bukowski, 2004).

Predpoklada se, ze snizovani vysokych hladin TGF- B, ale i IL-10, ptipadné IL-4 a IL-6 je
dilezitym principem enzymoterapie nadord. SniZzeni hladiny TGF-  pomoci enzymoterapie
bylo prokézano (Desser a spol., 2001). V tivahu ptfichazeji vSak i jiné mechanismy, jako je
napf. indukce antiprotedz. Otdzka mechanismi systémové enzymoterapie tak zlstava stale
oteviena (Leipner a Saller, 2000). Uginnost systémové enzymoterapie prokazaly i klinické

studie (Leipner a Saller, 2000).



TAB. 3: PROKAZANE VLASTNOSTI TGF-B A IL-10.

Inhibuje cytotoxicitu makrofagt a NK bunék
Inhibuje TCR signalizaci

Inhibuje CTL odpoveéd

Inhibuje MHC-I

Stimuluje angiogenezi

TGF-
b Stimuluje produkei IL-1

Suprimuje DCs, T-cell proliferaci

Zesiluje metastazovani nadort

Zesiluje produkci sama sebe

Vyrazné zhorSuje prognézu

Inhibuje angiogenezi

Suprimuje DCs, Thl, IFN-y, IL-2, antigenni
IL-10 prezentaci

Snizuje expresi MHC 1

Zvysuje expresi HLA-G (coz brani NK ataku)

Systémova enzymoterapie je doporucovana po chemoterapii a radiacni terapii, pfi kterych
dochazi k narastu sérového TGF-B. Klinické studie vSak nedosahuji dostate¢né dobrych
vysledkil, coz je zfejme zpuisobeno nevhodnou aplikaéni cestou a nemoznosti exaktniho

davkovani.

Na trhu jsou k dostani preparaty od n€kolika firem na bdzi pankreatickych a rostlinnych
protedz (trypsin, chymotrypsin, papain, bromelin). Jejich Gc¢inek je vSak diskutabilni. Jsou
podavany peroralné i v gramovych mnozstvich. Studie zabyvajici se touto problematikou
uvadéji, ze je vstfebano jen nepatrné mnozstvi proteaz (0.002-0.0025%, Ziv a spol., 1987,
0.01 — 0.001%, Stastny a spol., 2002). Gewert a spol., 2004, dokonce vstiebatelnost uplné
popira.

Perrektalni podani je pfi experimentdlnich studiich pouzivano castéji. Stejné jako
v ptredchozim ptipad¢ byvaji davky agens vysoké, ale do krve se dostane zlomek preparatu.
Vyrazné Uspéchy s perrektdlnim podanim ucinil Wald a spol. pfi pouziti na mySich

s Lewisovym plicnim karcinomem (Wald a spol., 1998) a melanomem (Wald a spol., 2001).
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1.4 PROENZYMOVA TERAPIE

Za zakladatele (pro)enzymoterapie je povazovan John Beard. Jeho terapii oznacujeme
jako enzymoterapii, ale jak zdalSiho vyplyne, méli bychom hovofit spiSe
o proenzymoterapii. On sam ji vSak nazyval ,trypsinovou terapii“. Beard velmi zdiraznoval
Cerstvost svych extraktll zpankreatu, a proto snejveétsi pravdépodobnosti jeho smés

obsahovala jak enzymy, tak i vyrazné mnoZzstvi proenzymd.

Beard zakladdal svou terapii na podobnosti nadoru a trofoblastu. Oboje jmenované je
invazivni, agresivni a schopné expandovat. Klicovym rozdilem je pozd&jsi utlumeni téchto
vlastnosti u embrya. Beard se domnival, Ze je to pfitomnosti pankreatickych enzymu
v embryu. Plsobenim trypsinu na rakovinné buiniky experimentdlné¢ dokézal, Ze terapie ma
pozitivni vliv (Beard, 1906, 1911). Beardem se poté nechal inspirovat Krebs (Krebs a spol.,
1950), Wolf, ¢i Benitzova. Jini Beardovi nasledovnici nebyli uspésni (Hald, 1907;
Bainbridge, 1909). V nedavné dob¢ se pouzitim proenzymil v 1é€b¢ rakoviny vénovali Novak
a Trnka (Novék a Trnka, 2005). Smés, kterou pouzivali, byla tvofena trypsinogenem a
amylazou, u in vitro studii ichymotrypsinogenem. Amyldza byla ve smési na zékladé
Beardova doporuceni (Ucastni se pravdépodobné odbourdvani nadorového glykogenu) a
ptispéla k celkovému terapeutickému efektu. Ten byl nejvyrazngjsi v ptipad¢ matastdzového

modelu mys$i (melanom B16/F10).
Rozdilem oproti systémové enzymoterapii je, ze kromé systémovych procest se v tomto
ptipad¢ uplatiiuje i lokaIni pisobeni.

Proenzymy jsou v krvi neaktivni a mohou v ni tedy volné putovat. Predpoklada se, ze
v mist¢ nddoru jsou aktivovany nddorovymi protedzami (Tab. 4). Zvazuje se i Ucast

enterokinase-like enzymu (Nyberg a spol., 2002) ¢i enterokinazy (Miyata a spol., 1999).

TAB. 4: NADOROVE PROTEAZY AKTIVUJICi SE V MISTE NADORU.

Nazev Autor
Membrane associated cathepsin B 11(908b 8a yashi a spol., 1993, Figarella a spol,
Nadorovy trypsin 2K(;)(;\6funen a spol., 1991, Nyberg a spol.,

Urokinase-type plasminogen
activator

Uchima a spol., 2003

Klicovym enzymem k iniciaci a aktivaci chymotrypsinogenu je trypsin. V misté¢ nadoru

probiha vychytavani a postupné hromadéni aktivnich enzymd.
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1.4.1 a-2-makroglobulin

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, ze pro (pro)enzymovou terapii ma klicovy vyznam a-2-
makroglobulin (a2M). Zastava dilezitou biologickou funkci, protoze spojuje metabolismus
proteaz s regulaci cytokinové aktivity (Lauer a spol., 2001). Vaze na sebe proteazy vsech ¢tyr

hlavnich ttid:
o aspartatové proteazy
o cysteinové protedzy
o matrixové metaloprotedzy
o serinové proteazy.

a2M je tetrametricky glykoprotein o relativni molekulové hmotnosti 718 kDa. V plazmé

je ptitomny ve vysokych koncentracich (c=2-4 mg/ml), (James, 1990).

Je slozen ze ¢tyt identickych podjednotek. Tyto podjednotky jsou disulfidickymi mistky
spojeny v dimery, které tvoifi nekovalentnimi vazbami homotetramer (Swenson a spol.,
1979).

Hepatocyty v jatrech jsou ziejm¢ hlavni zdroj cirkulujictho o2M. V kultivaénich
podminkach bylo prokézano, ze maji schopnost syntetizovat a2M:

o lidské embryonalni plicni fibroblasty (Mosher a spol., 1977)
o krevni monocyty — makrofagy (Hovi a spol., 1977)
o alveolarni makrofagy (White a spol., 1980).

a2M miiZze zfejmé hrat roli na bunééné Grovni tim, Ze mize ménit balanci cytokint a tim
vlastné 1 mikroenviromentalni okoli obklopujici buiiky (Saksela a spol., 1984; Webb a spol.,
1994). Nejvyssich hodnot dosahuje 02M u déti (c=3-5 mg/ml séra). Ziejmé je soucasti
dilezitych biologickych funkci ve vyvoji téla. Ve starSim véku je vSak pozorovany jeho
vyrazny pokles (c=0,8-1,2mg/ml séra). Toto je zfejme spojeno s ndporem nemoci, jako jsou
infekce, degenera¢ni nemoci a rakovina. Vyskytuje se i v ostatnich télnich tekutinach, napft.
pohrudni tekutiné, lymfé a plodové vodé, diky cemuz hraje roli v kontrole proteolyzy
1 v odpovidajicich extracelularnich prostorech.

Bylo zjisténo, ze a2M se vyskytuje ve dvou konformacich. V nativni formé (,,slow*
forma) je aktivni jako protedzovy inhibitor. Tato forma neni rozpoznavana LRP receptorem
a je stabilni v krvi a intersticidlnim prostoru. Aktivovana forma a2M (,.fast* forma) vznika

po navazani protedzy konformacni zménou a je rozpoznavand LRP receptorem.
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Konformacni zménou se v a2M odhaluje vazebné misto pro LRP. Né&které buiky jsou
vybaveny témito membranovymi LRP receptory pro a2M-protedzovy komplex. Nachazeji se
predevsim na hepatocytech, fibroblastech a makrofazich (Pizzo a Gonias, 1984). Makrofagy
zpusobuji velmi rychly pfesun a2M-protedzovych komplext z cirkulujici krve (Saksela a
spol., 1984). a2M reaguje ireverzibilné, nasyceni jednim enzymem zabrafiuje naslednému
navazani jiného enzymu.

Protedza a inhibitor jsou spojeny nekovalentné. Pobliz centra kazdé podjednotky se
naléza ,,bait“ region. Ten je tvofen tfemi distink¢nimi doménami. Dale obsahuje interni B-
cysteinyl-y-glutamyl thiolester a receptor rozeznavajici doménu. Protedzy pfti reakci s a2M
hydrolyticky rozstépi peptidovou vazbu uvniti ,bait“ regionu. Konformaéni zménu
inhibitoru podporuje doprovodné Stépeni interniho thiolesteru. Timto zplUsobem zlstdvaji
proteazy zachycené ve struktufe podobné pasti. Stale ale zlstavaji aktivnimi k malym
substratim ¢i polypeptidim, které jsou schopny projit strukturou této pasti. Proteiny, které
jsou vétsi a nedokazou projit touto strukturou, nemizou byt zachyceny a rozstépeny. Trypsin
Stépi vSechny Ctyfti Stépitelné peptidické vazby a2M. Plasmin dokaze $tépit polovinu téchto
vazeb. Chymotrypsin $tépi 2-3 peptidické vazby. Trypsin je také na a2M vazan Ctyfikrat
rychleji, nez chymotrypsin, a stokrat rychleji nez plasmin (Howell a spol., 1982).

a2M je hlavni nosi¢ TGF-B in vivo (Webb a spol., 1998). Cytokiny a ristové faktory jsou
vazany jinym mechanizmem neZ vazby protedz. Jejich zachyceni nepotiebuje konformaéni
zménu a2M (ale k aktivované 02M konformaci vykazuji daleko vyssi afinitu). Pfi jejich
vazb¢ neni narusend thiolesterovd vazba a ani nejsou Stépeny zadné peptidové vazby
(Crookston a spol.,, 1993). Pro vazbu TGF-B je dilezitad stechiometrie komplexu a2M
a proteazy. Binarni komplexy (1:1) a2M s trypsinem a chymotrypsinem vykazuji zvySené
vazani TGF-B1 v poméru k nativnimu a2M. Kdyz je a2M nasyceny protézami do formy
(2:1) a2M - protedazovych komplextl, je TGF-f3 vazba stejna ¢i niz8i oproti nativnimu a2M
(Hall a spol., 1992). Rustové faktory se nevazi ireversibilné a kovalentné. TGFB1 a TGFf2
tvofi vysoce afinitni interakce. TGF-B vdzany na neporuseny a2M neni rozeznavany
specifickymi protilatkami. Jeho aktivita k riznym buiikdm je neutralizovana (Hall a spol.,
1992; Webb a spol., 1994). Interakce je ukoncena rychlym odstranénim komplexu a2M-
proteaza-cytokin z cirkulujici krve diky makrofagti a jejich schopnosti endocytdzy, ktera je
zprosttedkovanad LRP receptory. Komplex je definitivné zni¢en ve vakuolach (Lillis a spol.,
2005).

In vitro bylo dokazano, Ze ptiblizné¢ 30% dodaného trypsinu je zachyceno a2M, i pies to,

ze se vséru hojné vyskytuji jiné inhibitory trypsinu. Mnozstvi transformovaného o2M
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v plazmé zdravych jedinc se normalné vyskytuje mezi 0,1-1% celkového a2M. Ziejmé
existuje jeho fyziologicka variabilita (Birkmeier a Stigbrand, 1993).

Zatim bylo objeveno n¢kolik spole¢nych znakli mezi lidskym 02M (ho2M) a mySim a2M
(mo2M). Oba jsou pritomni v plazmé v konstantnich koncetracich (1-2 g/l séra). Strukturalné
jsou to oba tetrametrické proteiny, hrajici diilezitou ulohu pfi vychytavani proteaz. Jejich
inhibice je zptisobena konforma¢nimi zménami (Abe a spol., 1989). Inhibuji Siroké spektrum
protedz velmi podobnym mechanismem zachyceni. Vzniklé protedzové komplexy jsou

odstraiiovany diky stejnému receptoru.

Schopnost vmezetit neproteolytické ligandy byla pozorovéna jak u ho2M, tak u ma2M,

prestoze existuji urcité strukturalni odliSnosti mezi témito molekulami (Bhattacharjee a spol.,

1999).

02M v mySim séru se shoduje s ha2M, vykazuje vSak ¢asteCnou konformacni zménu,
ktera je zplisobena posttranslacnim Stépenim podjednotek. Molekula ma2M se sklada ze
Ctyt podjednotek o relativni molekulové hmotnosti 165 kDa a 35 kDa. Molekula mo2M je
pravdépodobné¢ daleko méné ohebna nez je ha2M (Bhattachajree a spol., 2000). Mensi
podjednotka (35kDa) vykazuje sekvenci, kterd neni podobnd s zddnou znamou o2M
sekvenci. Ve struktufe mo2M chybi disulfidické mustky a cysteinové zbytky jsou nahrazeny
fenylalaninovymi zbytky. Pfesto je mo2M velmi stabilni i bez téchto dalSich disulfidickych
mistkll (VanLeuven a spol., 1992).

Do rodiny ma2M patii i protedzovy inhibitor muringlobulin (MUG). M4a jednoduchy
fetézec (Mr = 180 KDa), ktery je stejn¢ jako a2M nalézan v plazmé dospélych mysi ve
vysokych koncentracich (c=1 mg/ml séra), (Abe a spol., 1989).

1.4.2 a-1-antitrypsin

Kromé o2-makroglobulinu nids musi pfi studiu (pro)enzymoterapie zajimat i dalsi
protedzové inhibitory, nebot’ ty s timto inhibitorem kompetuji a mohly by tak vysledek
Jedna se o glykoproteinovy inhibitor trypsinu o relativni molekulové hmotnosti 54 kDa.
Inhibuje Sirokou paletu serinovych protedz jako je trypsin, chymotrypsin a elastaza (Laurell

a Jeppsson ,1975).

Pti akutni fazi mnoha onemocnéni se zvysi hodnoty al AT v séru. Toho se vyuziva pro
diagnostiku a prognostické hodnoceni. Mechanismus tohoto zvySeni je vSak stale nedokonale

prozkouman (Takahara a Sinohara, 1982).
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V populaci bylo identifikovano vice nez dvacet jeho alel. S vyskytem urcitych alel je
spojen vyskyt nizkych hodnot alAT vséru. Tyto fenotypy jsou spojeny s mnoha
chronickymi nemocemi hlavné v détstvi, napt. rozedma plic, jaterni cirhdza, revmatoidni
artritida a glomerulonefritida (Takahara a Sinohara, 1982). Inteznzivné se zkouma vztah
alAT a patogenezi téchto poruch na jiz vySlechténych imbrednich kmenech mysi (Takahara

a Sinohara, 1982).

Homologni proteiny byly izolovany z opice (Berninger a Mathis, 1976), koné (Pellegrini
a Fellenberg, 1980), psa (Abrams a spol. 1978), kralika (Koj a spol. 1978), a potkana
(Takahara a spol. 1980; Ikehara a spol. 1981). Pfedpoklada se, ze vSichni savci maji v plazmé
nékolik homolognich inhibitort trypsinu, ale zfejm¢ se liSi druh od druhu (Takahara

a Sinohara, 1982).

Molekulova hmotnost malAT je 53 kDa. Pfi pokusech byly objeveny rozdily hodnot
umalAT mezi myS$imi samci a samicemi. Sérové hladiny malAT u mySich samct byly
vyssi (c=5,2 £ 0,6 mg/ml, (n=5)) nez u samic (c=3,5 + 0,2 mg/ml, (n=5)), (Takahara a
Sinohara, 1982).

1.4.3 Contrapsin a a-1-antitrypsin

Contrapsin (CONT) je ryze mysi inhibitor. Mezi lidskymi plazmatickymi bilkovinami
chybi jemu odpovidajici analog. Byl objeven roku 1982 (Takahara a Sinohara, 1982). Dlouho
se zkoumal jeho pivod. CONT inhibuje pouze trypsin a odtud dostal svlij nazev

(contra + trypsin), (Takahara a Sinohara, 1983).

Mysi CONT a olAT se navzdjem podobaji v chemickych a fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Byly zkoumany UV absorpci a CD spektroskopii. Oba tyto inhibitory
serinovych proteaz jsou monomerni glykoproteiny o velikosti 53-55 kDa, s 10-15% obsahem
sacharidi (Wait a spol., 2005). Maji stejnou sekundéarni strukturu (24-29% a-helix, 31% B-
sheet a 10-11% B-turn), (Takahara a spol., 1984). Jejich tercialni struktura je ale podstatné
odlis$nd, coz mize byt pri¢ina rozdilli v antigenicité inhibitort a jejich specificnosti (Takahara
a spol. 1983). Inhibi¢ni spektrum lidského alAT je SirSi neZ malAT a je blizko spolecné
hodnoty myS$itho CONT a malAT. Oba inhibitory se li§i 1 v citlivosti k pH. Pfi vystaveni
CONT pH niz§imu nez 5,8 a vys§imu nez 10,3, prodélal nezvratné zmény. MalAT ma
podobnou pH zavislost, ale v $ir§im intervalu. Pii pH 11,3 byl malAT pln¢ aktivni, zatimco
CONT ztratil asi polovinu své ¢innosti - zfejmé se jedna o piipad, kdy dva podobné enzymy

maji odliSnou stabilitu (Takahara a spol., 1984).
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Predpoklada se, ze mySi CONT i lidsky alAT se vyvinuly ze stejnych ptedkt jako
malAT, ale u hominidii k vyvoji CONT nedoslo. Ontogeneze CONT je ponékud odlisné od
malAT (Yamamoto a spol. 1981; Takahara a Sinohara 1982a, b, 1983; Takahara a spol.,,
1983).

Inhibi¢ni spektra obou (mal AT i CONT) se neptekryvaji na vzdory jejich Siroké specifité.
CONT inhibuje protedzy z podcelistni Zlazy jako je trypsin, plazmin a dalsi trypsin-like
protedzy. Inhibice trypsinu, chymotrypsinu, elastazy je rychld a stechiometricka, kdezto
inhibice ostatnich proteaz je relativné pomala (Takahara a Sinohara, 1983). Nebyla
prokéazana cross reaktivita mezi CONT a antisérem specifickym na al AT nebo mezi al AT
a antisérem specifickym na CONT. Podle uskute¢nénych pokusti (Takahara a Sinohara,
1982a, b, 1983; Takahara a spol., 1983) se zd4, Ze mezi t€mito inhibitory u mysi existuje
délba prace. Oznacuji se jako kontrazymy (Takahara a Sinohara 1982a).

Jako u alAT, jsou i sérové hladiny CONT u mysich samct vyssi (¢=2,8 = 0,2 mg/ml,
(n=5)) nez u samic (c=2,1 £ 0,4 mg/ml, (n=5)), (Takahara a Sinohara, 1982). Mald zména
v hodnoté hladiny contrapsinu byla pozorovdna i po indukci zanétem (Yamamoto a spol.,

1985) nebo u mysi s nadory v ascitu (Yamamoto a spol., 1988).

,Contrapsin-like bilkoviny" byly popsany u potkand, a jsou down-regulovany

zanétem (Ohkubo a spol., 1991).

1.4.4 a-1-antichymotrypsin

a-1-antichymotrypsin (alACHT) patii také do rodiny serinovych protedz. Prvné byl
charakterizovan v plazmé jako inhibitor protedz akutni faze (Dickson a Alper, 1974).
Je produkovan hepatocyty (Chandra a spol., 1983), epitelidlnimi bunikami bronchti (Cichy
a spol., 1995) a neurony (Hwang a spol., 1999). Hraje vyznamnou roli pii regulaci proteaz

produkovanych lymfocyty béhem zanétlivé odpovédi (Travis a spol., 1978).

Jeho struktura a mechanismy zachyceni protedz jsou stejné jako u vSech Clenii rodiny
serpin. Tento inhibitor protedz je velmi dalezity u lidi. U mysi zfejmé jeho roli zastavd al AT

(Horvath a spol., 2005).

1.5 PROTEOMIKA A HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

1.5.1 Proteomika

Proteomika je védecky obor, ktery se zabyva globdlnim hodnocenim exprese genetické

informace na urovni bilkovin (proteomem), rovnéz vSak zkoumd strukturu a interakce
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proteinli. Exprese proteinli v ramci jednoho organismu se 1i§i. Dva nejzakladnéj$i néstroje
proteomiky jsou 2D gelova elektroforéza a hmotnostni spektrometrie (MS). V poslednich 20
letech tvofily 2D gely jadro proteomickych technologii a byly pouzity u vétSiny praci
tykajicich se krevni plazmy. Tato technika mé& néckolik nevyhod, jako je nedostate¢na
schopnost separovat kyselé a bazické proteiny a proteiny s malou (<15 kDa) nebo naopak
velkou (>200 kDa) molekulovou hmotnosti, reprodukovatelnost, pracnost a casova
narocnost. S MS jde oproti tomu dosédhnout lepSich vysledki ve vSech vySe uvedenych

bodech, avsak je financné ndrocng;jsi.

V proteomice se skryva velky potencidl pro aplikaci v mediciné. Jednim z pouziti je
zjiSténi Ulohy proteinli u nemoci a hledani jejich biomarkerti. Tyto informace jsou pak
vyuzity na vyvoj novych ¢i individualnich 1éki.

Charakteristika proteintt lidské plazmy postupuje rychle. Kromé “klasickych”
plazmatickych proteinti, které¢ zprostiedkovavaji jeji funkce, obsahuje také vSechny proteiny
uvoliiujici se z tkani, mnozstvi rGznych protilatek a ldtek hormondlni povahy.
Vedle bohatého spektra proteind, jsou tyto proteiny v plazmé zastoupeny v Sirokém rozmezi
koncentraci. Koncentrace nékterych téchto proteinti je ve srovnani s albuminem az o deset
radi nizsi (Liu a spol, 2006), coz vyrazné¢ znesnadiuje analyzu. Proteomické analyze jinych
proteind v séru Rattus norvegicus (Haynes a spol., 1998; Miller a spol., 1998; Gianazza a
spol., 2002), Bos taurus (Wait a spol., 2002) a Equus caballus (Miller a spol., 2004) a
probihaji prace na prase¢im a psim séru. (Miller a spol. nepublikované). Proteomické studie

mysich télnich tekutin nejsou casté (Wait, 2005).
1.5.2 Obecny uvod o MS

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda pro identifikovani chemickych latek
diky zjisténi jejich hmotnosti. Zkoumané molekuly jsou charakterizovany svou hmotnosti
a tou se vzdjemné odliSuji. Hmotnostni spektrometr generuje ze vzorku ionty v plynné fazi,
rozdéluje je podle poméru hmoty a naboje (m/z) a zaznamend hmotnostni spektrum.
Hmotnostni spektrum je v podstaté grafické zndzornéni zavislosti cetnosti iontli na hodnoté

m/z (hmotnost / ndboj).

Pii fragmentaci organickych latek pro MS existuji urcitd pravidla. To je hlavnim

diivodem, pro¢ je na zéklad¢ fragmentace struktury analytu mozné definovat molekulovou
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hmotnost, elementarni sloZeni, pfitomnost nékterych funkénich skupin, a Casto i strukturu

analytu (Ekman a spol., 2009).

MS patii mezi unikatni metody pro svou specifitu, rychlost, jednoduchou interpretaci dat
a citlivost (moderni MS dokéazi bezpe&né detekovat analyt jiz pti 10*' mol/l ve vzorku),
(Ekman a spol, 2009). MS se stala v poslednich dvaceti letech jednou =z hlavnich
pouzivanych technik zejména v oboru analytické chemie a analyzy biologickych
(makro)molekul. MS maé Siroké vyuZiti pfi spravné konfiguraci komponent hmotnostniho
spektrometru. Muze slouzit k ur€eni izotopového slozeni elementd uvnitt vzorku, detekci
stopovych mnozstvi latek (Lee a Kerns, 1999), studiu farmakokinetiky (Cheng a Hochlowski,
2002) ¢i charakterizaci proteinii (Smith a spol., 1997). Dalsi, jiz velmi specidlni vyuziti, je

v astronomii pfi prizkumu vesmiru (napf. méfeni slozeni atmosféry).

Tento vyvoj byl spustén objevem novych technik. Zejména po vyvoji technik uvedeni
molekuly do plynné faze a posléze do vakua hmotnostniho analyzatoru, a techniky detekce
neutrdlni molekuly. V obou téchto krocich dochazelo casto k vnitini excitaci molekul a tim

1 ztrat€ analytickych dat (Busch, 2000).

1.5.2.1 Konstrukce hmotnostnich spektrometri

Hmotnostni spektrometr je slozity ptistroj, ktery miize byt sestaven z riznych kombinaci
komponent. Kazdy typ komponenty je vétSinou uzpisobeny pro urcity typ vzorkl (napt. jen
pro sacharidy, jen proteiny, atd.). Pfistroje se v principu sestavaji ztéchto na sebe
navazujicich soucasti: A/ separacni cast, B/ ionizacni nebo desorbéné/ionizacni Cést,

C /analyzator a D/ detektor.

A/ Separacni ¢ast. Ucelem je rozdéleni pivodné casto velmi slozitych smési (Ekelman

a spol., 2009).

B/ Ionizaéni nebo desorbéné/ionizacni ¢ast. UGelem této Casti je ionizovat material
(vzorek) podle typu analyzy ¢i analytu. Ionty jsou pfendSeny pomoci elektromagnetického
pole na hmotnostni analyzator. Pro chemickou nebo elektronovou ionizaci se pouzivaji plyny
a pary. loniza¢ni metody jsou velmi rozmanité. NejbéznéjSimi metodami jsou ionizace
elektrosprejem (ESI), Matrix-assisted laser desorpce/ionizace (MALDI) ¢i ionizace induk¢ni
plazmou (Inductively Coupled Plasma, ICD). Pti ESI je kapalina obsahujici analyt rozptylena
elektrosprejem do jemného aerosolu. Zakladem MALDI je matrice, na kterou se nanese
rozpustény vzorek, 0zafi se laserovym paprskem, a diky naslednym reakcim dojde k ionizaci

vzorku. ICD je tvofena trvalym proudem plazmy, do kterého je pfivadén plyn (nejcastéji
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argon) a teplota plazmy zpisobi rozpad vzorku na jednotlivé atomy. Tyto techniky jsou zcela
odlisné a zéaroven 1 jejich pouziti se uplatiiuje v rozdilnych oblastech. MALDI a ESI byly

vyvinuty zcela nezdvisle na sob¢€ a na trhu se objevily v roce 1988 (Ekelman a spol., 2009).

C/ Analyzator. Toto zatfizeni je schopno rozdélit od sebe latky jako jsou ionty, molekuly
nebo shluky nabitych peptidit na zdklad¢ jejich hmotnosti. Existuje opét mnoho typu,
vyuzivajici elektrostatické ¢i elektromagnetické pole, ale principielné vSechny funguji na
fyzikalnich zdkonech popisujicich pohyb nabitych ¢astic v poli. Kazdy typ analyzatoru ma
své silné a slabé stranky. Mnoho hmotnostnich spektrometrii pouzivd dva nebo vice
hmotnostnich analyzatori pro tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Mezi bézné
analyzatory patii Time-of-Flight (TOF), Quadrupole Mass Filter (QMS), Quadrupole Ion
Trap (QIT). TOF analyzéator vyuziva elektrostatického pole k urychleni iontl pfes stejny
potencial a poté méti Cas potfebny k dosazeni detektoru. QMS vyuziva oscilujici elektrické
pole, aby selektivné stabilizovalo nebo destabilizovalo trajektorii prochazejicich ionti. QIT
funguje na stejnych fyzikalnich principech jako QMS, ale ionty jsou lapeny v pasti a
nasledné vypustény k detektoru. Existuje linearni a 3D QIT (Ekelman a spol., 2009).

Existuje také specialni typ hmotnostniho spektrometru - trojity kvadrupdlovy hmotnostni
spektrometr. Je to MS/MS zapojeny v sérii a mezi nimi je kolizni cela. V kolizni cele dochazi
k fragmentaci iontl (molekul, atd.). Prvni z hmotnostnich spektrometri (Q1) a tieti (Q3)
slouzi jako QMS. Prosttedni (Q2) slouzi ke kolizi s pouzitim inertniho plynu jako je argon,

helium nebo dusik. Tohoto se vyuziva pti studiu struktur ptivodnich iontt.

Pii fragmentaci se nabité peptidy se rozpadnou na dvé ¢i vice ¢asti. Fragmenty mohou byt
ruzné, ale uptednostiiuje se Stépeni v misté peptidické vazby. NejbéznéjSimi peptidovymi
fragmenty pozorovanymi v nizkoenergetickych kolizich jsou tedy b a y ionty. B ionty se
vyskytuji v nizSich frekvencich a jsou Casto pouzivany jako diagnostické. Fragmentace je

pongkud nahodn4 a rozhodné€ ne sekvencni.
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De Novo sekvenovani peptidd (Obr. 1) je softwarové poskladani sekvence peptidu

z fragmenttl, bez porovnani s databazi.
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OBR. 1: SCHEMA FRAGMENTACE DE NOVO (INTERNETOVE STRANKY MONROE M.).

Fragmenty jsou rizné dlouhé a maji i rizné hmotnosti. Podle rozdili mezi nimi se peptid
identifikuje (Obr. 2).
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OBR. 2: UKAZKA NALEZENYCH FRAGMENTU A IDENTIFIKACE PEPTIDU.
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D/ Detektor. Udelem této ¢asti je prevést energii iontu na elektricky signal. Ten registruje
elektronické zatizeni a ptivadi ho do poditace, kde se sbiraji data. Casto se pouzivaji hybridy

raznych typi detektorti (Eklman a spol., 2009).

1.5.3 Principy metod na nami pouzivaném ptistroji

Pro analyzu vzork mySich sér z experimentu L.Kalfestrové byl pouzit pfistroj Q-ToF
Premier vyrobeny firmou Waters. Nano Acquity UPLC je on-line pfipojena na hmotnostni
spektrometr typu ESI-Q-TOF (ukdzka vystupu viz. Obr. 3). Kombinace jednotlivych casti
tohoto hmotnostniho spektrometru je zvlast¢ vyhodna k analyze peptidd. Ionizace

elektrosprejem je zvlasté vhodna pro kvantifikaci (Eklman a spol., 2009).

1.5.3.1 Ultra Performance Liquid Chromatography

Prvni soucasti systému je Ultra Performance Liquid Chromatography. Vznikla zvySenym
ucinnosti High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Na rozdil od HPLC pracuje
UPLC s tisicinasobné vyssim tlakem 10 000 PSI (68,9475 MPa). Rovnéz priitok kolonou je
oproti HPLC (desitky ml/min) u UPLC (stovky nl/min) lépe ptizplisoben mensi spotiebé

vzorku. Objem kolony u UPLC je mnohem mensi.

Mass

Reversed phase capillary column Ispectrometer

.3
28 ..

PEEKsil tubing
— ~300 nL/min '-=°-'&.§.';__
Fused silica ESI needle N I

capillary :

OBR. 3: UKAZKA ON-LINE ZAPOJENI UPLC NA ESI MS (EKELMAN A SPOL., 2009).

1.5.3.2 Ionizace elektrosprejem

Nasleduje ionozace elektrosprejem (ESI). Ta byla poprvé zavedena v roce 1968 Dolem a
spolupracovniky. Ve spojeni s MS byla pouzita v roce 1984 Yamashitou a Fennem. Typ ESI
byl pouzit ve spojeni se vSemi béznymi hmotnostnimi analyzatory. V reZimu pozitivni
ionozace se Casto pfidavaji roztoky kyseliny mravenc¢i nebo kyseliny octové o nizké

koncentraci (0,1%), kterd napomahaji protonizaci analyzovanych molekul.

V ESI je vzorek rozpustén v polarnim tékavém rozpoustédlu a transportovan ptes jehlu
nastavenou na vysoké napéti s opacnou polaritou vzhledem k usti trysky (Yamashita a Fenn,

1984; Aleksandrov a spol., 1984; Fenn a spol., 2000). Vysoké elektrické¢ napéti (1-4 kV)
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mezi jehlou a tryskou zplisobuje, Ze se tekutina zformuje do tzv. Taylorova kuZzelu. Na $picce

tohoto kuzelu jsou nejvice koncentrovany kladné nabité peptidy (viz Obr. 4).

Z Taylorova kuzelu je pak vypuzovan elektrickym polem sprej nabitych kapicek. Kapicky
se smr$t'uji diky vypatfovani a zvySujicimu se kladnému naboji na povrchu, ktery sam sebe
odpuzuje a tim fragmentuje kapicky. Toto je do znaéné miry podporovano proudénim
plynného dusiku pies pfedni ¢ast ioniza¢niho zdroje. Cela struktura je vyhfivdna na 80 °C.
Nabité peptidy vznikaji pfi atmosférickém tlaku a jsou nasavany skrz otvor kuzelovitého
tvaru do stfedni Casti s vakuem a poté nepatrnym otvorem do ¢asti s hmotnostnim
analyzatorem, kde je rovnéz vakuum. Pfesny mechanismus vzniku iontli z nabitych kapicek
nebyl dosud pln¢ objasnén, ale navrhuje se n¢kolik riiznych teorii (Dole a spol., 1968; Mora a

spol., 2000; Iribarne a Thomson, 1976).

ESI je velmi jemna ioniza¢ni metoda s velmi malou schopnosti fragmentovat vytvofené
peptidy. Tato metoda je velmi citlivd na kontaminace. Kvantifikace lze dosahnout pomoci
dobie zvoleného wvnitintho standardu o zndmé koncentraci a chemické podobnosti

kvantifikované molekuly (Carrascal a spol., 1998).

ESI-MS je citlivd metoda, dokdze detekovat nizké hladiny koncentraci (femto C¢i

attomolarni) mnoha peptidu.

Nano-ESI je novéjsi typ ESI s nizkou rychlosti proudéni (300 az 400 nl/min). Spotieba
vzorku je vyrazné niz$i nez u klasické ESI. Zaroven 1épe spolupracuje s UPLC.

Dtlezitym rysem ESI je, Zze ma schopnost vytvofit i vicenasobné nabité peptidy.
To umoznuje provadét analyzu i u velkych proteini (napt. a-2-makroglobulin), (Ekelman a

spol., 2009).
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OBR. 4: SCHEMA IONIZACE ELEKTROSPEJEM (EKLMAN A SPOL., 2009).

1.5.3.3 Mass filter

Hmotnostnimu analyzatoru TOF ptedchazi quadrupolovy Mass filter (Q-TOF). Umoziiuje
prichod pouze nabitym peptidim v urCitém rozmezi poméri m/z. Odfiltruje vSe, co je mimo

oblasti zajmu (Obr. 5). To usnadiiuje analyzu a zmensuje objem dat ke zpracovani.

Zakladni principy kvadrupolového hmotnostniho filtru byly zvetfejnény v roce 1953 (Paul
a Steinwedel, 1953, 1960). Zatizeni se sklada ze Ctyt paralelné a symetricky umisténych tyci.
Paralelni tyce jsou elektricky spojené ve dvojicich. Kazda z dvojic ma v dané chvili potencial
o stejné velikosti, ale s opacnym nabojem. Stfidanim potencidlli se méni trajektorie nabitych
peptidt. Nabité peptidy se urychluji v cyklech potencialii s hodnotami v rozmezi 5 — 20 V. U
téch peptidd, které se 1i§i pomérem m/z od zvolené¢ho rozmezi, dojde diive nebo pozdéji ke

kolizi s ty¢emi a ndsledné ztraté naboje. Nabité peptidy s nizkou hmotnosti reaguji rychleji.

Mass filter ma dva mody filtrace. Muze filtrovat pouze ndmi uréenou jednu latku (uzky
rozptyl poméri m/z) nebo filtrovat urCitou skupinu latek (SirSi rozptyl poméri m/z),

(Ekelman a spol., 2009).

23



cathode source slit

electron l_l

beam |—| cylindrical quadrupole rods

)

E to
s detector
gas stream F— o . ® ® <]
from GC > Oo ) Q.)@ (D= L = \ /

T 7
\j non-resonance ion ref;:g;?: dl;) n
F (not detected)
exit slit

anode

=

Usce

OBR. 5: SCHEMA ZAPOJENI Q-MASS FILTRU. NA OBRAZKU JE JINA SKLADBA OSTATNiCH KOMPONENT NEZ

NA NAMI POUZIVANEM PRiSTROJI (Wittmann 2007).
1.5.3.4 Hmotnostni analyzator a detektor

Hmotnostni analyzator Time-of-flight (TOF) rozdéluje nabité peptidy podle casového
rozdilu mezi vypusténim a pulsem vzniklym pfi narazu na detektor. Detektor funguje
na principu vypusténi skupiny nabitych peptidii do elektromagnetického pole, ¢imz je jejich
draha vychylovéana do tvaru pismene V. Ve vrcholu tohoto V jsou ¢éstice vychylovany tim
vice, ¢im vétsi je jejich hmotnost. Ta urcuje jejich rychlost a tim zaroveii ,,dobu letu* (Time-
of-flight). Na detektor dopadnou v riizném case a s riiznou velikosti signalu. Tyto hodnoty
byly experimentalné ureny a byla vytvofena databdze, podle které jsou udaje dale

vyhodnocovany a zpracovavany softwarem.

Hmotnostni analyzator méa dva typy nastaveni. Mize byt ve tvaru jednoduchého V (Obr.
6), tehdy upfednostiiuje velikost signalu na Ukor jeho vysSiho rozliSeni. Druhym typem
nastaveni je hmotnostni analyzator ve tvaru pismene W a jeho preference jsou opacné vici

typu V.
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OBR. 6: SCHEMA TOF ANALYZATORU S Q-MASS FILTEREM (EKLMAN A SPOL. 2009).

Na TOF hmotnostni analyzator navazuje detektor. Elektronovy nasobi¢ (EM, electron
multiplier) je typ detektoru, ktery zesiluje slaby proud pfichozich ¢éastic pomoci tfady
sekundéarnich emisnich elektrod neboli dynod. Kdyz nabity peptid dopadne na dynodu,
pfevede svou energii pfimo na elektrony v materidlu dynody a sekundarni elektrony, které

vypustil. Je dnes nejpouzivanéjsim typem detektoru pii MS a ma fadu podtypii.

Jednim z nich je microchannel plate (MCP, nékdy také multichannel plate), (Wiza, 1979).
MCP se sklada ze soustavy paralelné uspotadanych elektronzndsobujicich kanalkd (Ekelman

a spol., 2009).
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2. CILE PRACE

1. Zvladnuti metodiky stanoveni a-2 makroglobulinu, a-1 antitrypsinu a contrapsinu

v séru pomoci MS.

2. Sledovani dynamiky antiprotedz u mysi s nadory, mysi lécenych (pro)enzymoterapii

a u kontrolnich mysi nevystavenych piisobeni (pro)enzymd.

3. Vyhodnoceni analyz a posouzeni moznych mechanismi.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 EXPERIMENT LUCIE KALFESTROVE

3.1.1 Laboratorni zvirata

Pti pokusu byly pouzity samice SPF mysiho kmenu C57BL/6 (Charles River). Na pocatku
pokusu byly mysi staré 8 mésici a vazily 19-21g. Mysi byly chovany ve standardnich
podminkach ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR v Ceskych

Budéjovicich. Krmeny byly standardni komercni granulovanou stravou a vodou ad libitum.

3.1.2 Bunéc¢né linie

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

parami a obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

3.1.3 Transplantace nadoru

Bylo oholeno 78 samic C57BL/6 (zada, prava strana dole). Pfiprava bunc¢k - médium
(RPMI s 10% FCS) bylo slito, buiikky byly dvakrat promyty vétSim mnozstvim PBS.
Nasledovalo kratké oplachnuti adherovanych bun€k trypsinizacni smési (0,02% trypsin, 0,5
mM EDTA v PBS). Poté se k nim pfidalo cca 0,5 ml trypsiniza¢ni smési. Néasledovala 1-5
minutova inkubace pifi 37°C, dokud nedosSlo k zakulaceni a uvolnéni bunck. Poté se k
bunkdm piidalo 5 ml RPMI s 10% FCS a buiiky byly centrifugovany 10 min pii 40°C a
pretizeni 150g. Nasledné byly buniky dvakrat centrifugaéné promyty s RPMI bez séra za
stejnych podminek centrifugace. Promyté buiiky byly resuspendovany v 5 ml RPMI a poté
spocitany (Trypanova modf, medium s buitkami, 1:1). Vyslednd koncentrace bunék byla
upravena na 5 mil/ml. MySim bylo s.c. transplantovano "a 500 000 bun¢k B16-F10 v 0,1 ml
RPMI bez séra. Po transplantaci bunék melanomu B16-F10 byly mysi pozorovany, aby byl
v€as zachycen rozvoj nadori. 10. den po transplantaci bylo 48 mysi shledano pozitivnich.
Nédory byly zméfeny kaliperem a mysi podle jejich velikosti rovnomérné rozdéleny do Sesti
skupin. Do kazdé skupiny bylo poté pfidano 6 mysi, u kterych se nddor prozatim nerozvinul.

Tentyz den byla zahdjena nize uvedena terapie.
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3.1.4 SloZeni podavanych roztokt
Beta glukan
Beta glukan byl ziskan jako dar (Transfer Point, USA). Pouzit byl produkt Beta-1,3-D
glucan, 500 mg na kapsli (v kapslich se beta glukan nachézi ¢isté form¢). Beta glukan od
Transfer Point byl v experimentéalnich testech vyhodnocen jako neju¢innéjsi (Vetvicka a
Vetvickova, 2007). MySim byly poddvany 3 mg beta glukanu resuspendované v 0,05 ml
vody. Pro peroralni aplikaci byla pfipravena suspenze 60 mg beta glukanu na 1 ml vody.
Proenzymoterapie
- 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
- 33,6 mg trypsinogenu (T1143), aktivita: 11300 BAEE U/mg protein
- 33,6 mg a-chymotrypsinogenu A (C4879), aktivita: 56 BTEE U/mg solid (po akt.),
(1 U pted aktivaci)
- Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizovano filtraci, pak zamrazeni po 1,5 ml.
Enzymoterapie
- 24 mg amylazy (A6380), aktivita: 2050 maltose U/mg protein
- 2,8 mg trypsinu ( T1426), aktivita: 13 500 BAEE U/mg protein
- 3,42 mg a-chymotrypsinu (C4129), aktivita: 55 BTEE U/mg solid
- Vse na 60 ml fyziologického roztoku, sterilizovano filtraci, potom zamrazeni po 1,5 ml.
3.1.5 Terapie u jednotlivych skupin
Skupina I (beta glukan)
Mysim v této skupiné bylo denné peroralné podavano 0,05 ml suspenze beta glukanu (= 3
mg beta glukanu). K peroralnimu podani suspenze mysim byla pouzivana mikropipeta.
Skupina IT (kombinovana terapie - beta glukan + proenzymoterapie + enzymoterapie)
V této skupiné byl myS$im denné podavan beta glukan jako ve skupiné I. K tomu zde
byla aplikovana proenzymoterapie kombinovand s enzymoterapii.

Proenzymoterapie — v liché dny (pocitani dni bylo zapocato spolu s vlastni terapii) se
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mySim i.m. do levé zadni nohy podavalo 0,1 ml proenzymové smési.
Enzymoterapie — v sudé dny se my$im i.m. do pravé zadni nohy podévalo 0,1 ml
enzymoveé smesi.

Skupina IIT (kombinovana terapie - proenzymoterapie + enzymoterapie)
V této skupiné byla pouzita proenzymoterapie kombinovana s enzymoterapii.
Proenzymoterapie — v liché dny (po¢itani dnti bylo zapocato spolu s vlastni terapii) se
mySim i.m. do levé zadni nohy podavalo 0,1 ml proenzymové smési.
Enzymoterapie — v sudé dny se mysim i.m. do pravé zadni nohy podéavalo 0,1 ml
enzymové smesi.

Skupina IV (proenzymoterapie)
U mysi v této skupiné byla aplikovana pouze proenzymoterapie. Podavani probihalo
pouze v liché dny - 0,1 ml proenzymové smési i.m. do levé zadni nohy.

Skupina V (enzymoterapie)
V této skupiné byla aplikovana pouze enzymoterapie. MyS$im bylo v lichych dnech i.m. do
levé zadni nohy podavano 0,1 ml enzymové smési.

Skupina VI (kontrola)
Tato skupina byla urcena jako kontrolni, my$im nebylo nic podavano.

3.1.6 Méteni velikosti nadort

V obou pokusech byl rist nddort sledovan. Nadory byly dvakrat tydné¢ méfeny pomoci
kaliperu. M¢tily se tifi hodnoty (Sitka, délka, vyska), podle kterych se vypocital
pravdépodobny objem jednotlivych nadorti (Inaba a spol., 1986).

3.1.7 Ptiprava vzorku séra
Krev byla mySim odebirdna z ocasni zily pied pokusem, dale 17. a 29. den pokusu. Po
vysrazeni a centrifugaci byly spojeny stejné alikvoty sér v ramci jednotlivych skupin a tak
ziskano 13 vzorkd pro dal§i analyzy (1. vzorek pfed experimentem, 6 vzorkli 17. den

z jednotlivych skupin, 6 vzorki 29. den z jednotlivych skupin.
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3.2 ANALYZA VZORKU SER Z POKUSU L. KALFESTROVE

3.2.1 Vzorky a chemikalie

Na analyzu byly pouzity 500x zifedéné vzorky poolovanych mySich sér
v aminobikarbonatovém roztoku (ABC, ¢=100 mmol/l, Sigma). Jako vnitini standard byla
pouzita enolaza (c=1250 fmol/ul, Sigma) z kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Vzorek byl
Stépen trypsinem (c=100 ng/ml, Proteomic grade, Sigma). Lyofilizovany trypsin byl fedén
v HCI (c=100mM, Penta). Do chromatografické kolony byla pouzita voda z filtracniho
pristroje MilliQ® (Millipore), acetonitril (Sigma), kyselina mravenéi (0,1%, Fluka). Pii
filtraci byly pouzity centrifuga¢ni mikrofiltry Microcon (MWCO10 000Da, Millipore). Pti
analyze v MS byly pouzity sklenéné mikrozkumavky (12x32 mm Glass screw neck vial,

Lectra bone cap, PTFE/silicone septa, Waters).
3.2.2 Metodika

3.2.2.1 Priprava vzorku pro digesci a digesce

Vzorky 1 vSechny chemikélie (kromé ABC) byly uchovavany v koncentrovanych

zasobnich roztocich pti -20°C.
Pii ptipravé vzorku bylo postupovano podle nasledujiciho protokolu.
Prvni den:
o rozmrazeni séra
o kratké zvortexovani séra
o ziedéni séra v poméru 1:500 v ABC
o zajisténi uzavéru mikrozkumavky prafilmem
o vlozeni na 10 minut do pfedehtatého thermoblocku na 100°C
o zchladnuti roztoku
o rozmrazeni a nafedéni enoldzy a trypsinu ze zasobnich rozotkl
o pfiprava vzorku o sloZeni:
»  46ul 500x zfedéného a nasledné povareného mysiho séra
= 2ulenolazy o koncentraci 1250 fmol/pl

= 2ultrypsinu o koncentraci 100 ng/ml
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o kratka centrifugace (30s pti ptetizeni 10 000 g)

o termostat po dobu 12-16 hodin pti 37°C .

o filtrace pres centrifuga¢ni mikrofiltry Microcon pii pretizeni 10 000 g po

dobu 40 minut

o premisténi filtratu do sklenénych mikrozkumavek

Poté nasleduje umisténi do fadice vzorkii v MS a vlastni analyza vzorki.

3.2.2.2

Nastépené vzorky byly analyzovany na Nano Acquity UPLC (Waters) on-line ptipojené

UPLC a MS

na MS. Parametry chromatografické kolony popisuje Tab. 5.

TAB. 5: TECHNICKE PARAMETRY KOLONY.

Nazev Bridged Ethyl Hydrid
Materidl | Vlastnosti Hydrofobni /reverzni faze
Délka fetézce 18C
Délka 150pm
Rozméry | Vnitini primér 75pm
Velikost castic v kolong 1,7um

Pratok kolonou byl 400 nanolitri za minutu. Postupné se v ni zvySoval pomér acetonitrilu
z3% na 60% vic¢i vodé. Délka gradientu chromatografie byla 60 minut. Po skonceni
gradientu nasledovalo promyti 85% roztokem acetonitrilu po dobu 15 minut a poté navrat na
3% koncentraci acetonitrilu. Z kolony byl vzorek veden piimo k ESI. K fragmentaci peptidii
byla pouzita metoda postupné zmény srazkové energie pii stiidajicich se scanech

(o hodnotach 5V a 15-35V).

3.2.2.3 Softwarové zpracovani

Po analyze nastépenych vzorki v MS byly udaje vyhodnocovany pomoci softwarového

nastroje od spole¢nosti Waters — PLGS 2.3.

Surova data byla sbirana metodou MS® (Identity). Z téchto dat se zpracovévaji data
pottfebna k vyrob¢ hmotnostniho spektra. Pouziva se algoritmus deizotopizace. Signaly vSech
izotopli se prevedou na monoizotopickou hmotnost pomoci nastroje Max Ent 3. Fragmenty
se ptitazuji k prekursoru pomoci jedenacti matematickych operaci. Hlavni ¢tyii by se daly

formulovat takto :
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o Retencni ¢asy jednotlivych fragmentd, které byly pfitazeny k jednomu peptidu, by

mély byt pti chromatografickém méteni podobné.

o Vyska peaku kazdého z fragmentii (pfifazené¢ho k jednomu peptidu) by méla byt
podobna vysSce peaku ostatnich fragmentii tohoto peptidu (vSechny fragmenty

jednoho peptidu by vii¢i sobé mély byt ve vzorku v ekvimolarnim mnozstvi).

o Teoretickd hmotnost peptidu, vznikla po secteni hmotnosti jeho fragmentt, by se

méla rovnat skute¢né hmotnosti daného peptidu.

o Teoretickda hodnota celkového néboje peptidu, vznikld po secteni ndboje

jednotlivych fragmentt, by se méla rovnat skutecné hodnoté celkového naboje.

Hodnoty celého méfeni se vystfedi pomoci vnitini standardni hodnoty Lock Mass. Dojde

ke korekcei Sumu, kdy se stanovi hladina, od které uz neni signdl povazovany za Sum.

Hmotnostni spektrum bylo porovnano s databazi druhové specifickou (myS$i - Mus
musculus) a druhové nespecifickou (UniProt). Tyto databdze ptitadily jednotlivé peptidy
k proteinim, ze kterych byly pravdépodobné nastépeny. Pro identifikaci peptidu je potieba
minimalni pocet tfi jeho fragmentd. K identifikaci proteinu je tfeba nalézt devét jeho
fragmentl a tfi jeho peptidy. Koncentrace se vypocitava z pomér proteinti k vnitinimu
standardu (enolaza, c=50 fmol/l). Ten ma zndmou koncentraci, kterd se nastavi jako métitko.
Na zakladé vysky peakl ostatnich proteinit k peaku standardu se vypocitd koncentrace

jednotlivych proteint.

K analyze a srovnani vysledkt jednotlivych vzorkl a skupin vzorki byla vyuzita funkce
Expression Analysis téhoz programu. U této metody je moZnost sledovani up- ¢i
downregulaci analyzovanych proteinii. Ke statistickému vyhodnoceni, vypoctu priméri,

smérodatnych odchylek a tvorbé grafi byl vyuzit program Microsoft Excel 2003.
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4. VYSLEDKY

4.1 VYSLEDKY PRACE LUCIE KALFERSTOVE

Ve vSech vyhodnocenich, kterd byla provedena, bylo pocitino pouze s mySmi, u kterych
se nador (i béhem pokusu) uchytil. V tomto pokusu se nador neuchytil u 21,8% ze vSech
mysi, kterym byl nador transplantovan. Vysledny pocet mysi, u kterych se naddor uchytil, a
které byly zahrnuty do pokusu, byl tento: skupina I - 11 mysi, skupina II - 11 mysi, skupina
III - 9 mysi, skupina IV - 8 mysi, skupina V - 10 mysi a skupina VI - 12 mysi.

4.1.1 Vliv terapie na velikost nadoru
Jednim z hlavnich sledovanych parametrti byla velikost nadoru u mysi.
Nédory byly méteny dvakrat tydné do doby pocatku vétsiho thynu mysi. Z naméfenych

hodnot byly vypocitdny primérné objemy nadori ve skupiné (Obr. 7).
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OBR. 7: PRUMERNA VELIKOST NADORU U JEDNOTLIVYCH SKUPIN BEHEM PRUBEHU POKUSU. I- BETA
GLUKAN, II- BETA GLUKAN + PROENZYMOTERAPIE + ENZYMOTERAPIE, III- PROENZYMOTERAPIE +

ENZYMOTERAPIE, IV- PROENZYMOTERAPIE, V- ENZYMOTERAPIE, VI- KONTROLA (KALFERSTOVA, 2008)
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Nejvetsi redukce nadorového ristu byla zaznamenana ve skupinach I a IV. (beta glukan a
proenzymoterapie). V obdobi 15.- 29. den experimentu beta glukan snizil rdst nadora
na 50,1% kontroly, smés proenzymii pak dokonce na 42,1% kontroly. Rozdil velikosti

nadort ve skupinach IV a VI byl 25. den pokusu statisticky vyznamny, (P < 0,05.).

Enzymoterapie se ukazala jako neG¢innd a rovnéz tak neulinné byly pokusy o

kombinovanou terapii.

4.2 VYSLEDKY MS ANALYZY VZORKU SER Z JEDNOTLIVYCH

SKUPIN — EXPERIMENT L. KALFERSTOVE

Zakladni metoda analyzy byla postupné upravovana spolu s Mgr. Konikem (Laboratof
strukturni biologie), aby bylo dosaZeno optimalnich pomérti mnozstvi komponent a kvality
vysledkt. Zakladem optimalizace bylo zvoleni vnitiniho standardu. Ten by mél mit
podobnou strukturu a vlastnosti ndmi sledovanych analyti. Zaroveii by vSak nemél byt
zaménitelny s jinym proteinem obsazenym ve vzorku. Enoldzu jsme pouZili pro jeji snadnou
dostupnost. Pro dosazeni optimalnich vysledkti bylo tfeba najit spravnou koncentraci tohoto
vnitintho ~ standardu  ve vzorku. Po sérii zkuSebnich analyz jsme stanovili

kone¢nou koncentraci enolazy ve vzorku na ¢=50 fmol/ul jako optimalni.

Zaroven bylo tieba zjistit optimalni natfedéni krevniho séra mysi. Po sérii zkuSebnich
analyz jsme dospéli k fedéni v poméru 1:500 mySiho séra v aminobikarbondtovém roztoku

(ABC).

Koncentrace trypsinu ve vzorku neni pfili§ podstatnd, staci se pouze drzet nad minimalni

hrani¢ni hodnotou.

Nasledné bylo tieba vhodné zvolit samu analyzu. Po sérii zkuSebnich analyz jsme
stanovili optimalni protokol pro vzorky ze séra pro MS méfeni. Tento protokol je vysledkem
kompromisu mezi dobou trvani analyzy a po¢tem identifikovanych proteint. Pro tuto praci
byly podstatné pouze tii analyty (a2M, alAT a CONT). Identifikovat ¢i kvantifikovat
proteiny s mensi relativni molekulovou hmotnosti by bylo mozné, avsak délka analyzy by

byla zna¢né delsi.

Vzorky byly méfeny ttikrat a vyhodnocovany pro jednotlivé analyty zv1ast. Nejvice nés
zajimala UspéSnd terapie ve skupiné ovliviiované smési proenzymdi, piipadné analyza

neuspéchii ve skupiné enzymoterapie, ¢i kombinace proenzymoterapie a enzymoterapie.

34



Zanalyzovali jsme vSak veskeré vzorky ztohoto experimentu, protoze i v pripadé beta

glukanu, jak bude dale diskutovano, mohla otazka proteazovych inhibitorii hrat svoji roli.
4.2.1 Vliv  jednotlivych  zplsobl terapie na  hladiny
jednotlivych analytl
Vliv terapii na a-2M
Vliv terapii na a-2M udava Obr. 8. Vysoké hladiny u proenzymové terapie jsou v souladu
s jejim uc¢inkem, ktery byl nejvyssi. Nicméné jen nevyrazné nizsi hladiny u enzymové terapie

nemohou byt pfic¢inou jeji nefunkcnosti, jak bude dale diskutovano.
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OBR. 8: VLIV TERAPIi NA HLADINY A-2-MAKROGLOBULINU (SKUPINA 0 (ZDRAVE MYSI PRED POKUSEM),
SKUPINA I (BETA GLUKAN), SKUPINA II (KOMBINOVANA TERAPIE - BETA GLUKAN + PROENZYMOTERAPIE +
ENZYMOTERAPIE), SKUPINA III (KOMBINOVANA TERAPIE - PROENZYMOTERAPIE + ENZYMOTERAPIE), SKUPINA

IV (PROENZYMOTERAPIE), SKUPINA V (ENZYMOTERAPIE), SKUPINA VI (KONTROLA)).

35



Vliv terapii na al AT

Stejné jako u dynamiky a2M, mizeme stejné trendy pozorovat i u al AT. AvSak nartst

hodnot analytu oproti hodnotam ve zdravych mysich nebyl tak vyrazny (Obr. 9)
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OBR. 9: VLIV TERAPIi NA HLADINY A-1-ANTITRYPSINU (SKUPINA 0 (ZDRAVE MYSI PRED POKUSEM),
SKUPINA I (BETA GLUKAN), SKUPINA II (KOMBINOVANA TERAPIE - BETA GLUKAN + PROENZYMOTERAPIE +
ENZYMOTERAPIE), SKUPINA III (KOMBINOVANA TERAPIE - PROENZYMOTERAPIE + ENZYMOTERAPIE), SKUPINA

IV (PROENZYMOTERAPIE), SKUPINA V (ENZYMOTERAPIE), SKUPINA VI (KONTROLA)).
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Vliv terapie na CONT

Stejné jako u dynamiky 02M a al AT miizeme stejné trendy pozorovat i u CONT. AvSak

narst hodnot analytu oproti hodnotdm ve zdravych mySich byl jest€é méné vyrazny nez
u alAT (Obr. 10).
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OBR. 10: VLIV TERAPII NA HLADINY CONTRAPSINU (SKUPINA 0 (ZDRAVE MYSI PRED POKUSEM), SKUPINA I
(BETA GLUKAN), SKUPINA IT (KOMBINOVANA TERAPIE - BETA GLUKAN + PROENZYMOTERAPIE +
ENZYMOTERAPIE), SKUPINA III (KOMBINOVANA TERAPIE - PROENZYMOTERAPIE + ENZYMOTERAPIE), SKUPINA

IV (PROENZYMOTERAPIE), SKUPINA V (ENZYMOTERAPIE), SKUPINA VI (KONTROLA)).

V experimentu jsme zjistily, ze relativni koncentracni vztahy jednotlivych analyti a to
nejen 02M, alAT a CONT, ale i ALB, APO I, ceruloplasminu, hemopexinu a jinych
odpovidaji literatufe. Jejich absolutni zjisténé mnozstvi vykazovalo u vSech analytii
jednotlivych vzorki drobné charakteristické posuny vzdy stejnym smérem, zavislym
na vzorku, nikoli analytech. Tyto mirné posuny odrazely chyby preanalytick¢ faze a
odstranily jsme je provedenim korekce na albumin. Korekce provedené na jiné stabilni
analyty (APO I, ceruloplasmin) vedly ke stejnym vysledkiim. Dal§i moznosti, kterd se

v téchto piipadech bézné provadi, je korekce na integrovany signal.

Kromé sledovani hladin protedzovych inhibitort a zejména jejich zmén jsme provedli i

kvalitativni analyzu vyskytu sérovych proteind. Vysledky udava Tab. 6 a Tab. 7.
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TAB. 6: PRUMERNY POCET NALEZENYCH PROTEINU V JEDNOM VZORKU.

. Dny od poéatku terapie

Typ terapie 0 y P 17 P 29
Skupina I (beta glukan) ~30 ~25
Skupina II (kombinovand terapie — beta glukan -39 41
+ proenzymoterapie + enzymoterapie)
Skupina III (kombinovand terapie - proenzymoterapie o7 ~31
+ enzymoterapie)
Skupina IV (proenzymoterapie) ~27 ~37
Skupina V (enzymoterapie) ~36 ~32
Skupina VI (kontrola) ~34 ~34
Skupina 0 (zdravé mysi pfed pokusem) ~27

Z Tab. 6 vyplyva, ze primérné bylo nalezeno 32 proteinti v kazdém vzorku. Mezi

jednotlivymi vzorky nebyly zjiStény vyraznéjsi rozdily, pfipadné trendy.

Celkem 15 proteint bylo konstantnich. Tyto proteiny, vyskytujici se ve vSech vzorcich

shrnuje Tab. 7.

TAB. 7: PREHLED PROTEINU, KTERE BYLY IDENTIFIKOVANY V KAZDEM VZORKU PRI KAZDEM MERENI.

Cislo v
databazi Zkratka Nazev Mw (Da)
UniProt

P07724 ALBU MOUSE | Serum albumin 68647
Q61838 A2MG_MOUSE | Alpha 2 macroglobulin 165722
Q00623 APA1 MOUSE |Apolipoprotein A 1 30568
P01027 CO3_MOUSE |Complement C3 186364
P28665 A2M1 _MOUSE | Murinoglobulin 1 165033
Q61147 CERU MOUSE | Ceruloplasmin 121083
PO7758 AITI MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 1 Serine protease 45973
P22599 AlT2 MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 2 Serine protease 45885
Q00896 AlIT3 MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 3 Serine protease 45825
Q00897 AlT4 MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 4 Serine protease 45969
Q00898 AIT5 MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 5 Serine protease 45862
P81105 A1T6_ MOUSE |Alpha I antitrypsin 1 6 Serine protease 23730
P07759 COTR_MOUSE | Contrapsin 46850
P07309 TTHY MOUSE | Transthyretin 15765
Q91X72 HEMO MOUSE |Hemopexin 51341

Vsechny vyse uvedené proteiny jsou zcela rozdilné a vykondvaji nejrtiznéjsi funkce. Ve
vzorcich nevykazovaly zvlastni trendy ani vyrazné zmény. Na této Urovni muizeme
konstatovat, Ze nami pouzivané terapie zfejmé nemaji ucinky (hlavni ani vedlejsi) na expresi

hlavnich sérovych proteini.
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Ve vzorcich bylo identifikovdno mnoho proteint, které se vyskytovali ndhodné a nemohly

jsme tudiz sledovat jejich dynamiku. Tab. 8 udava ptehled proteinil, které¢ se vyskytovaly

nepravidelng, nicméné byly detekovany alespon 1x.

Jedinym proteinem, ktery ziejmé exprimoval naddor byl Breast cancer type 2 susceptibility

protein (P97929). Byl vSak identifikovan pouze u vzorku z neléCenych mysi, ktery byl

odebran 29. den, tudiz nema s nasi praci souvislost.

TAB. 8: PREHLED PROTEINU, KTERE SE VE VZORCICH ALESPON JEDNOU VYSKYTLY.

UCl:is;’Or(‘),t ZKkratka Nazev (l\g;‘;

P02088 HBB1 MOUSE |Hemoglobin beta 1 chain B1 Major 15699
P23953 ESTN_MOUSE | Liver carboxylesterase 61102
P28666 A2M2 MOUSE | Murinoglobulin 2 162264
P06728 APA4 MOUSE | Apolipoprotein A IV 45001
008677 KNG _MOUSE |Kininogen 73056
Q60590 A1AG MOUSE |Alpha 1 acid glycoprotein 1 23880
P02089 HBB2 MOUSE [Hemoglobin beta 2 chain B2 Minor 15737
P08226 APE MOUSE | Apolipoprotein E 35844
Q60590 A1AG MOUSE |Alpha 1 acid glycoprotein 1 23880
P01872 MUC _MOUSE |Ig mu chain C region 50069
P01868 GC1_MOUSE |Ig gamma 1 chain C region 35681
P29699 A2HS MOUSE | Alpha 2 HS glycoprotein 37301
P06330 HV51 MOUSE |Ig heavy chain V region AC38 205 12 12926
P21614 VTDB_MOUSE | Vitamin D binding protein 53050
P07361 A1AH MOUSE |Alpha 1 acid glycoprotein 2 23828
P01898 HA10_MOUSE |H 2 class I histocompatibility antigen Q10 alpha | 36942
Q9ESF1 OTOF_MOUSE |Otoferlin Fer 1 like protein 2 226888
P01868 GC1_MOUSE |Ig gamma 1 chain C region 35681
P0R032 SPCA MOUSE ESd}I))e}:lc;rin alpha chain erythrocyte Erythroid 279820
P55194 3BP1_MOUSE |SH3 domain binding protein 1 3BP 1 65219
P29699 A2HS MOUSE |Alpha 2 HS glycoprotein 37301
P08553 NFM_MOUSE | Neurofilament triplet M protein 160 kDa 95852
Q06890 CLUS_MOUSE | Clusterin Sulfated glycoprotein 2 SGP 51622
035099 M3KS5 MOUSE | Mitogen activated protein kinase kinase 5 154210
Q01065 CNIB_MOUSE Calcium calmodulin dependent 3 5 cyclic 61186

nucleotid

P97929 BRC2 MOUSE |Breast cancer type 2 susceptibility protein 370431
P32261 ANT3 MOUSE | Antithrombin III 51970

39




Kromé proteinu Breast cancer type 2 susceptibility protein jsme identifikovali i n¢kolik
dalSich proteind b&ézné v séru pritomnych. Jedna se o slozky imunitniho systému , signalni
molekuly, enzymy, transportni proteiny, sérové proteiny ¢i protisrazlivé faktory (viz Tab. 8).
Protoze se vSak vyskytuji vséru v hladindch o mnoho tadi nizSich, jejich komplexni

stanoveni neni mozné v pritomnosti majoritnich proteint, na které jsme se zaméftili.

40



5. DISKUSE

Hlavnim tkolem této prace bylo zavedeni MS metody stanoveni hlavnich protedzovych
inhibitort v myS§im séru (a2M, al AT a CONT). Pro pozadované sledovani jejich dynamiky
béhem (pro)enzymové terapie nadorti bylo dostatecné zjisténi relativnich parametrii, ndm se
vSak podafilo dosdhnout absolutni kvantifikace. Zjisténé hodnoty odpovidaji literarnim
udajim (Takahara a Sinohara, 1982; James, 1990; Abe a spol., 1989). Metoda stanovuje
vSechny uvedené analyty souCasné¢ a zarovenn podava informace o hladinach velké tady

dalsich sérovych proteintl.

Metoda byla pouzita pro analyzu sér zjiz provedeného in vivo pokusu, jehoz
opakovani by bylo zbytecnym plytvanim biologickym materidlem. K nejdilezitéjsim
poznatklim patfi, Ze hladina a2M béhem proenzymoterapiec mirné¢ stoupd a je tedy i
v pokrocilém stddiu rozvoje nadorového onemocnéni dostatek tohoto zdkladniho agens,

nutného pro fungovani této terapie.

Hladina u enzymoterapie byla sice nizsi, ale tento rozdil nemiize vysvétlit nefunkénost
enzymoterapie pifi tomto uspofddani (zajimavé je, Ze enzymoterapie stejnymi davkami
aplikovanymi denné¢ je casteCné ucCinnd). Rovnéz tak relativné nizké hladiny o2M
u kombinace proenzymoterapie + enzymoterapie jsou ve skutecnosti dostatecné, aby vazaly
bez problému pottebné cytokiny (zejména TGF-f). Pfi¢inu netispéchti téchto dvou posledné
jmenovanych terapii tfeba spatfovat jinde. Proenzymoterapie ma proti systémové enzymové
terapii nespornou vyhodu ve vétsi lokalizaci a zacileni (Novak a Trnka, 2005). Obtizna
kombinovatelnost proenzymoterapie s jinymi terapeutickymi pfistupy odpovidd naSim

dosavadnim poznatklim, vysvétleni v§ak neméame.

Ostatni majoritni protedzové inhibitory (alAT a CONT) nevykazovaly bchem
ruznych druhli terapie vyraznéjs$i zmény. To je z pohledu terapie zaloZzené na proteazach
dobré, nebot” aktivace a2M neni rusena odCerpavanim trypsinu. Zcela to vSak znemoziluje
uvahy o tom, Ze by bylo moZzné zalozit nddorovou terapii na indukci protedzovych inhibitort,
které by nadorim branily v jejich invazivité a agresivité, zaloZzené na expresi celé fady

proteaz.

Ziskané vysledky jsou vuzké shodé€ s pfipravovanou diplomovou praci L.

Kalferstové. Ta mefila funkéni projevy a2M a celkovou inhibi¢ni aktivitu ostatnich
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inhibitord protedz. Jeji zavéry o aktivitach inhibitort tizce koreluji s predkladanymi poznatky

ze stanoveni téchto inhibitorti jakozto proteintl.

Analyzy vyskytu majoritnich proteini v séru ukazaly, Zze na této Grovni nedochdzi
k Zddnym zméndm, coZz zaroveil naznaCuje, Ze (pro)enzymoterapic nevykazuje vedlejsi
ucinky. Nebyl vSak nalezen ani Zzadny analyt, ktery by slouzil jako biomarker prib&éhu

terapie.

Hlavnim cilem analyzy vzork bylo sledovani pribéhu (pro)enzymoterapie, ale
zajimala nas 1 situace u pomérné Uspésné terapie peroralné¢ podavanym beta glukanem. Tato
terapie je spojena s mohutnou aktivaci systému vrozené imunity a jeji plsobeni
(napf. uvoliiovani lytického obsahu granuli polymorfonuklearnich bunc¢k) mohlo pfinést
zmény v obrazu sérovych inhibitord. Podstatné zmény vSak pozorovany nebyly. Rovnéz tak
anylyza majoritnich sérovych proteinti, pfipadé¢ proteini sporadicky se vyskytujicich,
nepfinesla zadné vyuzitelné zavéry. Abychom mohli zanalyzovat proteiny o koncentracich
niz§ich az velmi nizkych, bylo by nutné majoritni slozky odstranit, protoze v jejich prosttedi

jsou danou metodou a pfistrojem nedetekovatelné.
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6. SOUHRN

o Byla zavedena metodika umoznujici zaroven kvalitativni 1 kvantitativni analyzu

majoritnich proteint ve vzorcich krevniho séra s pouzitim hmotnostni spektrometrie.

o Hodnoty hladin analytti ziskané touto metodou jsou v rozmezi publikovanych hodnot,

tudiz miizeme tuto metodu povazovat za spolehlivou.

o Pomoci zavedené metody jsme sledovali hladiny sérového a2-makroglobulinu, al-
antitrypsinu a contrapsinu v prubéhu experimentalni (pro)enzymoterapie melanomu B16-
F10, déle u terapie zaloZené na peroralni aplikaci beta glukanu a pti kombinovanych

metodach.

o Bylo potvrzeno, Ze pro plsobeni (pro)enzymoterapie jsou béhem celého vyvoje
maligniho onemocnéni vytvaieny ptiznivé podminky (dostatek a2-makroglobulinu,

nevyrazné zmeény ostatnich inhibitort).

o Béhem (pro)enzymoterapie, terapie zaloZzené na beta glukanu, ani u kombinovanych
terapii, nebyly v séru nalezeny zadné proteiny svédcici o vedlejSich u€incich terapie, ale
nebyly ani detekovany zadné proteiny, které by mohly slouzit pro monitorovani

prabéhu terapie.
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