Jiholeska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Katedra medicinské biologie

Magisterska diplomova prace

Optimalizace (pro)enzymové terapie rakoviny

Bc. Lucie Kalferstova

Vedouci prace: RNDr. Jan Zenka, CSc.

Ceské Budgjovice, 2010



Kalferstova L., 2010: Optimalizace (pro)enzymové terapie rakoviny [Optimizing of
(pro)enzyme therapy of cancer. Mgr. Thesis, in Czech] — 65 p., Faculty
of Biological Sciences, The University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech

Republic.

Annotation:
The aim of this thesis was to optimize the proenzyme and enzyme therapy

of the healthy and mice suffering of cancer and to clarify the mechanism
of this therapy. We found optimal mode of application of therapeutic preparations. We
studied changes of serum a2-macroglobulin, total level of serum protease inhibitors, and

free or latent TGF-f in various modes of experimental tumor therapies.

Prohlasuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouZzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb. V platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné &asti databaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych

Budgjovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich, 23. 4. 2010

Lucie Kalferstova



Podékovani:

Na tomto misté¢ bych velmi rdda podékovala svému Skoliteli RNDr. Janu
Zenkovi, CSc. za skvélé vedeni, velké mnoZstvi cennych rad a obrovskou
trpélivost po celou dobu vypracovavani této diplomové prace. Dale bych rada
podékovala
doc. RNDr. Janu Kopeckému, CSc., RNDr. Petru Kopackovi, CSc. a kolektivu
Oddéleni imunologie parazitd Parazitologického tistavu AV CR v Ceskych
Budg&jovicich za umozZnéni provedeni této prace, a také za jejich rady, ochotu
a vstficnost. Mé velké diky patii i vS§em blizkym pratelim, zvlast€¢ potom mé

roding, za jejich podporu a zazemi vzdy, kdyz jsem potiebovala.



I U V40 ) ) T OSSPSR PRSPPI 7
1.1, RAKOVINA L.ttt ettt h ekt e sk bt e ek bt e e kbt e e bb e e s be e e e bb e e e be e e e nneeanneas 7
1.1.1. HLAVNI TYPY KANCEROGENEZE ......cocutiiieteuiirieieieteietesesesteteseseste e sesbe e e e seseessssesenessssesensanns 8
1.1.2. DELENI NADORU PODLE DRUHU TKANE .....c.oitiiiiiiiirieteininieieesesie e seste et se e seesessenenenas 8
LLL.3 IMIELANOM ..ottt ettt b e b b et s enenenas 9
1.1 A  SARKOM ..ottt ettt sttt es sttt es s s s e s s s s et et e e s s et e b e e e s s et et s e ennnas 9
1.1.5. TERAPIE NADORU ....coueuiuiiiieiiniieteieesteiesets ettt ettt se s et et esese et eaesene st eseneneaseseneneesesns 10
1.2. NADOROVA IMUNOLOGIE .......ccuciitiitiaitiiantieiieastesaseesteessaeessesssseessesssseessessssesssesssessseens 10
1.2.1. ULOHA LEUKOCYTU w..cooovoeeeeeseeeseeesseessseessseeesssessssesessssessssss s sssssssesessssessssssssssssssnssssssses 11
1.2.3. CYTOKINY oottt ettt ettt bbbt e bt e et e s e b e s et et et e s e e s eb e s e st et ebesene et ebesenessetne 13
1.2.3.1. Th1/Th2 rovnovaha u nddorovych onemocn&ni..........cccccoerriieriiniienii e 13
2 T ] PSS 14
1.2.4. SEROVE INHIBITORY PROTEAZ ....ceotiueueuiirieteiiieietesetetetesetsae s et sesesessssesenesseseseneasesesenessssens 15
1.2.4.1. 02-makroglobulin ... 15
1.2.4.2. ol-ANtitrypsin, CONTIAPSIN .......oiuiitiitiitiiiei ettt 18
1.2.4.3. Ostatni inhibitory Prot@azZ........cccviiiiiiiiiiiiii s 19
1.3. ENZYMOVA A PROENZYMOVA TERAPIE .........ccooitiiiiiaitiiiiianieesiiesieesneesieesseesieesnee e 19
1.3 1. ENZYMOVA TERAPIE ...ceevviiirieieteteteteieteteieieieaeses ettt sttt ese bbb bes sttt snenees 19
1.3.2. MECHANISMUS ENZYMOTERAPIE.......cuetriieteueirieieientsteteiesessese et tesesesssseseessebe e sssseseessesene 20
1.3.3. PROENZYMOVA TERAPIE ......coeutueueteteieteieteieieieatststt et tstsesssssss st besesesesesesesesesesessssesessssnsnes 21
1.3.4.ZPUSOBY APLIKACE (PRO)ENZYMU ....cueuiuiuiriririiiisisisssissssssssssesesesesesssssesssssessssssssssssssssssssses 22
2. CHLE PRACE .........cooiiiiiisesee s 23
3. MATERIAL A METODY ......ooioiioioeeeeeeeeeeeeeeee e ee e e e eee s een s, 24
3.1, POUZITE CHEMIKALIE .......ccittiiitatieiitasttestteaiessseeasseesseeassesssessssessssssssesssesssesssessnsessseens 24
3.2, LABORATORNI ZVIRATA .....coiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt sttt st ne e e e e nnee s 24
3.3, BUNECNE LINIE.....cutiiitiitiiatieitieaiee et e sttesiee e teessseasseesseeaseeasseaseessseasseesseeaseesaneanseessnens 24
3.4, TRANSPLANTACE NADORU .....cuviiitiiiuiiaiiesiieaiessseeaseessseassesssesasesssesssesssessssesssessnsessseens 24

S L EXPERIMENT 4 .ottt et e et e et e et e s e e s et s eateeneeaseesneesaeeseeeeneenseesseesaeesasesaseeareeaneennes 24



i 2 EXPERIMENT 3, 5 A Bttt ettt et e e et e et et e ee e et et eeaeeaeeeeaaeeeeneeeneeeneneeeneens 24
3.5. USPORADANI JEDNOTLIVYCH IN VIVO EXPERIMENTU ...cccvvvviiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseneneeens 25

3.5.1. EXPERIMENT 1: POROVNANI HLADIN SEROVYCH PROTEAZ PRI RUZNYCH APLIKACICH

TRYPSINU ZDRAVYM MYSIM COTBLG ...ttt eeeee e e e e 25
3.5.2. EXPERIMENT 2: HODNOTY SERA PO I.P. APLIKACI TRYPSINU BEHEM 12 HODIN.................. 25
3.5.3. EXPERIMENT 3: POROVNANI TERAPIE I.P. A I.M. CESTOU INVIVO ..evvvireeeeeeeeeeeeeeeeereee e 25

3.5.4. EXPERIMENT 4: STANOVENI PARAMETRU A, B A D U SER MYSI KMENE BALB/C
S VELMI VYVINUTYMI NADORY SARKOMU S-180......c.ceoiiiiiiiiniieiinrieceeceseeeceeee 25
3.5.5. EXPERIMENT 5: VLIV PROENZYMOTERAPIE NA PARAMETRY SERA (A, BAD) A
HLADINY VOLNEHO/VAZANEHO TGF-BETA U ZDRAVYCH A NADOROVYCH (MELANOM
B16-F10) MYSI KMENE C57BLB ...t 26

3.5.6. EXPERIMENT 6: MERENI HLADINY TGF-BETA ELISA TESTEM A ZJISTOVANI

KAPACITY SERA PRO VAZBU TOHOTO CYTOKINU .eeeeeteeteeeeeeeeeeeee et eee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenas 26
3.6. MERENI VELIKOSTI NADORU ...coooviiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseseseseseeeseeeeeseeeeeseeeeeeeees 26
3.7. ODBER A PRIPRAVA SERA ....cooovtiiiiieieieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesetesseeseseeeeeeeseseeereeetereeeteeeeeeeeeeeee 26

3.8.  MERENi AKTIVITY TRYPSINU KINETICKOU METODOU (TITRACE SERA TRYPSINEM

A TRYPSINU SEREM) .....uititiitiitiatiasietesteste it siesteaseeseeseste b sbestesseaseessennensesbesbesneeseeneennens 27
3.8.1. POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MERENI — TITRACE SERA TRYPSINEM: ..cevuveeeeeeeeeeeeeeeanne 27
3.8.2.POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MEREN{ — TITRACE TRYPSINU SEREM: ....eevverveeereeereeeneenes 28

3.9. MERENIi AKTIVITY TRYPSINU POMOCI ENDPOINT METODY (TITRACE SERA

TRYPSINEM A TRYPSINU SEREM) .....couvititiitintisiesseeeesiessestessestessesseassessessessessessessesseesens 29
3.9.1. POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MEREN{ — TITRACE SERA TRYPSINEM: ....eevveereeereeereeeneenes 29
3.9.2.POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MEREN{ — TITRACE TRYPSINU SEREM: ....eevvevveeereeereeeneenes 30

3.9.3. METODA ODECITANI HODNOT Z GRAFU, TITRACE SERA TRYPSINEM (FOTOMETRICKY

NAMERENE HODNOTY, ENDPOINT METODA) ....cutuiiiiiiririsisesissesesesesesesesssssesesssssssssssssssssessnes 31
3.10. MERENI AKTIVITY TRYPSINU FLUORIMETRICKOU METODOU .......ccvveeeiiiiieeeeiireee e 32
3.10.1. POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO FLUORIMETRICKE MERENI A VLASTNI MERENT:............. 32
3.10.2. SESTROJENI KALIBRACNI KRIVKY PRO FLUORIMETRICKE MERENTI........cccevevieieiereereerenee. 33

TESTU e titieetetee et e e e ettt eeeeeeeeeeee et e eeeeeeeee e s s e eeeeeeeeen s et seeeeeaeeesna i aeeeeeseeenn s anreeeeeeennrns 33
3.12. MERENI KAPACITY SERA AKTIVOVANEHO TRYPSINEM VAZAT TGF-BETA....cccceen...... 34
3.13. STATISTICKE VYHODNOCOVANI «..covtiitt ettt ttteee e e e e e e e e e eeaesaeeeereeennnaeeaeeeeees 35

B, VYSLEDKY ..o e et e e e et et e e s et e e e s et e et e e e e s et et e e e eres et e e e enerarann, 36



4.1. MERENI AKTIVITY TRYPSINU V CASE KINETICKOU METODOU .......cuuvuueriiiiieiiiiieninnnnns 36
4.2. MERENI POMOCI ENDPOINT METODY ...otteeetuuieeeeeeeeeeeeaaaseeeseseeenassseessesessnnnaasseseresnnnnns 36

4.3. EXPERIMENT 1: POROVNANI HLADIN SEROVYCH PROTEAZ PRI RUZNYCH

APLIKACICH TRYPSINU ZDRAVYM MYSIM C57BL/6 ......cceovviiiiiiiiiiieece e 39
4.3.1. FOTOMETRICKE MERENI ENDPOINT METODOU, STANOVENI PARAMETRU B, D................... 39
4.3.2. FLUORIMETRICKE MEREN{, STANOVENI PARAMETRU A .......ccociieiiiiieieeieseieeeee e 40
4.4, EXPERIMENT 2: HODNOTY SERA PO |.P. APLIKACI TRYPSINU BEHEM 12 HODIN.......... 42
4.4.1. FOTOMETRICKE MERENI ENDPOINT METODOU, STANOVENI PARAMETRU B, D................... 42
4.4.2. FLUORIMETRICKE MERENI, STANOVENI PARAMETRU A\ ....oviitiiiietieeeee ettt 44
4.5. EXPERIMENT 3: POROVNANI TERAPIE I.P. A I.M. CESTOU IN VIVO ....ccveeeeeirireeeiireeeenns 44

4.6. EXPERIMENT 4: STANOVENI PARAMETRU A, B A D U SER MYSI KMENE BALB/C
S VELMI VYVINUTYMI NADORY SARKOMU S-180......ccieeiiiiiiiiiiiieieeeiiin e eeeeeeern e e 45
4.7. EXPERIMENT 5: VLIV PROENZYMOTERAPIE NA PARAMETRY SERA (A, BAD) A

HLADINY VOLNEHO/VAZANEHO TGF-BETA U ZDRAVYCH A NADOROVYCH

(MELANOM B16-F10) MYST KMENE C57BL/6 ........ccoiiiiiiiiieicccec e 47
4.7.1. VLIV TERAPIE NA VELIKOST NADORU.....c.ccctrteririerereereniesessesensesessesssesessessesessesessesessesessessssesens 47
4.7.3. FLUORIMETRICKE MERENI, STANOVENI PARAMETRU A\ ....oviiiiiictieieetceeee sttt 49
4.7.4.ELISA TEST, STANOVENI TGF-BETA V SERU ....cceutririeieiiiieieiiinieiesesesieiee e sesse e ssesesans 50

4.8. EXPERIMENT 6: MERENi HLADINY TGF-BETA ELISA TESTEM A ZJISTOVANI

KAPACITY SERA PRO VAZBU TOHOTO CYTOKINU ..cevvetneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeaaeeeeeeenennnns 53
4.8.1.VAZEBNA KAPACITA TGF-BETA: TITRACE  ELISA TEST ..eiiieie ettt eeeeeeeeeseeeaenas 53
T B ] 1] QU 4 TR 55
10 101 o |\ RO 58

7. SEZNAM POUZITE LITERATURY coooooeoeeeeeoee oo e e 59



1. Uvod

1.1. Rakovina

V soucasnosti jsou nddorova onemocnéni ve vyspelych zemich druhou nejcastéjsi pri¢inou
umrti hned za nemocemi kardiovaskularniho systému. Je znamo vice nez 100 riznych typt
nadorovych onemocnéni. K nejcastéji se vyskytujicim patii nadory plic, tlustého stieva,
prostaty a prsu. Prvni zminka o zhoubnych nadorech pochazi uz z dob starovékého Egypta.
Otazkou rozdilu mezi zhoubnym a nezhoubnym nadorem se zabyval jiz starovéky fecky 1ékar
Hipokratés, ktery dal této chorobé ndzev ,karkindma® (latinsky cancer), jez se pouziva
dodnes.

Jako nador (novotvar) oznaCujeme abnormdlni tkan, ktera v organismu nema
fyziologickou funkci a roste nekontrolovatelnym bunéénym délenim na jeho ukor. Nador
se postupné vyviji a v okamziku, kdy se rist a déleni bun¢k vymkne kontrolnim a regulaénim
mechanismiim, vznikd velké mnozstvi nové tkdné tvofené masou nezralych
a nediferenciovanych bunék. Nadorové buiiky postradaji kontaktni inhibici. Rychlost jejich
déleni je stejna, nebo dokonce pomalejsi nez u zdravych bungk, rozdil spoc¢iva hlavné v jejich
nesmrtelnosti. Podle schopnosti napadat jiné tkané a rozsifovat se do jinych ¢asti té€la pomoci
metastdz délime nddory na benigni a maligni. Benigni nddor tvofi jasné¢ ohraniCeny utvar
a zpravidla neinfiltruje do ostatnich tkani. Oproti tomu maligni nadory, které mohou byt
opouzdiené i neopouzdiené, proristaji do okolnich tkani a jsou zna¢né invazivni. Velmi ¢asto
naruSuji cévni stény a nadorové bunky tak mohou metastazovat mizni ¢i krevni cestou
do ostatnich tkani organismu (Pacovsky, 1993).

Nadorova onemocnéni vznikaji jako nasledek nahodného nahromadéni mutaci (minimalné
4-7) v genech kontrolujicich bunéfnou proliferaci, diferenciaci a apoptéozu bunck
v organismu. Builka, kterd je timto osvobozena od obvyklé regulace bunééného dé€leni
a pfeziti, ma schopnost proliferovat bez normélnich zdbran. V molekule DNA dochazi
k mnohym mutacim, kterym zabranuji cetné reparacni mechanismy. Nicméné poruchy
V téchto opravnych mechanismech jsou Casto ptfi¢inou vzniku a rozvoje nadord. Proces
vedouci ke vzniku nadort se nazyva kancerogeneze.

Mutaci je oznacena zména genetické informace. Geny, které jsou schopny zpulsobit
nebo podpofit nadorovou transformaci se souhrnné nazyvaji onkogeny. Onkogen vznika
mutaci protoonkogenu, coz je gen koédujici bilkoviny podilejici se na pienosu ristovych
a diferencianich mitogennich signalii, které jsou schopny zahajit bunécnou proliferaci.

Oproti tomu tumorsupresorové geny (napi. gen pro p53) koduji bilkoviny, které zastavuji



bunécné déleni 1 rist a maji schopnost vyvolat apoptozu. Ztrata jejich funkce v buiice tudiz

také vede k nekontrolovatelnému bunéénému déleni (Alberts a spol., 1998).

1.1.1. Hlavni typy kancerogeneze

Podle typu kancerogenii muzeme délit kancerogenezi na chemickou, fyzikalni
a biologickou.

Do chemické kancerogeneze patii doslova tisice chemikalii, které se mohou podilet
na vzniku rakoviny, a tato skupina se stdle rozSifuje. Patii sem dusikaté slouceniny
(nitrosoaminy), hydraziny (pfirozen¢ se vyskytujici derivaty, hlavné ve vysSich houbach),
aromatické aminy a amin azobarviva, triaziny, polycyklické aromatické uhlovodiky, derivaty
benzenu a stilbenu, polychlorované bifenyly, halogenuhlovodiky a rizné kovy a jejich
slouCeniny (napft. arzen, berylium, olovo).

Do fyzikalni Gasti nalezi predeviim vysokoenergetické zafeni. Radi se sem ionizujici
zateni (napf. rentgenové), neionizujici zafeni (napf. UV zéfeni, zejména jeho UVB slozka-
slune¢ni spektrum i1 umélé zdroje), popaleniny a rizné vlivy mechanického plisobeni cizich
téles (napft. azbest).

Biologicka kancerogeneze zahrnuje virovou (napi. ptaci sarkom, virus Ebstein-Barrové,
papilomaviry), bakterialni (Helicobacter pilori) a parazitarni (Bilharzia, Schistomiaza,
Amebiaza) karcenogenezi. Dale sem patii vliv endogennich télnich produktd, jako jsou
hormony a Zlucové kyseliny. Do této skupiny také zahrnujeme vliv vyzZivy,
ktery v nékterych ptipadech mivéa velky podil na vzniku nadorovych onemocnéni (Jurga,
2000).

1.1.2. Déleni nadora podle druhu tkané
» Epitelidlni (kryci nebo vystelkova tkan)
o Benigni: epitelom, papilom
o Maligni: karcinomy
» Stromalni (pojivové)
o Benigni: fibromy (vazivo), myomy (hladké svalstvo), chondromy (chrupavka)
o Maligni: sarkomy
» Hematopoetické (z krvetvornych tkani)
. Maligni: leukémie, lymfomy
» Neuroektodermu (nadory CNS a kuize)

. Benigni (CNS): gliom, neurinom, meningeom
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J Maligni (CNS): glioblastom, neuroblastom
o Benigni (kiize): pigmentovy névus
o Maligni (ktize): melanom
> Zlazovych tkani
J Benigni: adenomy
J Maligni: adenokarcinomy
» Germinomy (ze zarode¢nych tkani)
J Benigni: teratomy
. Maligni: teratokarcinomy, embryonalni karcinom

» Vzacné nadory z ostatnich tkani

Béhem této prace byly pouzivany dva modely rakoviny, melanom B16-F10 a sarkom

S-180, jejich blizsi charakteristika je uvedena nize.

1.1.3. Melanom

Tento typ nadortt ma ptvod v pigmentovych buikach, tzv. melanocytech. Na vzniku
se podili prevdzné ultrafialové zafeni, zejménajeho UVB slozka. Pigmentové bunky
produkuji melanin, coZ je pigment zpusobujici pfirozenou barvu klze, a diky tomu jsou
melanomy ve Skale hnédého az Cerného zabarveni. U lidi miZzeme melanomy rozdélit
na 4 druhy. Jsou to povrchové se Sifici melanom, coZ je nejCastéji se vyskytujici melanom,

dale modularni melanom, lentigo maligna melanom a akrolentigin6zni melanom.

U mysi jsou rozezndvany 4 buné¢né linie melanomt, a to B16-FO, B16-F1, B16-F10
a B16-BL6. Tyto bunétné linie vznikly riznym provedenim selekéni procedury, za pouZiti
Fidlerovy metody (Nakamura a spol., 2002). Melanomy B16-F10 a B16-BL6 velmi silné
metastazuji do plic, nicméné ve zhoubnosti se vSechny zminéné linie blizce rovnaji.
Nejcastéjsi transplantace melanomu probiha bud’ s.c. cestou, nebo ptimo i.v. cestou do ocasni

zily, coz je pouzivano jako metastazovy model (Teicher, 2002).

1.1.4. Sarkom
Sarkom je nador, ktery se vyviji z pojivové tkan€ v nejriznéjSich mistech organismu,
napt. ve tkani tukové (liposarkom), svalové (myosarkom), chrupavce (chondrosarkom), kosti
(osteosarkom) ¢i vazivu (fibrosarkom). Na rozdil od karcinomu, ktery se vyviji pfimo
Z epitelu, sarkom je nador podplrnych tkani. Zvlastni skupinu tvoii sarkomy v dutiné bfisni

a hrudni. Sarkomy patii mezi nepfili§ Casto se vyskytujici nadory, predstavuji méné nez



1% vsech zhoubnych nidorovych onemocnéni. V Ceské republice je to piiblizné 350

onemocnéni ro¢né.

Sarkom S 180 je nemetastazujici nador pojivové tkané, ktery je mozno transplantovat

mySim, nejéastéji s.c. cestou (Deodhar, 1971).

1.1.5. Terapie nadori
Maligni onemocnéni se ovliviiuje n€kolika zptisoby — chirurgicky, aplikaci ioniza¢niho
zateni (teleradiopatie, brachyterapie), podanim chemoterapie, biologickou terapii

nebo kombinaci téchto uvedenych postup.

Chirurgické postupy jsou bioptické (ziskani materidlu k uréeni diagndzy), parcialni,
nebo radikalni (kompletni odstranéni nadoru). Jedna se vzdy o terapii lokalni,
ktera nevylucuje komplikace, jak pii vlastnim vykonu (krvaceni), tak diseminaci nadorovych
bun¢k pii manipulaci s nadorem.

Teleradioterapie je zevni ozareni, kdy dochdzi k cilenému podéani vysoké davky na vlastni
nador s vykrytim zdravé tkang. I zde se jedna o lokalni terapii.

Brachyterapie se provadi zavedenim zafice do organizmu prostifednictvim specidlnich
aplikatora.

Chemoterapie je pfi systémovém podéani vyznamnym modulatorem imunitni odpovédi.
Nicméné zasadnim efektem byva vliv na buniku (obvykle s vysokou mitotickou aktivitou)
a imunitni stimulace je vedlejSim efektem.

Biologicka terapie, ktera muze byt aktivni nebo pasivni, spo¢iva v aplikaci imunologicky
aktivnich latek, jejichZ efekt je povazovan za zasadni. Tento druh terapie mize podle typu
podané latky plisobit na rtiznych stupnich imunitni kaskady. Nej€astéji aplikovanou latkou

jsou cytokiny, nebo také dendritické bunky.

1.2. Nadorova imunologie
Imunitni odpovéd’ organismu se deli na nespecifickou a specifickou. K nespecifické
se fadi systém komplementu, makrofdgy/monocyty, granulocyty, trombocyty a NK bunky.
Do specifické odpovédi spadaji pochody, které souvisi s funkci a zménami v lymfocytech —
T a B. Patfi sem jejich pfimé plsobeni 1 tvorba protilatek. Nadorové bujeni vytvaii v téle
oblasti s nefyziologickym mikroprostiedim, které je charakterizovano napf. hypoxii. Ta je

diivodem pro aktivaci slozek nespecifické, piirozené imunity (Krejsek a Kopecky, 2004).
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Pro rozvoj specifické imunity zprostiedkované CD8+ T lymfocyty je potieba exprese alel
HLA 1. tridy, které zajisti, ze imunodominantni peptidy (nadorové antigeny) budou ucinné

prezentovany a povedou k rozvoji imunitni reakce (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.2.1. Uloha leukocytii

Dendritické bunky

Dendritické buniky jsou rozhodujici pro rozvoj specifické naddorové imunity, jelikoz jeding
tyto bunky jsou schopny ucinné prezentovat antigeny T lymfocytim, které se s nimi dosud
nesetkaly. Nadorové antigeny pohlcuji mikropinocytézou a k jejich zpracovani dochazi
Vv pribéhu migrace do sekundarnich lymfatickych orgédni. Tyto bunky po interakci
s T lymfocyty produkuji IL-12, ktery uréuje vyzravani THO T lymfocyti do subsetu THI,
ktery je odpovédny za cytotoxickou bunécnou reaktivitu, kterd hraje klicovou roli v obranné
reakci proti nadorovému bujeni (Veselsky a spol., 2004).

NK bunky

NK buiiky jsou velmi dilezitou soucasti protinddorové imunity. Identifikuji nadoroveé
buniky prostfednictvim rozmanitych membranovych receptorti, které buiice poskytuji
aktivacni nebo naopak inhibi¢ni signdly. Po vyhodnoceni mizou ptevladnout aktivacni
signaly, kdy jsou spustény lytické mechanismy vedouci k usmrceni buriky, nebo pfevladnou
inhibi¢ni signaly a bunka unika cytotoxické aktivité (Veselsky a spol., 2004).

Nejvyznamngj§im kritériem je absence molekul HLA 1. tfidy, ktera je béznd u nadorovych
bunék, v tomto piipad¢ je spusténa cytotoxicka aktivita NK bunck. Naopak expresi molekul
HLA-G se nadorové bunky dokazi branit ataku NK bun¢k (Finke a Bukowski, 2004).

Cytotoxicka aktivita NK bunék je vyrazné zesilena plisobenim cytokind, zvlasté potom
IL-2.

Granulocyty

Granulocyty patii do efektorové slozky pfirozené imunity. Uplatiuji se predevSim
V subtypu neutrofilnim, ktery ma schopnost fagocytoézy a tvorby kyslikovych radikalt. Patii
mezi dilezité zdroje cytokind, jejichz prostiednictvim mohou zasahovat regula¢né do funkci
imunitniho systému (Veselsky a spol., 2004).

Makrofagy

Tyto bunky, které jsou termindlnim diferenciacnim stddiem monocyto-makrofdgové linie,
jsou strategicky rozptyleny ve vSech organech téla. Obsahuji molekuly CD14 a HLA II. ttidy,

coz umoziuje rozpoznani a fagocytdozu apoptickych bunék. Exprimuji také povrchové

11



molekuly CD80 a CD86 a maji jak cytotoxicky tak cytostaticky efekt (Veselsky a spol.,
2004).
Lymfocyty typu T

Tyto bunky exprimuji molekulu CD3 a existuji v subtypu helperG (Th), které maji
na povrchu znak CD4+, nebo v subtypu cytotoxickych lymfocyta (CTL) se znakem CD8+.
Th lymfocyty se d€li na dvé skupiny, Thl a Th2 lymfocyty. Tyto skupiny se vzajemné
inhibuji, coz je zplsobeno tim, ze cytokinovy produkt Th1 — INFy inhibuje diferenciaci Th2
bun¢k, zatimco hlavni produkt Th2 skupiny IL-4 inhibuje vyvoj Th1 bun¢k.

Th1 lymfocyty produkuji pfevazné cytokiny IL-2, INFy a TNF, které aktivuji makrofagy.
Dale maji vyznamnou roli v obrané proti intracelularnim parazitim a ativuji bunéénou
cytotoxickou reaktivitu. Jejich nadprodukce byla prokdzéna také u autoimunitnich
onemocnéni. Oproti tomu Th2 lymfocyty produkuji zejména cytokiny IL-4, IL-5, IL-6
a IL-10. Skupina Th2 lymfocyti rozviji protilditkovou imunitu a izotopové piepnuti. Treg
jsou dalsi podskupinou T lymfocytt, které produkuji zejména IL-4, IL-10 a TGF-B. Tato
skupina plsobi imunosupresivné¢ a potlacuje zanétlivé reakce regulaci Thl lymfocyti
(Koptiva a Zapalka, 1999). Treg maji dulezitou roli v procesech navozeni nadorové
imunotolerace, viz dale.

Lymfocyty typu B

B lymfocyty jsou odpovédné za specifickou protilatkovou imunitu. Exprimuji HLA
molekuly II. tfidy, kostimulaéni molekuly a patii k zakladnim antigen prezentujicim bunkam
(APC), (Veselsky a spol., 2004).

1.2.2. Nadorové antigeny

Nédorové buniky by mély obsahovat molekulové struktury, které by se mély chovat jako
antigenni a jejich pfitomnost by méla vést k imunitni odpovédi. V mnoha experimentalnich
modelech byla tato koncepce potvrzena, ptesto piedstavuji nadory pro imunitni systém

zavazny problém.

V soucasné dobé je identifikovana celd fada naddorovych antigenl a je mozné je rozdélit
do dvou skupin. Do prvni skupiny se fadi tzv. antigeny asociované s nadory (TAA). Tyto
antigeny jsou vyjadieny napf. v buitkach melanomu a v normalnich melanocytech, dale sem
patii karcinoembryondlni antigen (CEA) u karcinomu tlustého stfeva, prsu a plicniho
adenokarcinomu, prostaticky specificky antigen (PSA) u nemocnych s karcinomem prostaty,

nebo také nadorovy antigen HER-2/neu, ktery je homologicky s receptorem pro epidermalni
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rustovy faktor a je vyjadfen na bunkdch karcinomu prsu a ovaria. Vici témto antigenim
se rozviji cytotoxicka reaktivita.

Do druhé skupiny fadime nadorove specifické antigeny (TSA), které vychazeji z genovych
mutaci v normalnich genech. Nadorové specifické antigeny jsou vyjadieny pouze
na konkrétnim typu nadoru u konkrétniho jedince. Tyto antigeny jsou silné¢ imunogenni,
bohuzel vyuziti pro terapeutické zasahy je mimotadné obtizné. Patii sem komplexy MHC 1
s abnormalnimi fragmenty bunéénych proteini (typické pro chemicky indukované nadory),
komplexy MHC 1 s fragmenty proteini orogennich virti, abnormalni formy glykoproteint

a idiotipy myelomu a lymfomu (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.2.3. Cytokiny

Cytokiny maji v nddorové imunologii velikou roli. Maji schopnost ovlivnit prubéh, jakym
se imunitni odpovéd’ bude vyvijet. Mezi cytokiny pusobici ve prospéch protinadorové
imunity patii napf. interferony, které jsou dulezitou soucasti zejména pfirozené imunity.
Interferony vykazuji antiproliferativni a cytotoxické piisobeni na mnozici se bunky (zvlasté
nadorové) a také moduluji protinadorovou imunitu. Nejvyznamngjs$i imunomodulaéni u¢inky
ma INFy, ktery je produkovan Th1 T lymfocyty po antigenni stimulaci. Prostfednictvim INFy
je zesilena exprese molekul HLA 1. tfidy na povrchu nadorovych bun¢k, ¢imz se stanou vice
citlivymi vii¢i nadorové specifickym cytotoxickym CD8+ T lymfocytim. Dochézi rovnéz
k G¢inngjSimu zpracovani a prezenci nadorovych antigend a tim krozvoji specifické
T lymfocytarni imunity. INFy zvySuje celkovou zanétlivou aktivitu namétfenou proti nadoru

(Krejsek a Kopecky, 2004).

1.2.3.1. Th1/Th2 rovnovaha u nadorovych onemocnéni

Mikroprostiedi nadoru je charakterizovano piitomnosti leukocytd ve stromalni i nadorové
tkani. Leukocyty, které infiltruji nador, mohou pfispivat k rustu i diseminaci nadord, nebo byt
1 pfi¢inou imunosuprese provazejici nadorova onemocnéni. V patogennich piipadech dochazi
v organismu K naruseni Th1/Th2 rovnovahy (v pfipadé zanétu pirevazi Thl odpovéd’,
Vv ptipad¢€ nddorového onemocnéni Th2 odpovéd).

Lymfocyty, které infiltruji nador, jsou heterogenni populace lymfoidnich bunék,
pfedevS§im T lymfocytd. Thl lymfocyty jsou odpovédny za protektivni cytotoxickou
reaktivitu namifenou proti nadoru, typicka je tvorba INFy.

V oblasti nadorti ovSem pievladd Th2 populace lymfocytl, kterd je charakterizovana

tvorbou IL-4, IL-5 a IL-6 (Pawelec, 1999). Dale se zde nachazi populace Treg, ktera
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produkuje zejména IL-10 a TGF-B. Aktivita téchto uvedenych cytokini nevede k ucinné
reakci namifené proti nddoru, naopak omezuje zadouci aktivity cytokint produkovanych Thl
lymfocyty. Rovnovaha je takto naklonéna k Th2 lymfocytim, které podporuji humordlni
odpovéd’ a tim i K tvorbé cytokint stimulujicich rozvoj nadord (napf. svym angiogenetickym
pusobenim) a navozujicich stav jejich tolerance. Tyto cytokiny jsou produkovany
1 samotnymi nadorovymi buitkami. Zda se, ze mohou inhibovat B-lymfocyty, dendritické
buniky, monocyty/makrofagy i NK bunky. Napiiklad IL-10 mé spoustu u¢inkt ptisobicich
ve prospéch nadori: supremace dendritickych bunék (Shurin a spol., 2002), Thl (McHugh
a spol., 2002), IFN-y, IL-2 (Finke a Bukowski, 2004), antigenni prezentace (Kim a spol.,
1995), snizeni exprese MHC 1 (Terrazzano a spol., 2000) a zvyseni exprese HLA G (brani
ataku NK bun¢k), (Moreau a spol., 1999). Pisobeni IL-10 neni ovS§em uplné jednoznacné,

n¢kdy je schopen vyvoj nadorti inhibovat.

1.2.3.2. TGF-B

TGF-B1, 25kD disulfidicky spojeny homodimer, je prototypovy ¢len obrovské rodiny
strukturné pribuznych pleiotropicky dekretovanych cytokint, které hraji kli¢ovou roli
v kontrole diferenciace, proliferace, apoptdzy, adheze a stadia aktivace velkého mnozstvi
riznych bunéénych typd, zahrnujicich také imunitni buniky (Letterio a Roberts, 1998).
Imunosupresorova imunita TGF-f byla potvrzena experimenty jak in vivo, tak také in vitro.
VétsSina bunéénych typii zahrnujicich nezralé hematopoetické bunky, aktivované T a B
bunky, makrofagy, neutrofily a dendritické bunky jsou sensitivni na jeho efekty (Letterio
a Roberts, 1998). Aktivita TGF-f vychazi z interakce se specifickymi faktory na povrchu
bunék (napt. 53kD glykoprotein), (Boyd a Massague, 1989).

Na vztah mezi TGF-B expresi a ristem nadori je vztahovana velika pozornost, nejen kvili
lepSimu porozuméni procesu kancerogeneze, ale také zdavodu vyvijeni lepSich
terapeutickych strategii (Lauer a spol., 2001). Je znamo, ze TGF-B1 je potencialni ristovy
faktor pro vyvinuti rakoviny (Lauer a spol., 2001). Potlacuje imunitu, zejména vlivem na NK
bunky a cytotoxické T-lymfocyty, a proto je povazovan za faktor pro tumorovy rist.

TGF-B ma v tumorgenezi dvoji roli. V prvni fazi, kdyz bunky jest¢ odpovidaji efektim
rastovych inhibitort TGF-B, mize pisobit jako nadorovy supresor. V pozdni fazi buiky
selektivné oprosténé z antimitogenické odpovédi TGF-f a tumorové bunky zacnou velmi
casto produkovat velké mnozstvi TGF-B, ktery muze v tomto piipad€ pisobit jako nddorovy
promotor. Prostfednictvim TGF-B dochédzi k tomu, Ze imunitni systém nddor toleruje,

a to diky jeho T-bunécné supresorové aktivité zasahujici cytotoxické T lymfocyty a NK
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bunky. Vlivem TGF-B dochazi k tvorbé Treg z CD4+ lymfocyti. Treg tlumi aktivitu CTL
a tim chrani nadory pfed utokem bunééné imunity. TGF-B takto pasobi supresivné na T
bunky ovliviiujici autoimunitni zanéty a protinadorovou imunitu (Becker a spol., 2006).

Je dokazano, ze TGF-f pfispiva pii metastazovani, a to stimulaci abiogeneze a potlacenim
imunitniho obranného mechanismu (Harthun a spol. 1998).

Experimenty zalozené na inhibici TGF-B produkce antimedidtorovou strategii,
nebo neutralizaci TGF-f protildtkami byly Gspésné ve zvySovani imunitni odpovédi vici
nadorim u zvifecich model, nicméné dlouhotrvajici ucinek a aplikace u lidi je stale

diskutabilni. (Lauer a spol., 2001).

1.2.4. Sérové inhibitory proteaz

Sérovymi inhibitory jsme se zabyvali ze dvou divodd. Prvnim je fakt, ze invazivita
malignich tumorti a jejich schopnost metastazovat je spojend s expresi celé¢ fady proteaz
(Pandey a spol., 2007). Kdyby se je podafilo u¢inn¢ inhibovat, znamenalo by to zasah
do zékladnich vlastnosti ¢inicich maligni nadory nebezpecnymi, jako jsou invazivita
a metastazibilita. Druhym divodem byl jeden z nejvyznamnégjSich sérovych inhibitord
protedz, a2-makroglobulin. Jak bude dale rozvedeno, tento inhibitor je schopen po interakci
S protedzami vazat cytokiny, pifednostné¢ pak TGF-B, ¢imZz zasahuje do imunitni
protinadorové reakce. Inhibicni komplex séra je vSak tfeba chapat komplexné, proto jsme se

Vv praci vénovali i dal$im inhibitortim protedz nachazejicim se v séru.

1.2.4.1. a2-makroglobulin

Jednim z nejzndméjsich inhibitort protedz je a2-makroglobulin (02M). Zadny jiny
inhibitor nevykazuje tak Siroky rozsah enzymové specifity (vaze proteazy vsech ¢tyf hlavnich
tfid: aspartatové proteazy, cysteinové proteazy, matrixové metaloproteazy a serinoveé
proteazy). a2M vykondva dulezitou biologickou funkci, spojuje metabolismus proteaz
sregulaci cytokinové aktivity (Lauer a spol., 2001). Je to tetrametricky glykoprotein
o velikosti 718kDa, ktery je v plazmé piitomny ve vysokych koncentracich (2-4mg/ml),
(James, 1990).

Nejvyssi hodnota a2M je u déti (3-5mg/ml), pravdépodobné hraje roli v dulezitych
biologickych funkcich ve vyvoji téla. Nicméné, ve star§im véku je pozorovany jeho vyrazny
pokles (0,8-1,2mg/ml), coz se zifejm¢ shoduje snaporem mnoha nemoci, jako jsou
degeneraéni nemoci, infekce a rakovina. Vyskytuje se také v ostatnich télnich tekutinach

napt. v lymf¢, pohrudni tekutin€ a plodové vodé, diky cemuz ma roli v kontrole proteolyzy
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I v té&chto extracelularnich prostorech. Za hlavni zdroj cirkulujiciho a2M jsou povazovany
hepatocyty v jatrech. V kultiva¢nich podminkach bylo dokazano, ze schopnost syntetizovat
a2M maji také lidské embryonalni plicni fibroblasty (Mosher a spol., 1977) a krevni
monocyty — makrofagy (Hovi a spol., 1977) a alveolarni makrofagy (White a spol, 1980), coz
dokazuje Ze 02M muze hrat roli i na bunétné trovni. (Saksela a spol, 1984). Kromé
inhibi¢nich vlastnosti je a2M znam také jako nosi¢ cytokint, ktery indukuje iNOS expresi
a NO syntézu v makrofazich (u mysi), (Lysiak a spol., 1995).

Lidsky a2M se sklada ze ¢tyi identickych podjednotek (velikost 1451 aminokyselin).
Podjednotky jsou spojeny Vv dimery disulfidickymi vazbami a tyto dimery tvofi
nekovalentnimi vazbami homotetramer (Swenson a spol., 1979).

Protedza a inhibitor nejsou spojeny kovalentné. Pobliz centra kazdé podjednotky je
lokalizovany ,,bait” region, ktery je tvofen tfemi distinkénimi doménami, dale je zde interni
B-cysteinyl-y-glutamyl thiolester a receptor rozeznavajici doménu. Protedzy pii reakci s a2M
hydrolyticky rozstépi peptidovou vazbu uvnitt ,bait“ regionu, pobliz centra o2M
podjednotky, coz po doprovodném $tépeni interniho thiolesteru zptisobi konformaéni zménu
inhibitoru. Protedzy timto zplsobem setrvdvaji zachycené ve struktufe podobné pasti,
kde zlistdvaji aktivnimi k malym substratiim ¢i polypeptidiim, které jsou schopny projit touto
strukturou. Nejsou ale schopny zachytit a Stépit vétSi proteiny, které touto strukturou
neprojdou. Trypsin $tépi vSechny Ctyii Stépitelné peptidické vazby 02M, chymotripsyn okolo
2-3 peptidickych vazeb, zatimco plasmin $tépi okolo poloviny téchto $tépitelnych vazeb.
Trypsin je také na 02M vazan Ctyfikrat rychleji nez chymotrypsin, a stokrat rychleji nez
plasmin (Howell a spol., 1983).

a2M je tedy rozeznavan ve dvou konformacich. Nativni forma (,,slow* forma) aktivni jako
proteazovy inhibitor, kterd neni rozpoznavana LRP receptorem a je stabilni v krvi
a intersticidlnim prostoru, a aktivovana forma a2M (,,fast” forma), kterd vznika konformacni
zménou pO Navazani proteazy a je rozpoznavana LRP receptorem (Webb a spol., 1996).
Konformacni zména a2M odhaluje vazebné misto pro LRP. Toto misto je lokalizovano
18kDa peptidy na C terminalni slozce kazdé a2M podjednotky (Webb a spol., 1998). Nékolik
bun¢k vlastni tyto membranové LRP receptory pro a2M-proteindzovy komplex. Vyskytuji se
pfevazné na hepatocytech, makrofazich a fibroblastech (Pizzo a Gonias, 1984). Makrofagy
jsou zodpoveédné za rapidni odstranéni a2M-proteinazovych komplext z cirkulace (Saksela
a spol., 1984). a2M reaguje ireverzibilng, saturace jednim enzymem zabranuje naslednému

navazani jiného enzymu.
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a2M je hlavni nosi¢ TGF-B in vivo (Webb a spol., 1998). Funkce a2M jako cytokinového
nosi¢e je komplikovana diky jeho rozlisnym konformaénim stavam (Crookston a spol.,
1994). Jeho schopnost vazat cytokiny a rustové faktory ma rozsah mezi nanomolarni
a mikromolarni K4 (Wu a spol., 1998). Misto, na které se v 02M vaze TGF-p je velké 700 az
738 aminokyselin. TGF-B je béhem vazby na a2M v neaktivni formé (Lysiak a spol., 1995).
Cytokiny a rastové faktory jsou vazany mechanizmem odliSnym od vazby protedz, zachyceni
nevyzaduje konformacni zménu a2M (ale k aktivované a2M konformaci vykazuji daleko
vyssi afinitu), pfi jejich vazbé nejsou Stépeny zadné peptidové vazby a thiolesterova vazba
neni naruSena (Crookston a spol., 1993). Stechiometrie komplexu a2M-protedza je velmi
dilezita v urcovani TGF- vazebné aktivity. Binarni komplexy (1:1; stav kdy zreaguje okolo
poloviny $tépitelnych vazeb v a2M) 02M s trypsinem a chymotrypsinem vykazuji zvySené
vazani TGF-B1 v poméru k nativhimu a2M. Kdyz je a2M saturovan protedzami do terndrni
formy (2:1; stav kdy zreaguji vSechny 4 Stépitelné vazby a2M) a2M-proteindzovych
komplext, vazba TGF-B je stejna, nebo dokonce i sniZzena, oproti nativnimu oa2M (Hall
a spol., 1992). Rustové faktory se vazou nekovalentné a reversibilng, na rozdil od toho
s TGF-B1 a TGF-B2 se tvoii vysoce afinitni interakce. TGF-, ktery je vazany na neporuSeny
a2M neni rozeznavany specifickymi protilatkami a jeho aktivita K riznym buikam je
neutralizovana. (Hall a spol., 1992; Webb a spol., 1994). Je znamo, ze aktivovany (piipadné
i neaktivovany) a2M vaze rizné cytokiny, ovSem TGF-f je vazan preferencné pred ostatnimi
(Harthun a spol., 1998).

Interakce je ukoncena rychlym odstranénim a2M-proteaza-cytokin komplexu z cirkulace
receptorem zprostiedkovanou endocyt6zou pomoci LRP receptori a zni¢en ve vakuoléch.
(Lillis a spol., 2005). a2M mtize ménit balanci cytokinl a tim vlastné i mikroenvironmentalni
okoli obklopujici bunky (Webb a spol., 1994).

In vitro bylo dokazano, ze piiblizné 5% totalniho a2M bylo transformovano po piidani
10pgT/1ml lidské celé plasmy obsahujici 3mg/ml a2M. Z toho vyplyva, ze ptiblizné 30%
dodaného trypsinu je zachyceno a2M, 1 pies to, Ze se v séru hojné€ vyskytuji jiné inhibitory
trypsinu (Birkenmeier a Stigbrand, 1993). Mnozstvi transformovaného o2M v plazmé
zdravych jedincii se normalné vyskytuje mezi 0,1-1% celkového a2M, cozZ signalizuje
fyziologickou variabilitu (Birkmeier a Stigbrand, 1993).

a2-makroglobulin u my$i (mo2M)

02M v mySim séru ma vysokou sekvencni identitu s lidskym o2M (ha2M), ale navic
podstupuje posttranslacni Stépeni podjednotek (jednd se o 180kDa podjednotky), ¢imz

vykazuje Castenou konformacni zménu. Molekula ma2M se tedy sklada
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ze Ctyt podjednotek, jedna se vzdy o dvé podjednotky o molekuldrni hmotnosti 165kDa a dvé
o molekularni velikosti 35kDa (Van Leuven a spol., 1992). Tato molekula je pravdépodobné
daleko méné ohebna nez je ha2M. (Bhattachajree a spol., 1999). Toto slozeni je podobné
jedin€ molekuldm a2M vyskytujicim se v krysim séru. V krysim séru jsou pozorovany stopy
piitomnosti i 185kDa podjednotky (Lonberg-Holm a spol., 1987). Mensi 35kDa podjednotka
vykazuje sekvenci, kterd neni identickd k zadné zndmé a2M sekvenci. Ve struktufe mo2M
chybi disulfidické mustky a cysteinové zbytky jsou nahrazeny fenylalaninovymi zbytky.
Pfesto je ma2M tuspésné stabilni 1 bez téchto extra disulfidickych mustkt (VanLeuven a
spol., 1992). a2M je jediny mysi globulin, ktery podporuje NO syntézu. In vivo byl ma2M
prokazan jako neutralizér TGF-p (Webb a spol., 1996).

Do ma2M rodiny patii také proteindzovy inhibitor muringlobulin (MUG), jednoduchy
fetézec (Mr 180KDa), ktery se stejné¢ jako o2M nachdzi v plazmé dospélych mysi
ve vysokych koncentracich (1mg/ml), (Abe a spol., 1989).

Spole¢né znaky ha2M a mo2M

Prvnim spoleénym znakem je prezence v konstantnich koncentracich v plazmé (1-2g/1).
Strukturalné jsou to oba tetrametrické proteiny, které hraji roli pfi vychytavani proteinaz,
jejichz inhibice je zprosttedkovana konformacénimi zménami (Abe a spol., 1989). Inhibuji
Siroké spektrum protedz podobnym zachycujicim mechanismem. Vzniklé proteinazové
komplexy jsou nasledné eliminovany stejnym receptorem.

Schopnost vmezefit neproteolytické ligandy byla pozorovana jak u ho2M, tak u ma2M.
Toto pozorovani je zajimavé vzhledem k wurcité strukturdlni odliSnosti mezi témito
molekulami (Bhattacharjee a spol., 1999).

Afinita k TGF-f1 klesa v tomto potfadi: mo2M > rata2M > ratalM > hoa2M >> MUG
(Webb a spol., 1996).

1.2.4.2. al-Antitrypsin, contrapsin

Lidsky al-antitrypsin je glykoprotein, ktery je zodpovédny za inhibici Siroké palety
serinovych proteaz jako jsou trypsin, chymotrypsin elastaza, plasmin ¢i trombin (Laurell
a Jeppsson, 1975). Akutni fazi mnoha nemoci doprovazi zvysSeni jeho mnozstvi, tudiz je ¢asto
vyuzivan pro diagnostické ucely a prognozu (Takahara a Sinahora, 1982).

Nedavno bylo objeveno, ze v mysim séru existuji 2 homology k lidskému al-antitrypsinu,
a to mysi al-antitrypsin a novy inhibitor pfedbé€zné zvany contrapsin, ktery se nevyskytuje
u lidi (Takahara a Sinohara, 1982). Projevem tohoto zjisténi mtze byt fakt, Ze mysi sérum ma

nékolikrat vyssi kapacitu pro inhibovani hovéziho trypsinu, nezli je pozorovano u lidského
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séra (Takahara a Sinohara, 1982; Takahara a spol. 1983). Byla prokazana homologie
mezi lidskym al-antitrypsinem a contrapsinem, z ¢ehoz se mizeme domnivat, ze tyto
inhibitory pochazi z evolu¢né nedavnych duplikaci gent (Hill a spol., 1984; Hill a Hastie,
1987). Z tohoto zjisténi evoluéné vyplyva, ze mysi contrapsin i al-antitrypsin se vyvinuly
ze stejnych piedku jako al-antitrypsin u lidi, u kterych k jeho rozvoji nedoslo.

Podle uskute¢nénych experimentll se zda, ze mezi mysSimi inhibitory ol-antitrypsinem
a contrapsinem existuje urcita délba prace (Takahara a Sinohara, 1982, Takahara a spol.
1983). Oba tyto inhibitory serinovych protedz jsou monomerni glykoproteiny (al-antitrypsin
53kDa, contrapsin 55kDa). Hladiny al-antitrypsinu a contrapsinu v myS$im séru dosahuji
nékolika mg/ml (Yamamoto a Sinahora, 1984). Tyto hodnoty jsou rozdilné mezi samicemi
(al-antitrypsin 3,5mg/ml, contrapsin 2,1mg/ml) a samci (a.1-antitrypsin 5,2mg/ml, contrapsin
2,8mg/ml). Tyto dva inhibitory proteaz, nebo také kontrazymy (Takahara a Sinohara, 1982),
jsou si podobné ve fyzikalné-chemickych vlastnostech, ale vyrazné se li$i v antigenicité
a v inhibiénim spektru proteaz (Takahara a Sinohara, 1982; Takahara a spol., 1983). Tento
rozdil mize byt dusledkem jejich odlisného reakéniho mista (Hill a spol., 1984). Inhibi¢ni
spektra téchto dvou inhibitorti se navzajem nepiekryvaji, contrapsin inhibuje pouze trypsin
a trypsin-like proteazy (Takahara a Sinohara, 1982), al-antitrypsin inhibuje jesté

chymotrypsin a elastazu.

1.2.4.3. Ostatni inhibitory proteaz
Kromé vySe zminénych, dominatnich inhibitori protedz, zejména tedy trypsinu
a chymotrypsinu, patii do této skupiny jesté€ skupina dalSich inhibitord. Patfi sem napiiklad
a2-antiplasmin, elastin a antithrombin III. Tyto inhibitory nemaji dulezitou roli v procesech

(pro)enzymoterapie, tudiz jim nebyla béhem experimenti vénovana vétsi pozornost.

1.3. Enzymova a proenzymova terapie

1.3.1. Enzymova terapie
Enzymoterapie nadort je vazéna s dlouhou historii, kterd sahd aZz k pivodnim studiim
J. Bearda (Beard, 1911). John Beard, ktery pusobil jako srovnavaci embryolog na
Edinburgské univerzité, se zabyval ndpadnou shodou mezi malignimi tumory a trofoblasty.
Béhem svého pozorovani zaznamenal, Ze ke zpomaleni ristu placenty u vétSiny placentarnich
obratlovcl dochazi praveé v obdobi, kdy se zacne vyvijet pankreas u plodu. Na zéklad¢ téchto
informaci postavil teorii, ve které se domnival, Ze extrakt pankreatu bude mit podobny

tlumici G¢inek na nadorovou invazi (Beard, 1905). Tato teorie byla experimentalné potvrzena
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a publikovana jako trypsinova terapie nadorovych onemocnéni (Beard, 1911). Rozsifené
se terapie pomoci proteolytickych enzymu uzivé jiz od roku 1954, ale princip jejich plisobeni
jesté stale neni zcela objasnén. Je prokazano, Ze tato terapie je prospéSna v klinickych
situacich, kdy dochazi k nadprodukci cytokinu TGF-B, kdy je jeho hladina vlivem 1é¢by
snizovana (Desser a spol., 2001). Aplikace protedz za ucelem 1é¢by patrné mobilizuje
transformovany a2M ze zasoby nativniho a2M k efektivnéjsi podpote ¢isténi nebo degradaci
patologicky zvy$enych cytokint. U¢innost enzymoterapie byla prokdzana i v klinickych
studiich, ale pfesny mechanismus ucinku pusobeni zistava stale neznamy (Leipner a Saller,

2000).

1.3.2. Mechanismus enzymoterapie
Enzymova terapie, v soucasné dob¢ velmi diskutovana metoda 1é¢by rakoviny, mize byt
povazovana za urCitou imunomodulaci. Nejcastéji pouzivanymi enzymy pro terapii jsou
trypsin, chymotrypsin, papain a bromelain. Rychlost jejich vstiebavani je zavisla na zplsobu
aplikace. V téle jsou proteazy vychytavany antiproteazami vyskytujicimi se v séru. Mezi tyto

inhibitory proteaz patii jiz zminovany a2-makroglobulin, a1-antitrypsin, contrapsin, etc.

Bylo zjisténo, Ze proteazy se V lidském séru vazi piednostné na o2-makroglobulin
(Topping a Seilman, 1979), ktery je neinhibuje uplné. a2-makroglobulin pohlcuje proteazy
do struktury podobné pasti, ve které jim ziistdva zietelna proteolyticka aktivita. Navazanim
protedzy dochazi ke konformacni zmén€ a prechodu o2-makroglobulinu do aktivované
(,,fast“) formy, ve které je schopen vazat cytokiny s daleko vétsi afinitou. Spektrum

-----

(viz tab. 1).

Priehled cytokinu vazanvch a2-makroglobulinem:

Tab I Prehled cytokinii vazanych na a2-makroglobulin.

TGF-B1, TGF-p2 Feige a spol., 1996
IL-1beta, IL-2, IL-12 Borth a Luger, 1989
IL-4 Garber a spol, 2000
IL-6 Matsuda a spol, 1989
IL-8 Kurdowska a spol., 1997
IL-10 Garber a spol., 2000
Inhibin, Activin Niemuller a spol., 1995
Defensin Panyutich a Ganz, 1991
VEGF Bhattacharjee a spol., 2000;
NGF-B Gonias a spol., 2000
PDGF-BB Crookston a spol., 1994
FGF 1,2,4,6 Asplin a spol., 2001
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EGF Gettins a Crews, 1993
IGF-1 da-Silva a spol., 1996

OGP Gavish a spol., 1997

NT-3, CNTF, TGF-a. Liebl a Koo, 1993
B2-microglobulin Gouin-Charnet a spol., 2000
Growth hormone GH Kratzsch a spol., 1996
Leptin Birkenmeier a spol., 1998
TNF-a Crookston a spol., 1994
IFN-y James a spol., 1992

Na aktivovaném komplexu o2-makroglobulin+protedza+cytokin se odkryvd vazebné
misto pro receptor LRP, diky kterému dochéazi k rychlému odstranéni téchto komplexi
zZobéhu a jeho naslednému znieni ve vakuolach. Odcerpavanim téchto piebyte¢nych
cytokini mizeme dosdhnout rovnovazného stavu Thl/Th2, ¢imz se vysvétluji priznivé
ucinky tohoto zplisobu 1é¢by. V pripadé nadorovych onemocnéni dochazi k odstraniovani
nadbyte¢nych cytokinti TGF-f, diky kterym nadory navozuji svou imunotoleranci. Vlivem
TGF-B dochazi k tvorbé Treg z CD4+ lymfocytd. Treg tlumi aktivitu CTL a tim chrani
nadory pred utokem bunééné imunity. TGF-B takto plisobi supresivné na T bunky ovliviujici

autoimunitni zanéty a protinadorovou imunitu (Becker a spol., 2006).

1.3.3. Proenzymova terapie

Novak a Trnka (Trnka a spol., 1999, Novak a Trnka, 2005), ktefi se ve svych
experimentech zabyvali teorii J. Bearda, vnesli na tuto terapii novy pohled. Bylo zjisténo,
7ze Beard svym pacientim podéaval extrakty z Cerstvych telecich pankreatii. Tento Cerstvy
extrakt musel obsahovat vyznamné mnoZstvi trypsinogenu, pravdépodobné také
chymotrypsinogenu (objeveného pozdéji) a amyldzy. Z tohoto divodu miZeme usoudit,
ze Beard spiSe nez enzymoterapii popsal ve svych experimentech proenzymoterapii.

Vyhoda pouziti proenzymi tkvi vtom, Ze jsou neaktivni, a proto se mohou volné
pohybovat v krvi. Jejich aktivace pravdépodobné probiha v misté nadoru a to nadorovymi
proteazami jako jsou s membranou spojeny katepsin (Kobayashi a spol., 1993), nadorovy
trypsin (Nyberg a spol., 2006), urokinazovy inhibitor plasminogenu (Uchima a spol., 2003),
patrné také enterokinaza (Miyata a spol. 1999) a enterokinaze podobny enzym (Nyberg
a spol., 2002). U proenzymt dochazi také k autoaktivaci trypsinogenu noveé vznikajicim
trypsinem (Kay a Kassel, 1971). Témito zpisoby se v mist¢ nadorti hromadi aktivni enzymy.
Po interakci téchto aktivnich enzymi s a2-makroglobulinem dochazi k vychytani cytokini,

jak je popséano vyse. Nejvetsi rozdil tkvi v tom, ze tyto zminéné procesy jsou daleko vice
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cilené, koncentrované na nador, tudiz uc¢innéjsi 1 pii pouziti mensich mnozstvi proteaz

(Novak a Trnka, 2005).

1.3.4. Zpisoby aplikace (pro)enzymii

Aktivni enzymy jsou lidem podavany peroraln€, v podob¢ tablet s obalem chranicim pred
kyselinami v zaludku. Tento zpasob je vyuzivan zejména firmami produkujicimi piipravky
zalozené na kombinaci trypsinu, chymotrypsinu, papainu a bromelinu (Wobenzym,
Wobemucos). V tomto piipad¢ je pacientim podavano obrovské mnozstvi enzymi. Nazory
na vstiebatelnost takto podanych enzym se vSak rlzni. Uvadi se, ze se
u perorélnich aplikaci do krevniho ob&hu dostane pouze nepatrny zlomek této davky (Stastny
a spol., 2002; Roots 1997; Ziv a spol.,, 1987), nebo dokonce vubec nic (Gewert
a spol, 2004). V experimentech na mysich byl pouzit perrektalni zptisob aplikace. Perrektalni
podani smési trypsinu chymotrypsinu a papainu vyrazné ovlivnilo tvorbu metastdz u
melanového modelu rakoviny (Wald a spol., 2001) a také u Lewisova plicniho karcinomu
(Wald a spol., 1998).

Proenzymy (trypsinogen ve smési s podpirnou amylazou) aplikované s.c. byly pouzity
Vv experimentu na mySim modelu (Novék a Trnka, 2005). Na metastdzovém modelu B16-F10
byl pozorovan Uspé$ny vliv terapie na preziti mysi.

Ukazalo se, coz dale uvedené prace potvrdily, Zze v pfipad€ aplikace proenzymil je
pouzitelna koncentrace k dosazeni obdobnych terapeutickych efekti o tad a vice nizsi
nez je tomu u enzymd.

Proenzymoterapie = zalozend na  synergicky plsobici smési  trypsinogenu
a chymotrypsinogenu s podptrnou amylazou v optimalizované koncentraci aplikovanou i.m.
byla pouzita na my$im modelu se sarkomem S-180 (Kaiserova, 2008). Tato terapie méla vliv
na redukci nadorového ristu a prodlouzeni preziti. I.m. aplikace stejné smési v pripadé
mys$iho modelu melanomu B16-F10 vedla kromé redukce nadorového rastu k redukci
vyskytu metastaz (Kalferstova, 2008).

Dalsi zpusoby aplikace (pro) enzymii nebyly dosud zkouSeny.
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2. Cile prace

» Charakterizovat systém protedzovych inhibitord v séru u zdravych a nadorovych mysi,
studium moznosti ovlivnéni tohoto systému k dosaZeni terapeutického protinadorového
efektu.

» Zavedeni metod titrace mysiho séra trypsinem a titrace trypsinu mys$im sérem, pomoci
téchto metod sledovat vysycenost a2-makroglobulinu proteazami a korelaci s vazebnou
kapacitou TGF-p, mnozstvi navazaného TGF-p zjistit pomoci metody ELISA.

» Sledovat in vivo dynamiku aktivovaného o2-makroglobulinu pfi uZiti riznych forem
aplikace (pro)enzymu (i.p., S.C., i.m., p.0.).

» Provést (pro)enzymoterapii nadort, ve srovnani s kontrolou sledovat o2-makroglobulin,
jeho schopnost vazat TGF-B3 a vazebné rezervy dané mnoznosti dalsi aktivace.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie

Trypsin 14 300 U/mg (Sigma-Aldrich), bovinni trypsinogen 14 000 U/mg (Sigma),
bovinni alfa-chymotrypsinogen A 48 U/mg (Sigma), alfa-amylaza z Bacillus sp. 1780
maltézovych U/mg proteinu (Sigma), TES (Sigma), BAPNA (Sigma), ELISA READY-SET-
GO! Human/Mouse TGF-betal (Bioscience), Bz-DL-Arg-AMC.HCI.

3.2. Laboratorni zvirata
U pokusti provadénych béhem této prace byly pouZity inbredni samice mySi kmene
C57BL/6, Charles River (mysi pouzité v experimentech 1, 2, 3, 4, 5, 6) a inbredni samice
mysi kmene BALB/c, Charles River (mysi pouzité v experimentu 4). Vaha mysi pii dodani se
pohybovala kolem 18-20g. Mysi byly chovany ve standardnich podminkach ve zvéfinci

Parazitologického tustavu Biologického centra AV CR v Ceskych Budg&jovicich.

3.3. Bunééné linie
Pii pokusech byly pouzity nadorové buniky melanomu B16-F10 a sarkomu S-180 (dar
prof. Rihové, MBU AV CR, Praha). Buiiky byly kultivovany v RPMI 1640 obsahujicim 10%
bovinniho fetdlniho séra a antibiotika (Sigma). Jejich kultivace probihala v termostatu

pfi 37°C v atmosfétfe nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

3.4. Transplantace nadoru

3.4.1. Experiment 4

Buiiky sarkomu S-180 byly po centrifugacnim promyti rozsuspendovany v RPMI 1640
bez séra. S.c. cestou bylo mySim BALB/c aplikovano 400 000 téchto bunék (0,1ml

suspenze/mys) do ptedem oholeného mista v pravé zadni ¢asti zad.

3.4.2. Experiment3,5a6
Po trypsinizaci a centrifugacnim promyti byly buiky melanomu BI16-F10
rozsuspendovany v RPMI 1640 bez séra. Do pfedem oholeného mista v zadni ¢asti zad mysi

C57BL/6 bylo injikovano 0,1 ml suspenze téchto bunék obsahujici 400 000 bunék.
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3.5. Usporadani jednotlivych in vivo experimenti

3.5.1. Experiment 1: Porovnani hladin sérovych proteaz pri ruznych aplikacich
trypsinu zdravym mysim C57BL/6

V pokusu bylo pouzito 43 samic C57BL/6. Tii mysi byly pouzity jako Cisté, kontrolni.
Ostatnich Ctyticet mysi bylo po deseti rozdéleno do ¢tyt skupin — 1, 2, 3 a 4.

Prvni den pokusu (aplikace probéhla v 8:00):

e Skupina 1: 10mg trypsinu/0,05ml fyziologického roztoku, p.o. podani
e Skupina 2: 1mg trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, i.p. podani
e Skupina 3: 1Img trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, s.c. podéani

e Skupina 4: 1mg trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, i.m. podani

Vsechny dal$i dny byly my$im aplikovany poloviéni davky trypsinu, a to:

e Skupina 1: 5mg trypsinu/0,05ml fyziologického roztoku, p.o. podani
e Skupina 2: 0,5mg trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, 1.p. podani
e Skupina 3: 0,5mg trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, s.c. podani
e Skupina 4: 0,5mg trypsinu/0,1ml fyziologického roztoku, i.m. podani

3.5.2. Experiment 2: Hodnoty séra po i.p. aplikaci trypsinu béhem 12 hodin

V tomto experimentu bylo pouzito 15 samic mysi kmene C57BL/6. Z toho 12-ti mysim
byl v 8:00 hodin aplikovan 1mg trypsinu/0,Iml fyziologického roztoku a to i.p. cestou, 3

mys$i byly ponechany jako cCisté, kontrolni.

3.5.3. Experiment 3: Porovnani terapie i.p. a i.m. cestou in vivo

V experimentu bylo pouzito 10 samic mysi kmene C57BL/6. Mysim bylo s.c. cestou
aplikovano 400 000 bun¢k melanom B16-F10. Dvanacty den po transplantaci nadori byly
mysi rovnomérné podle velikosti nddorti rozdéleny do dvou skupin po 5. Tentyz den byla
zapocata lécba dle nasledujiciho usporadani:

e Skupina I: nadorové mysi (5), denné aplikovano i.m. cestou 0,1ml proenzymové smési

e Skupina Il: nadorové mysi (5), denn¢ aplikovano i.p. cestou 0,1ml proenzymové smési

3.5.4. Experiment 4: Stanoveni parametri A, B a D u sér mySi kmene BALB/c s velmi
vyvinutymi nadory sarkomu S-180

V pokusu bylo pouzito 6 bilych mysi, samic BALB/c. Tfem mys$im bylo S.c. cestou
transplantovano 400 000 bun¢k sarkomu S-180, zbylé tii mySi byly ponechany jako Ciste,

kontrolni. MySim po dobu experimentu nebylo nic aplikovéano.
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3.5.5. Experiment 5: Vliv proenzymoterapie na parametry séra (A, B a D) a hladiny
volného/vazaného TGF-p u zdravych a nadorovych (melanom B16-F10) mysi
kmene C57BL/6

V experimentu bylo pouzito 30 mysi, samic C57BL/6. 18-ti mySim bylo Ss.c.
transplantovano 400 000 bunék melanomu B16-F10. Po rozvinuti se nadoru (11. den) byly
rozdéleny (rovnomérné podle srovnatelnych velikosti) po 9 mysich do skupin I a II. Cisté
mysi byly rozdéleny po 6 do skupin Ill a IV. Ve stejny den (11. den po aplikaci nadorovych
bun¢k) byla zapocata terapie dle nésledujiciho uspotadani:

e Skupina I: nadorové mysi (9), denn¢ aplikovano i.p. cestou 0,1ml fyziologického roztoku
e Skupina Il: nadorové mysi (9), denné aplikovano i.p. cestou 0,1ml proenzymové smési
e Skupina IlI: ¢isté mysi (6), denné aplikovano i.p. cestou 0,1ml proenzymové smési

e Skupina IV: ¢isté mysi (6), denné aplikovano i.p. cestou 0,1ml fyziologického roztoku

3.5.6. Experiment 6: Méfeni hladiny TGF-$ ELISA testem a zjist'ovani kapacity séra
pro vazbu tohoto cytokinu

V poslednim experimentu bylo pouzito 80 mysi, samic C57BL/6. 60-ti mySim bylo s.c.
cestou transplantovano 400 000 bunck melanomu B16-F10. Zbyvajicich 20 mysi bylo
ponechano jako cisté, kontrolni. Jedenacty den po transplantaci byly nadorové mysi
rovnomerné rozdeleny do tii skupin po 20. Stejny den byla zapocata terapie dle néasledujiciho
uspotradani:

e Skupina A: kontrolni skupina bez nadorti, 20 mysi
e Skupina B: nadorové mysi (20), bez ovlivéni terapii
e Skupina C: nadorové mysi (20), denné aplikovano i.p. cestou 0,1ml proenzymové smési

e Skupina D: nadorové mysi (20), denné aplikovano i.m. cestou 0,1ml proenzymové smési

3.6. Méreni velikosti nadoru
V experimentech, ve kterych byl mysim transplantovan nador (melanom B16F10, sarkom
S-180), byl sledovan jeho nartst u jednotlivych mysi v jednotlivych skupinach. Nadory byly
méteny dvakrat tydné pomoci kaliperu. Z naméfenych hodnot se vypocital pravdépodobny
objem jednotlivych nadort, podle vzorce V = n/6 AB?, kdy A je nejvétsi nam&feny rozmér

nadoru a B je nejmensi naméteny rozmér nadoru (Inaba a spol., 1986).

3.7. Odbér a priprava séra
Mys byla pted vlastnim odbérem krve uspand v etheru. Poté ji byla z kréni tepny pomoci

pasteurovy pipety odebrana krev do ptipravené eppendorfky. Krev v eppendorfce se nechala
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pii pokojové teploté hodinu srazet. Poté byla sto¢ena pomoci centrifugy, 10 minut 5000 x g.
Ze stocené krve bylo odebrano Cisté sérum a poté se nechalo zamrazit. V pfipadé séra mysi,
kterym byla aplikovana proenzymova terapie bylo sérum zamrazeno pii -80°C a v co

nejkratsi dobé zpracovavano (v ramei nékolika dni).

3.8. Méreni aktivity trypsinu Kinetickou metodou (titrace séra trypsinem

a trypsinu sérem)

Toto méteni bylo provadéno pomoci spektrofotometru Tecan infinite M200. Vzorky
byly pfipravovany v mikrotitraéni desti¢ce, ve které byla néasledné¢ méfena zména
absorbance v ¢ase pii 410nm (Erlanger a spol., 1961). Jako substrat byl v této metodé
pouzit N-alpha-benzoyl-DL-Arg-p-nitroanilid (BAPNA, Sigma-Aldrich).

3.8.1. Postup piipravy vzorki pro méfeni — titrace séra trypsinem:

e Bylo oznaceno 16 jamek v mikrotitraéni desti¢ce, 15 pro vzorek, 1 byla oznaéena

jako Blank

do vSech jamek v mikrotitracni desticce bylo napipetovano 100ul Tris (100mM TRIS,
pH 7,8)

dalsim krokem bylo ptidani H,O podle navodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

H,0 (ul) 90 | 87 |84 81|78 |75| 72|69

Cislovzorku |9 |10 |11 |12 13|14 |15|B

H,O (ul) 66 | 63 | 60 | 57 | 54 | 50 | 40 | 100

do jamek 1-15 bylo ptidano 10ul séra (sérum bylo fedéné 1:8, k fedéni byl pouzit

fyziologicky roztok), jamka obsahujici Blank se vynechala

poté byl ptfidan Trypsin (100png/ml, SmM Na/acetatu, pH 5,0), podle navodu:

Cislovzorku |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

Trypsin(ul) |0 |3 |6 |9 |12 |15]|18 21

Cislovzorku |9 |10 |11 |12 (13|14 |15|B

Trypsin (ul) | 24 | 27 | 30 | 33 [ 36 | 40 | 50 | 0
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vzorky se nechaly 20 minut inkubovat za pokojové teploty

po inkubaci se do vSech jamek piidalo 50ul substratu (3,6mg BAPNA + 150ul DMSO
+ 1350ul H,0)

po pridani substratu byla kinetika vzorkli zméfena pomoci spektrofotometru Tecan

Infinite M200

3.8.2. Postup pripravy vzorku pro méreni — titrace trypsinu sérem:

bylo oznaceno 16 jamek v mikrotitracni desticce, 15 pro vzorek, 1 byla oznacena

jako Blank

do vSech jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce bylo napipetovano100ul Tris (100mM TRIS,
pH 7,8)
dal§im krokem bylo ptidani H,O podle navodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

H,O (ul) 60 | 57 |54 |51 |48 |45 |42 39

Cislovzorku |9 |10 |11 |12 |13 (14 |15|B

H,0 (ul) 36 | 33|30 | 27 | 24 | 20 | 10 | 100

do jamek 1-15 bylo ptidano 40ul Trypsinu (20ug/ml, 25mM Na/acetat, pH 5,0), jamka
obsahujici Blank se vynechala
poté bylo pfidano sérum (sérum bylo fedéné 1:5, k fedéni byl pouZit fyziologicky

roztok), podle navodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

Sérum (ul) 0 [3 |6 |9 |12|15|18|21

Cislovzorku |9 [10|11/12]13]14]15|B

Sérum (ul) |24 |27 |30|33|36|40|50|0

vzorky se nechaly 20 minut inkubovat za pokojové teploty
po inkubaci se do vSech jamek piidalo 50ul substratu (3,6mg BAPNA + 150ul DMSO
+1350p1 H,0)
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e po pridani substratu byla kinetika vzorki zmétena pomoci spektrofotometru Tecan

Infinite M200

3.9. Méfeni aktivity trypsinu pomoci endpoint metody (titrace séra
trypsinem a trypsinu sérem)

Meéfeni bylo provedeno na spektrofotometru PYE UNICAM SP 1800. Postup prace vznikl
na zaklad¢é endpoint metody (de Albuquerque a Cavalcanti, 2001). Méfeni bylo provedeno

Vv kyvetach o optické draze 1cm proti destilované vode.

3.9.1. Postup piipravy vzorki pro méieni — titrace séra trypsinem:

e Dbylo oznaceno 16 eppendorfek 1-15 (1,5ml), jedna byla oznacena jako B (Blank)
e do vsech eppendorfek bylo napipetovano 100ul Tris (100mM TRIS, pH 7,8, t=30°C)
e dalSim krokem bylo pfidani H,O (t=30°C) podle névodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

H,O (ul) 90 |80 |70 | 60 | 50 | 40 | 30 | 20

Cislovzorku |9 [10[11|12[13[14|15|B

H,0 (nl) 100 |40 |30|20|10|0 |90

e do eppendorfek 1-15 se pridalo 10ul séra (sérum bylo fedéné 1:8, k fedéni byl pouzit
fyziologicky roztok, uchovavano na ledu)

e poté¢ byl do vzorki 2-10 pfidan trypsin-I (100pg/ml, SmM Na/acetat, pH 5,0,
uchovavan na ledu), a do vzorkt 11-15 trypsin-II (200pg/ml, SmM Na/acetat, pH 5,0,

uchovavan na ledu) podle navodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

Trypsin (ul) ([0 |10 |20 | 30|40 |50 |60 |70

Cislovzorku |9 |10 |11 |12 |13 (14 |15|B

Trypsin (ul) | 80 | 90 |50 |60 | 70 | 80 | 90 | 0

e vSechny zkumavky byly promichany pomoci vortexu, a poté 15min inkubovany
pfi teploté 30°C

e po inkubaci bylo do kazdé zkumavky pfidano 50ul substratu (3,6mg BAPNA + 150ul
DMSO + 1350ul H20, uchovavano na ledu)
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vzorky byly znovu promichany pomoci vortexu a poté probchla inkubace 20min
pii 30°C

po druhé inkubaci byla reakce ve vzorcich zastavena piidanim 50ul 40% kyseliny
octové (pokojova teplota)

po zastaveni reakce byly vzorky promichany, do eppendorfky obsahujici Blank bylo
piidano 10ul séra a obsah byl znovu promichan pomoci vortexu, poté byly vSechny
vzorky zméfeny pomoci spektrofotometru PYE UNICAM SP 1800 pfi vinové délce
410nm, méfeni probihalo proti destilované vodé, od vsech vyslednych hodnot byla

odedtena hodnota Blanku

3.9.2. Postup pripravy vzorki pro méieni — titrace trypsinu sérem:

bylo oznac¢eno 16 eppendorfek 1-15, jedna byla oznacena jako B (Blank)
do vsech zkumavek bylo napipetovano 100ul Tris (100mM TRIS, pH 7,8, t=30°C)
dal$im krokem bylo pfidani H,O (t=30°C) podle navodu:

Cislovzorku |1 [2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

H,0 (ul) 60 | 57 |54 |51 |48 |45 |42 39

Cislovzorku |9 |10 |11 (12|13 (14 |15|B

H,0 (ul) 36 | 33|30 | 27 | 24 | 20 | 10 | 100

do eppendorfek 1-15 se ptidalo 40ul Trypsinu (100pg/ml, SmM Na/acetat, pH 5,0,
uchovavan na ledu)
poté se pridalo sérum (sérum bylo fedéné 5x, k fedéni byl pouzit fyziologicky roztok,

uchovavano na ledu), podle navodu:

Cislovzorku |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

Sérum(ul) (0 (3 |6 |9 (1215|1821

Cislovzorku |9 [10]11|12[13]14|15|B

Sérum (ul) | 24 |27 | 30|33 36|40 |50 | 0

vsechny vzorky byly promichany pomoci vortexu a poté 15min inkubovany pfi teploté

30°C
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e po inkubaci se do kazdé eppendorfky pridalo 50ul substratu (3,6mg BAPNA + 150ul
DMSO + 1350ul H20, uchovavano na ledu)

e vzorky byly znovu promichany pomoci vortexu a poté probéhla inkubace 20min
pti 30°C

e po druhé inkubaci byla reakce ve vzorcich zastavena ptidanim 50ul 40% kyseliny
octové (pokojova teplota)

e po zastaveni reakce byly vzorky promichany, a poté zméfeny pomoci spektrofotometru
PYE UNICAM SP 1800 pfi vlnové délce 410nm, méteni probihalo proti destilované
vodé, od vSech vyslednych hodnot byla odeétena hodnota Blanku

3.9.3. Metoda odecitani hodnot z grafu, titrace séra trypsinem (fotometricky
naméiené hodnoty, endpoint metoda)

Hodnoty naméfené titraci séra trypsinem byly vyneseny do grafu. Z grafu byly
poté odecteny hodnoty A, B, C a D (obr. 1).

Charakteristicky graf titrace séra trypsinem
1,4

A f
1,2

| /
0,8 /
0,6

!
[3S]
w

10 L 12
pg [trypsin]

Obr. 1 Charakteristicky graf titrace séra trypsinem.

Graf zhotoveny z hodnot namétenych pfi fotometrii mél vzdy charakteristicky lomeny
prubéh. Pro odeéteni hodnot byly nejprve zkonstruovany dvé spojnice trendu, jedna
pro mirné stoupani v grafu, druhd od zlomu do strmého stoupani. Jejich konstrukce byla
provedena metodou linearni regrese. Vznikly prisecik znazoriiuje okamzik, kdy je a2M

vV daném séru zcela vysycen.
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Hodnota A vypovida o celkové puvodni proteolytické aktivité séra, a je dana aktivitou
protedz v sérovém  a2-makroglobulinu. Hodnota B odrazi celkové mnozstvi
a2-makroglobulinu. Hodnota C, ktera je vysledkem odecteni hodnoty A od B koresponduje
s kapacitou sérového oa2-makroglobulinu véazat dal§i protedzy, v tomto piipadé trypsin.
Hodnota D vypovida o celkové inhibi¢ni schopnosti séra pro trypsin. Parametry A, B, Ca D
nemaji charakter absolutnich veli¢in a slouzi k popisu systému a jeho zmén vzdy za danych

experimentalnich podminek.

3.10. Meéfreni aktivity trypsinu fluorimetrickou metodou

Fluorimetrické stanoveni bylo zavedeno z toho duvodu, Ze fotometrie pii detekci pivodni
proteolytické aktivity séra (ur€eni hodnoty A) nebyla dostatecné citliva a spolehliva. Tato
metoda (Zimmerman a spol., 1977) nam umoznila detekci aktivity az v nanogramech
trypsinu obsazeného v séru.

Jako substrat byl pouzit Bz-DL-Arg-AMC.HCI, coz je 7-(N-benzoyl-DL-argininamid) -4-
methyl cumarin. Tento substrat je specificky pro trypsin, ktery $t€épi molekulu za argininem.
Odstipnuta ¢ast substratu, tedy 7amino-4-methylcumarin, je fluoreskujici molekula. Tento
produkt byl méteny pomoci ptistroje Mini-Fluorometr TBS-380, od firmy Turner Biosystems
(excitace 365-395, emise 440-470nm). Fluorescence 7amino-4-methylcumarinu je

380/460nm, tudiz v rozmezi pouzitého fluorimetru.

3.10.1. Postup pripravy vzorku pro fluorimetrické méreni a vlastni méreni:

e nejdiive byl pfipraven roztok (40pul) obsahujici substrat:
-75mM TES
-15mM CacCl,
- 1,5% DMSO
- 0,3mM substrat - Bz-DL-Arg-AMC.HCI
substrat byl nejprve rozpusten v DMSO a po jeho Uplném rozpusténi pieveden
do roztoku

e pfistroj byl pfed kazdym métenim kalibrovén:
0 RFU ... 60ul 0,1N H2SO4
10 RFU ... 60ul 0,0135mM chinin sulfat (rozpustény v 0,1N H,SOy)
(RFU — relativni fluorescenc¢ni jednotka)

e do pfipravené mikrokyvety bylo napipetovano 20ul roztoku obsahujiciho sérum

(fedeéni 4x; Sul séra + 15ul fyziologického roztoku)
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e roztok se v mikrokyveté nechal 3 minuty temperovat, poté k nému bylo ptidano 40ul
roztoku obsahujiciho substrat

e pred vlastnim méfenim se vzorek nechal dalsi 3 minuty ustalit

e fluorescence se méfilav ose: 0,1, 2, 3,4,5,6,7,8,9a10 minut

e nameéfené hodnoty byly vyneseny do grafu, ze kterého se nasledné odecetla pocatecni

rychlost enzymové reakce (ARFU/min)

3.10.2. Sestrojeni kalibracni krivky pro fluorimetrické méreni

Pro urceni mnozstvi trypsinu byla sestrojena kalibracni kiivka. Métfeni bylo provedeno
podle stejného névodu (viz ,,Postup ptipravy vzorkll pro fluorimetrické meéteni a vlastni
méfeni®), pouze roztok séra byl nahrazen trypsinovym roztokem (trypsin rozpustény
ve fyziologickém roztoku) v téchto koncentracich: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 a 200png/ml.

Z namétenych hodnot byly sestaveny grafy, ze kterych byla odectena pocatecni rychlost
enzymové reakce (ARFU/min) u jednotlivych koncentraci trypsinu. Nasledné byla sestavena
kalibra¢ni kiivka.

3.11. Stanoveni hladin volného a vazaného TGF-f v séru pomoci ELISA
testu

Méteni metodou sendvic ELISA bylo provadéno ke zjisténi hladin vazaného a volného
TGF-p vséru. Pouzit byl kit ELISA READY-SET-GO! Human/Mouse TGF-betal
(Bioscience).

Postup stanoveni volného/vazaného TGF-f v séru

e nejprve bylo provedeno nakoutovani ELISA desticky, do kazdé jamky bylo
napipetovanol00ul vazebného roztoku (roztok: 48ul capture Ab/12ml koutovaciho
pufru), desticka se nechala pies noc pii 4°C ve vlhké komirce

e desticka byla 5x promyta promyvacim roztokem PBS+Tween 0,05%, do kazdé jamky
bylo napipetovano 200ul 1x assay diluent, desticka se nechala 1h inkubovat
pti pokojové teploté

e desticka byla znovu 5x promyta promyvacim roztokem, do kazdé jamky bylo pfidano
100ul ptedem piipravenych vzorki

e piiprava vzorkd: sérum bylo nafedéno v poméru 1:5 v PBS, poté byl vzorek rozdélen

na dvé poloviny, jedna polovina byla kysele aktivovana, K této poloving bylo pfidano
20ul HCI na 100ul séra, po inkubaci (10 minut) bylo pfidano stejné mnozstvi NaOH

jako neutralizacni Cinidlo, ke druhé (neaktivované) poloviné bylo ptfidano stejné
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objemové mnozstvi (HCI+ NaOH) PBS, takto pfipravené vzorky byly V triplikacich
naneseny na desticku

piiprava standardu: byl pfipraven zakladni roztok standardu, 2ul standard solution +

250ul 1x Assay dilluent, 100ul této smési bylo pfiddno do prvni a druhé jamky,
z druhé jamky bylo provedeno dvojkové fedéni (s 1x Assay dilluent)

desticka s ptidanymi vzorky se nechala ptes noc inkubovat ve vlhké komurce pti 4°C
nasledujici den byla desticka 5x promyta promyvacim roztokem, poté bylo do kazdé
jamky pfidano 100ul roztoku s detekéni protilatkou (48ul detekéni protilatky/ 12ml
1x assay dilluent), desti¢ka se nechala inkubovat 1h pii pokojové teploté

desticka byla znovu 5x promyta promyvacim roztokem, poté bylo do kazdé jamky
ptidano 100ul enzymového roztoku (48ul enzymu Avidin-HRP + 12ml 1x assay
diluent), desticka se nechlala inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté

nasledovalo 7x vymyti promyvacim roztokem, do kazdé jamky bylo ptfiddno 100ul
substratového roztoku, poté se desticka nechala 15 minut inkubovat na tmavém misté

reakce byla zastavena ptidanim 50ul H,SO4/jamka

poté byla desticka ¢tena pomoci spektrofotometru, 450nm

3.12. Meéreni kapacity séra aktivovaného trypsinem vazat TGF-§

Postup pripravy vzorka a méfeni vazebné kapacity:

do ptipravenych 11 eppendorfek (1-11) bylo napipetovano 80ul PBS
poté byla do zkumavek pfidana H,O Vv nésledujicim potadi:

Cislovzorku |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]11

H,0O 90 80| 70|60|50|40|{30|20|10|0 |40

nasledné bylo do kazdé zkumavky ptidano 10ul séra (fedéné 1:8 v PBS)

poté se pridalo do vzorkti 2 — 10 Trypsin I (100pug/ml, SmM Na/acetat, pH 5,0,
uchovavan na ledu), a do vzorku 11 Trypsin II (200ug/ml, SmM Na/acetat, pH 5,0,
uchovévan na ledu) podle navodu:

Cislovzorku |12 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |[10]11

Trypsin(ul) | 0| 10|20 30|40 |50 |60 |70 |80 |90 |50

dal$im krokem bylo pifidani 20ul roztoku TGF-B (80ng TGF-p /20ul PBS) do kazdé

zkumavky
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e vzorky se nechaly 30 minut inkubovat

e nasledné byly rozd€leny na dvé Casti

e do prvni ¢asti bylo ptidano 20ul HCI na 100ul vzorku, po 10 minutové inkubaci
prob&hla neutralizace - 20ul NaOH na 100ul vzorku

e do druhé casti se piidalo 40ul PBS na 100ul vzorku

e takto pfipravené vzorky byly napipetovany do piedem nakoutované ELISA desky,
poté probéhlo stanoveni TGF-§ metodou ELISA (viz 3.9. ELISA test)

e absorbance vzorkll byla méfena pii 450nm, hodnoty byly zpracovany a vyneseny

do grafu

3.13. Statistické vyhodnocovani

Statistické analyzy vyskytujici se v této praci byly provadény pomoci Studentova t-testu.
V programu Microsoft Excel byly vypoéteny priméry a smérodatné odchylky, které byly

nasledné pouzity pro vytvoteni grafil.
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4. Vysledky

4.1. Méreni aktivity trypsinu v ¢ase kinetickou metodou

U namétenych hodnot byl pozorovan velky rozptyl hodnot. Tato situace mohla nastat
z diivodu nizké absorbance a jejich malych zmén, nebo diky velmi kratké optické dréze.
Dalsi neptesnosti mohly byt zpisobeny tim, ze béhem meéieni nebyly pod kontrolou
necistoty a vzduchové bubliny, které se mohly utvofit. Z téchto divoda bylo méfeni touto

metodou v dalsich pokusech vynechano.

4.2. Méreni pomoci endpoint metody

Touto metodou se nepiesnosti, které jsme pozorovali béhem prvni metody, redukovaly.

a) Titrace séra trypsinem, endpoint metoda

Byla méfena séra zdravych ni¢im neovlivnénych mysi, samic kmene C57BL/6. Typicky

prubéh grafu z fotometricky naméfenych hodnot je uveden na (obr. 2).

Titrace séra trypsinem - end point metoda

1,6
Ao
1,4 f
1,2 767
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, R=0.954
0,2
0 | | |
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Obr. 2 Titrace séra trypsinem za pouziti metody endpoint. Méfeni probé&hlo na spektrofotometru PYE

UNICAM SP 1800 pii 410nm.

Béhem meéfteni bylo zjisténo, ze séra maji nenulovou aktivitu (k méfeni byla pouZita séra
Cistych mysi). V grafu mizeme pozorovat bod zlomu, kdy absorbance séra zacind strmé

stoupat. Tento bod se pravdépodobné rovna bodu, kdy je inhibi¢ni aktivita séra vysycena.
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Lze ptedpokladat, Ze v tomto bod¢ jsou al-antitrypsin a a2-makroglobulin a jiné inhibitory
pln¢ vysyceny trypsinem. Je zndmo, ze aktivitu vykazuje pouze trypsin navazany
na a2-makroglobulin.

Tato metoda se ukazala jako pouzitelna pro méfeni béhem in vivo pokust, jelikoz nam
umoziuje zjistit zakladni charakteristiky séra (A, B, C a D viz vyse). B€hem desitek dalSich
méteni se ukdzalo, ze takto zjisténé hodnoty plivodni proteolytické aktivity jsou zanedbatelné
a fotometrické méteni neni k jejich stanoveni vhodné. Proto byl v dalSich experimentech
tento postup pouzit pouze pro stanoveni hodnot B (koreluje s celkovym mnozstvim sérového
o2-makroglobulinu) a D (uddva celkovou inhibi¢ni aktivitu protedzovych inhibitori

obsazenych v séru). Hodnota A byla nadéle ur€ovana fluorimetricky.

b) Titrace trypsinu sérem, endpoint metoda

Byla méfena séra zdravych ni¢im neovlivnénych mysi, samic C57BL/6. Naméiené

hodnoty byly vyneseny do grafu (obr. 3).

Titrace trypsinu sérem - end point metoda

0,7 —
A * y=0,0105x+ 0,121

R=0,9926 /

)
\\ A
ol

0,1 -

0,6

0 10 20 30 40 50

pl [sérum]

Obr. 3 Titrace trypsinu sérem za pouziti metody endpoint. Pfed vlastni titraci bylo sérum nafedéno

(1:4). Méfeni probéhlo na spektrofotometru PYE UNICAM SP 1800 pii 410nm.

Tato metoda byla provedena na zdklad¢ prace zabyvajici se aktivitou trypsinu v lidském
séru (Topping a Seilman, 1978), ktera nas inspirovala k méfeni obracené titrace. Tito autofi

pozorovali zajimavy prub¢h titrace, ktery se liSil od naSeho jak tim, ze byl ctyifazovy
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(v tomto grafu po dosazeni minima, na rozdil od naSeho pozorovani, nasledovalo pfechodné
zvySovani tryptické aktivity, které bylo dané predev§im vychytanim ¢&asti trypsinu
do komplexu s a2-makroglobulinem), tak tim, Ze dals$i nadbytek séra jiz nevyvolaval zadné
zmény naméiené aktivity. Jimi métfena lidska séra vykazovala nulovou protedzovou aktivitu.
Rast naméfené aktivity béhem naSich experimenti byl ve stoupajici ¢asti grafu linearni
a presné koreloval s grafem rlstu proteolytické aktivity séra v zavislosti na jeho mnozstvi,
které bylo zjiSténo V nezavislém experimentu bez puvodniho trypsinu. V naSem méfeni
nebyla pozorovana tak silna afinita a2-makroglobulinu K trypsinu, ktera by zpisobovala
naruseni komplext trypsinu s ostatnimi inhibitory a jeho nasledny piesun do komplexi
s a2-makroglobulinem, jak bylo pozorovano pii méfeni u lidského séra.

Pfitomnost ptivodni proteolytické aktivity v séru nam znemoznovala odeéist z grafu
pozadované parametry, jako je celkova inhibi¢ni aktivita a udaj, ktery by se shodoval
s mnozstvim o2-makroglobulinu.

Pro méfeni vzorkt v nasledujicich in vivo experimentech byla z vyse uvedenych davodi
zvolena titrace séra trypsinem s méfenim proteazovych aktivit endpoint metodou
na spektrofotometru Pye Unicam SP 1800. Takto byly ziskdvany zékladni charakteristické
parametry séra - hodnoty B a D.

Pro urceni pavodni proteolytické aktivity séra (hodnoty A) bylo tfeba pouzit mnohem
citlivgj$i a to fluorimetrickou metodu. Jak vyplyva z kalibracni kiivky (obr. 4), jedna se

0 metodu velmi citlivou s linearni odpovédi v dostate¢né Sirokém rozsahu.
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Obr. 4 Kalibra¢ni kiivka pro fluorimetrické méteni.
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4.3. Experiment _1: Porovnani hladin sérovych proteaz pii ruznych
aplikacich trypsinu zdravym mysim C57BL/6

Uspotadani experimentu a aplikované davky trypsinu jsou uvedeny V Casti Material
a metody. Prvni den po aplikaci trypsinu bylo v kazdé skupiné odebrano sérum z péti mysi,
pro sledovani kratkodobé dynamiky vstiebavani trypsinu a to v ¢ase: lhod, 3hod, 6hod,
12hod a 24hod.

U zbylych mysi ve skupinach byla sledovana dlouhodoba dynamika vstiebavani trypsinu
V Casové ose: 3dny, 7dni, 14dni, 21dni a 24dni. Vzdy v dany den pokusu bylo odebrano
sérum z jedné mysi v kazdé skupiné (odbér byl proveden pted aplikaci trypsinu dany den).

U mysi v kontrolni skuping bylo sérum odebrano v ¢asové dynamice 9:00, 13:00 a 20:00,
za ucCelem zjisténi, zda se hodnoty méni béhem dne. Z naméfenych hodnot jsme zjistili,
ze Casova dynamika odebrani séra u zdravych neléCenych mysi béhem jednoho dne nema
na vyslednou hodnotu parametri A, B, a D vliv. Séra byla méfena fotometrickou endpoint

metodou (titrace séra trypsinem) a fluorimetrickou metodou, viz vySe popsané metody.

4.3.1. Fotometrické méreni endpoint metodou, stanoveni parametri B, D

Odebrana séra byla méfena fotometrickou endpoint metodou (viz titrace séra trypsinem).
Nameéfené hodnoty byly vyneseny do grafli, ze kterych byly nasledné odvozeny hodnoty
B a D. U hodnot B i D byly zhotoveny vzdy dva grafy, jeden zndzornujici dynamiku aktivity
trypsinu béhem 24 hodin po podani riznymi cestami (i.p., i.m., S.C., p.0.), vV druhych grafech
jsou vyneseny hodnoty B a D u jednotlivych podani béhem celého pokusu (24dni).

Z grafii (obr. 5) je patrné, Ze se po pocatecnim poklesu zejména hodnot parametru B
po podani trypsinu se hodnoty obou parametrt u jednotlivych podani béhem 24h (obr. 5 - 1,
I1) nijak zvlast neméni. U grafii z prabéhu celého pokusu (obr. 5 - 11, V) také nepozorujeme
zadné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi zplisoby podani enzymd. Zjistili jsme, Ze hodnoty
obou parametrt jsou jak béhem 24 hodin, tak i dlouhodob¢ rozkolisané, ovSem zadné trendy
a systematické rozdily s vyjimkou uvedeného pocatecniho poklesu nebyly pozorovany.
Experiment vypovida o pufracni kapacité séra a stabilit¢ systému, ktera je tak velika, ze

i dodani velkého mnozstvi trypsinu nedokazalo tuto stabilitu ovlivnit.
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Obr. 5 Hodnoty sérovych paramtri odvozené z fotometrického méteni. V grafu I je znazornéna
hodnota B u jednotlivych aplikaci béhem 24 hodin, v grafu II je vynesena hodnota B u jednotlivych
aplikaci béhem celého pokusu, graf Il znazorniuje hodnotu D béhem 24 hodin a na grafu 1V je

znazornéna hodnota D béhem celého pokusu.
4.3.2. Fluorimetrické méreni, stanoveni parametru A
Nartst fluorescence naméfeny u jednotlivych vzorka byl vynesen do grafti proti Casu.

Z grafli jsme odecetli pocate¢ni enzymovou rychlost (ARFU/min). Tyto hodnoty byly pomoci

kalibracni ktivky prevedeny na vlastni mnozstvi aktivovaného trypsinu, které je v grafu

uvadéno v ngT/ml séra (obr. 6).
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Hodnota A - fluorimetrické méreni (24h)
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Obr. 6 Hodnota A v ng trypsinu/ml séra u jednotlivych zptisobt aplikace béhem intervalu 24 hodin
(1,3, 6,12 a 24).

Mnozstvi trypsinu béhem pokusu u jednotlivych zpisobt podani je znazornéno v grafech
(obr. 6,7). Z téchto grafu je patrné, Ze u p.0. podani neprobéhly zadné zmény v kratkodobém
ani dlouhodobém podéni. A to i pfes to, Ze pfi tomto zplisobu aplikace bylo mySim podavéano
10x vic trypsinu, nez u ostatnich aplikaci. Bylo poddvano az 10mg T/mys, coZ V pfepoctu
na povrch vychazi 3g, nebo v prepoctu na vahu 30g u lidi. Zjisténé pozorovani do znacné
miry zpochybiiuje tento zptisob aplikace. S.c. aplikace byla nepatrné lepsi, nez p.o. aplikace,
nicméng vstfebani trypsinu se opét ukdzalo jako velmi slabé.

Lepsich vysledku u vstiebavani trypsinu bylo dosazeno u i.m. aplikace. S opravdu velmi
vyraznym rozdilem se ukazala jako nejlepsi zptsob pro podavani trypsinu i.p. aplikace. Je
znamo, ze toto podani zarucuje vyborné vstiebavani, a i z grafu je patrné, Ze nejvyssi nartst
trypsinu byl pozorovany u séra odebrané¢ho Sestou hodinu po aplikaci. Mezi dalsi zjisténi
patii, ze vstfebavani trypsinu vykazuje denni dynamiku a po rychlém vzristu jeho aktivity
v séru dojde K jeho poklesu, vSe je nejlépe viditelné u i.p. aplikace. V dlouhodobém priubéhu
experimentu nedochazi k tomu, ze by hladiny trypsinu v séru byly néjak ovliviiovany,

jak mizeme pozorovat v grafu (obr. 7).
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Obr. 7 Hodnota A v ngT(trypsinu)/ml séra u jednotlivych aplikaci béhem dni (0 = kontrolni, 1, 3, 7,
14,21 a 24).

4.4. Experiment 2: Hodnoty séra po i.p. aplikaci trypsinu béhem 12 hodin
Na zakladn¢ zjisténi z experimentu 1 jsme se rozhodli vice zaméfit na hodnoty séra pii i.p.
podani trypsinu a jeSté¢ jednou si ziskané poznatky ovéfit. Béhem tohoto experimentu byla
pozorovana zména aktivity séra po jeho podani béhem 12hodin. Mysim byl aplikovan trypsin
I.p. cestou. Po 1, 3, 6 a 12 hodinach bylo odebrano sérum, vzdy v poctu tii mysi. Séra byla

métena pomoci fotometrické a fluorimetrické metody.

4.4.1. Fotometrické méfeni endpoint metodou, stanoveni parametra B, D
U odebranych mysich sér byla fotometricky méfena titrace séra trypsinem (endpoint
metoda). Z naméfenych hodnot byly zhotoveny grafy, ze kterych byly nasledné odecteny
hodnoty B a D. Tyto hodnoty v prabéhu pokusu byly vyneseny do grafii (obr. 7, 8).
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Hodnota B béhem 12 hodin
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Obr. 8 Hodnota B v sérech odebranych 0, 1, 3, 6 a 12 hodin po i.p. aplikaci trypsinu.

U hodnoty B (obr. 8) mizeme pozorovat jeji pokles vrcholici pti odbéru 6h po aplikaci
trypsinu. Tato hodnota vypovida o celkovém mnozstvi a2-makroglobulinu v séru. Mizeme
se domnivat, ze pokles vypovida o vychytavani komplexi a2-makroglobulinu s trypsinem,
pfipadné navazanymi cytokiny. Je znamo, Ze tento komplex je rapidné vychytavan z ob&hu

a poté destruovan ve vakuolach (Lillis a spol., 2005).

Hodnota D béhem 12 hodin
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Obr. 9 Hodnota D v sérech odebranych 0, 1, 3, 6 a 12 hodin po i.p. aplikaci trypsinu. *P<0,05

vztazeno k ¢asu 0 (zdravé mysi pfed podanim trypsinu).
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V grafu (obr. 9) miZzeme pozorovat, ze hodnota D, kterd vypovida o celkové inhibi¢ni
kapacité, opét poklesla. Tento jev chapeme jako dusledek odstranovani komplext
a2-makroglobulinu+protedza (viz vyse), ktery nedokazal byt v tomto kratkém cCasovém

intervalu kompenzovan syntézou nového a2-makroglobulinu, ani jinych sérovych inhibitora.

4.4.2. Fluorimetrické méreni, stanoveni parametru A
U odebranych sér bylo provedeno také méfeni fluorimetrickou metodou. V grafu (obr. 10)
mizeme pozorovat, ze bylo prokazano tvrzeni v experimentu 1, i.p. aplikace se projevila jako

velmi uc¢innd metoda aplikace trypsinu. K nejvétSimu vzestupu aktivity séra dochdzi béhem

6h po podani trypsinu.
Hodnota A béhem 12 hodin
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Obr. 10 Hodnota A v sérech odebranych po 0, 1, 3, 6 a 12 hodinach mysim, kterym byl i.p. aplikovan

trypsin. *P<0,005 vztazeno ke ¢asu 0 (zdravé mysi pied podanim trypsinu).

4.5. Experiment 3: Porovnani terapie i.p. a i.m. cestou in vivo

Experiment 1 a 2 naznacily, ze i.p. aplikace je nejlepsi cestou pro vstfebavani proteaz.
Zminéné experimenty byly z divodu snazsi detekce provedeny s aktivnimi enzymy.
Predpokladali jsme, ze je toto tvrzeni platné i1 pro vstiebavani proenzymu, tedy
pro proenzymoterapii. Byl proveden piedbézny pokus, ve kterém byl srovnavan dosud
pouzivany i.m. zptsob aplikace proenzymu (Kaiserova 2008, Kalferstova 2008) s aplikaci i.p.

zpusobem. Nadory byly béhem experimentu pravidelné méfeny pomoci kaliperu. Z hodnot
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ziskanych naméfenim velikosti nadori byly vypocitany primérmé objemy nadori

Vv jednotlivych skupinach, které jsou zaznamenany v grafu (obr. 11).
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Obr. 11 Pramérna velikost nadoru v jednotlivych skupinach béhem terapie. * P<0,05.

Z grafu (obr. 11) je patrné, ze vysledky fluorimetrického méteni (viz experiment 1,2)
koreluji s in vivo pozozorovanim. U mysi ve skuping, kde byly proenzymy aplikovany i.p.
cestou nartstaly nddory mnohem pomaleji. Primérné velikost jejich nadorti byla v porovnani
s velikosti nadorti u mysi, kterym byla aplikovana proenzymova smés i.m. cestou daleko
mensi. K takto velkym rozdilim doslo i pfes to, Ze obé skupiny byly 1éCeny proenzymovou
smési o stejné koncentraci. Je ziejmé, ze aplikace proenzymu i.p. cestou zarucuje rychlejsi
a ucinnéjsi vstiebavani této smési a poskytuje lepsi terapeutické vysledky, nezli aplikace
proenzymu i.m. cestou, v nasi laboratofi do této doby pouzivanou. Experimenty tykajici se
vstiebatelnosti enzymii u jednotlivych zplsobli podani néas tudiz ptivedly k lepSim

terapeutickym vysledkiim.

4.6. Experiment 4: Stanoveni parametri A, B a D u sér mySi kmene
BALB/c s velmi vyvinutymi nadory sarkomu S-180

V pokusu bylo pouzito 6 bilych mysi, samic BALB/c. Tfem mySim byly aplikovany
bunky sarkomu S-180, zbylé tfi mysi byly ponechéany jako ¢isté, kontrolni.

45



80. den pokusu bylo vS§em mysSim odebrano sérum. U nadorovych mysi byl vypocitan
objem jejich nadord. Odebrand séra byla méfena pomoci fluorimetrick¢é a fotometrické
endpoint metody (titrace séra trysinem), tedy metod pro zjisténi parametrii A, B a D. Veskeré

hodnoty jsou uvedeny v Tab II.

Tab Il Pramérné hodnoty A, B a D sjejich SD u sér mysi s rozvinutym sarkomem S-180

a u zdravych mysi. Pro srovndni je v tabulce zatazena velikost naddora.

Nadorové mysi Cisté mysi

A (ngT/ml) 8124, 95+1244,2[10557,7+2335.9
B (AA410) 0,244+0,057 0,497+0,194
D(qugT) 3,073£1,117 | 3,933%0,94
Velikost nadoru 80. den pokusu (mm°) | 1284,4+283,72 0

V tabulce (Tab. II) mizeme pozorovat mirny pokles hodnoty A (celkova aktivity séra)
u nadorovych mysi oproti Cistym.

Zvysledkli je patrné, ze U nadorovych my$i se hodnota B zmenSila pramérné
o ' vporovnani Shodnotou B u distych mySi. Ztoho vyplyvd, Ze hodnota
a2-makroglobulinu se u nadorovych mysi snizila, tento rozdil vSak nedosahl statistické
vyznamnosti. | pfes to, Ze sérum bylo odebrano 80. den pokusu, kdy byly mysi jiz zcela
vyCerpané natlakem nemoci, byla tato hodnota (mnozstvi inhibitorti a a2-makroglobulinu)
snizena pouze o Y, z ¢ehoz vyvozujeme, Ze nadory nevycerpaly inhibi¢ni kapacitu séra,
a to ani v pfipad¢ takovéto extrémnosti nemoci.

Hodnota D (celkova inhibi¢ni kapacita séra) se v ramci nadorovych a Cistych mysi nijak

zv14st nelisila. Pfitomnost sarkomu u mySi BALB/c neméla na hodnotu parametru D vliv.
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4.7. Experiment 5: VIiv proenzymoterapie na parametry séra (A, B a D)
a hladiny volného/vazaného TGF-f u zdravych a nadorovych
(melanom B16-F10) mysi kmene C57BL/6

V experimentu bylo pouzito celkem 30 mysi, samic C57Bl/6. Mysi byly rozdéleny do ¢ty
skupin. Skupina I a II zahrnovala vzdy 9 mysi s melanomem C57BI/6, skupina Il a IV
zahrnovala vzdy 6 cCistych mysi. MySim ve skupinach II a III byly podavany proenzymy
(i.p.), mysim ve skupinach I a IV byl podavan fyziologicky roztok (i.p.). Béhem pokusu
se pozoroval vliv terapie na velikost nadorti. Den pied pocatkem pokusu (den nula) bylo
odebrano sérum ze tii zdravych ni¢im neovlivnénych mysi. Jedenacty den pokusu byla
zapocata lé€ba podavanim proenzymu a fyziologického roztoku. Devatenacty a tficaty den
pokusu bylo odebrano sérum vzdy ze tii mysi v kazdé skupiné. VSechna séra byla métena
pomoci fotometrické (endpoint, titrace séra trypsinem) a fluorimetrické metody, dale zde

byla zjistovana hladina TGF-f3 pomoci ELISA kitu.

4.7.1. Vliv terapie na velikost nadori
Béhem pokusu probihalo dvakrat tydné méteni nadorit ve skupinach I a II. Z naméfenych
hodnot byl vypocitin objem nadorti u jednotlivych mys$i a z téchto velikosti primérna
hodnota objemu nadort ve skuping.

Primérné objemy nadortt mysi v jednotlivych skupinach byly vyneseny do grafu (obr. 12).

Priamérna velikost nadoria béhem pokusu
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Obr. 12 Porovnani velikosti nador ve skupiné I (nadorové mysi, kterym byl i.p. aplikovany
fyziologicky roztok) a ve skupiné II (nadorové mysi, kterym byla i.p. aplikovana proenzymova

terapie). 11 den = den pocatku terapie. * P< 0,05.
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Zgrafu (obr. 12) vyplyva, Ze rast nadord byl proenzymovou terapii v prub&hu
experimentu inhibovéan. Tticaty den pokusu (devatenacty den terapie) dosahl rozdil objemu
nadorit mezi skupinami [ (fyziologicky roztok) a II (proenzymova smés) statistické

vyznamnosti, P<0,05.

4.7.2. Fotometrické méfeni endpoint metodou, stanoveni parametri B, D
Béhem pokusu byla v ¢asové dynamice odebirdna séra mysi z jednotlivych skupin. Prvni

séra byla odebrana ze zdravych mysi pfed zahajenim pokusu (den nula), dale potom v 19.
a 30. den, vzdy po tfech mys$i z kazdé skupiny. Odebrand séra byla méfena fotometrickou
endpoint metodou (titrace séra trypsinem). Z naméfenych hodnot byly zhotoveny grafy,
ze kterych se odecetly hodnoty B a D. Tyto hodnoty byly vyneseny do grafii (obr. 13,
obr. 14).
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Obr. 13 Hodnota B u jednotlivych skupin v pribéhu pokusu. Svétle modie je vyznacen stav
pted pokusem (zdravé mysi), dale I — melanom B16F10 + i.p. fyziologicky roztok, II — melanom
B16F10 + i.p. proenzymova smés, III — ¢isté mysSi + i.p. proenzymova smes, IV — Cisté mysi + i.p.

fyziologicky roztok. * P<0,05, vztazeno ke skupiné IV stejny den.

Zgrafu (obr. 13) mlzeme pozorovat stabilitu parametru B (celkova hladina
a2-makroglobulinu). Statisticky vyznamny pokles hladiny a2-makroglobulinu u nadorovych
neléCenych mysi z 19. dne se béhem experimentu stabilizoval a bylo dosazeno normalnich

hodnot. Ostatni zmény nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 14 Hodnota D u jednotlivych skupin v prib&éhu pokusu. Svétle modie je vyznaen stav
pted pokusem (zdravé mysi), dale I — melanom B16F10 + i.p. fyziologicky roztok, II — melanom
B16F10 + i.p. proenzymova smés, III — Cisté mysi + i.p. proenzymova smés, IV — Cisté mysi + i.p.

fyziologicky roztok.

Z grafu (obr. 14) je patrné, Ze rozdily parametru D v jednotlivych skupinach nebyly
statisticky vyznamné, tudiz pfitomnost nadort ani aplikace proenzymové smési zasadnim

zpusobem neovlivnily celkovou inhibicni schopnost séra.

4.7.3. Fluorimetrické méfeni, stanoveni parametru A
Vsechna odebrana séra byla métena pomoci fluorimetrické metody. Z namétenych hodnot
poté bylo pomoci kalibra¢ni kiivky vypocitano mnozstvi trypsinu ve vzorku. Hodnoty byly
vyneseny do grafu (obr. 15).
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Hodnota A - fluorimetrické méreni
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Obr. 15 Hodnota A v pribéhu pokusu u jednotlivych skupin. Svétle modie je vyznaen stav
pted pokusem (zdravé mysi), dale I — melanom B16F10 + i.p. fyziologicky roztok, IT — melanom
B16F10 + i.p. proenzymova smes, III — Cisté mysi + i.p. proenzymova smés, IV — Cisté mysi + i.p.
fyziologicky roztok. * P<0,05 vztazeno ke skuping IV (tentyz den), ** P<0,01 vztazeno ke skupin¢ III
i IV (tentyz den).

Z grafu (obr. 15) muzeme pozorovat ur¢ity pokles hodnoty A (sérové proteazové aktivity)
u mysi s nddorem pod vlivem proenzymoterapie. Toto pozorovani chapeme jako dasledek
toho, Ze po aplikaci proenzymti nadorovym mySim dochazi k tvorbé komplext
a2-makroglobulint+proteazy+cytokiny (zejména TGF-B a IL-10). Tyto komplexy jsou
pravdépodobné rychle odstranovany z obéhu.

Ostatni zmény parametru A v jednotlivych skupinach nebyly vyznamné.

4.7.4. ELISA test, stanoveni TGF-p v séru
U vSech sér odebranych v den nula (zdravé nelécené mysi), a dale u sér odebranych z mysi
ze vsech skupin devatenacty a tficaty den bylo provedeno méteni mnozstvi TGF-f3 pomoci
ELISA kitu. Séra byla méfena dvéma zplisoby, prvni metoda spocivala v aktivovani séra
kyselinou, kdy dochazi krozpadnuti komplexi a2M-+protedza+cytokin nachdzejicich
se vséru a uvolnéni TGF-B vnich navdzaného. Druhym zplsobem bylo méfeni
neaktivovanych sér, kdy bylo méfeno mnozstvi volného TGF-f, které se nachazi v séru.

Z naméfenych hodnot bylo pomoci kalibraéni kiivky vypocitano mnozstvi TGF-f, které bylo
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nasledné piepocitano na pgTGF-B/ml séra. Jednotlivé hodnoty byly zaznamenany do dvou

grafli, neaktivované sérum (obr. 16) a aktivované sérum (obr. 17).
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Obr. 16 Hodnoty volného TGF-f (sérum neaktivované kyselinou). Svétle modfe je vyznacen Stav
pted pokusem (zdravé mysi), dale I — melanom B16F10 + i.p. fyziologicky roztok, II — melanom
B16F10 + i.p. proenzymova smés, III — Cisté mysi + i.p. proenzymova smés, IV — Cisté mysi + i.p.
fyziologicky roztok. * P<0,05 vztaZzeno ke skuping II (tentyz den), ** P<0,05 vztazeno ke skuping
III (tentyz den).

Z grafu (obr. 16) vyplyva znatnd rozkolisanost hodnot volného TGF-B v séru
mezi jednotlivymi skupinami. Tticaty den pokusu se jednotlivé hodnoty pomérn¢ vyrovnaly.
Rozkolisanost hodnot pozorovana 19. den je tézko vysvétlitelna. Je otazkou, do jaké miry
tento zplsob stanoveni volného TGF-B odrazi poméry vséru, zejména vazbu
na o2-makroglobulin a zplsob této vazby (TGF-B je védzan jak aktivovanym tak
neaktivovanym a2-makroglobulinem, také je mozno ptfedpokladat urcitou vazbu na jiné

proteiny). Vypovédni hodnota tohoto stanoveni o tom, co se déje v séru se zda byt sporna.
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Hodnoty celkového TGF-B u aktivovaného séra
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Obr. 17 Hodnoty celkového TGF-B v séru (aktivované kyselinou). Svétle modie je vyznaen stav
pted pokusem (zdravé mysi), dale I — melanom B16F10 + i.p. fyziologicky roztok, II — melanom
B16F10 + i.p. proenzymova smés, III — Cisté mysi + i.p. proenzymova smés, IV — Cisté mysi + 1.p.
fyziologicky roztok. *P<0,05 vztazeno ke skupiné III (tentyz den), **P<0,005 vztazeno ke
skupinam Il a IV (tentyz den), ***P<0,05, vztazeno ke skupiné | (tentyz den).

Z grafu (obr. 17) vyplyva relativni stabilita celkového TGF-f u zdravych mysi, kolisani
hladiny TGF-f u nadorovych neléCenych mySi a pokles TGF-B u nadorovych
proenzymoterapii lécenych mysi v obdobi ke konci experimentu.

Pokles TGF-B u nadorovych nelécenych mysi 19. den neni velky a jeho signifikantnost je
irelevantni, nebot’ existuje pouze ve skupiné I1I, ktera neni povazovana za vhodnou kontrolu.
Logickym se zda byt jeho nartst 30. den, nebot nadory, které dosahly velkych rozmért
se pomoci tohoto cytokinu brani imunologickému ataku. Naproti tomu vlivem
proenzymoterapie je TGF-f vazan a odstranovan z obéhu, tudiz jeho celkové mnozstvi
dosahlo 30. den minimalni hodnoty. Rovnéz tak, jak vyplyva z grafu (obr. 17), byly nadory
ve skupiné léCené proenzymovou smeésiV porovndni se skupinou s neléenymi nadory
vyrazné mensi. PrestoZe terapie zacCala plsobit velmi rychle po jejim zapoceti, zmény

na urovni TGF- jsou v séru pozorovatelné az pozdéji.
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4.8. Experiment 6: Méieni hladiny TGF-p ELISA testem a zjistovani
kapacity séra pro vazbu tohoto cytokinu

V tomto experimentu bylo pouzito 80 samic C57BL/6. Mysi byly rozdéleny do ctyf
skupin po dvaceti: A — Cisté mysi, B — nadorové nelécené mysi, C — nddorové mysi, 1écené
i.p. cestou proenzymy a skupina D — nadorové mysi 1é¢ené i.m.. aplikaci proenzymui. Vem
myS$im bylo sérum odebrano 33. den pokusu (= 22. den terapie). U vSech skupin byla méfena
vazebna kapacita TGF-f v séru. K méfeni byly pouzity pooly sér (alikvoty ze vSech mysi
v dané skupin€). Toto meéfeni bylo soucésti kolektivniho pokusu, kde byly porovnavany

rezimi aplikace proenzymové smési ve vétSich skupinéch.

4.8.1. Vazebna kapacita TGF-: titrace + ELISA test

U v8ech odebranych sér v tomto pokusu byla provedena titrace trypsinem, za nasledného
nadbytku TGF-B. Po titraci bylo mnozstvi TGF-p méfeno pomoci ELISA testu.
Z naméfenych hodnot bylo pomoci kalibracni kfivky vypocitino mnozstvi TGF-p,
které se nasledné prepocitalo na pgTGF-f/ml séra. Namétené hodnoty jednotlivych titra¢nich
kiivek byly zaznamendny do grafii I (vazebna kapacita TGF-B u poolu sér ze skupiny A),
Il (vazebna kapacita TGF-B u poolu sér ze skupiny B) III (vazebna kapacita TGF-B u poolu
sér ze skupiny C) a IV (vazebna kapacita TGF- u poolu sér ze skupiny D), (obr. 18).

Vazebna kapacita TGF-f - skupina A Vazebna kapacita TGF-p - skupina B
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Obr. 18 Grafy s vyslednymi hodnotami u titrace séra trypsinem v nadbytku TGF-B u jednotlivych
skupin: A, B,CaD.

Z grafti (obr. 18) mizeme pozorovat, ze titrace séra trypsinem, s naslednou inkubaci
TGF-B méla obdobny pribéh ve vSech skupinach. Hodnota TGF-B Vv séru se stoupajicim
mnozstvim trypsinu nejprve stoupala, a po dosazeni ur¢itého bodu zacala zpatky klesat. Toto
pozorovani bylo v rozporu s nasim o¢ekavanim, coz bude diskutovano dale. V tomto ptipadé
jde o volny TGF-B, sérum nebylo pii méteni metodou ELISA kyseleno.
ze aktivaci a2-makroglobulinu bude nartstat jeho vazebna kapacita pro TGF-f, coz povede
ke snizovani jeho volné hladiny. Tato hladina je vSak v séru velmi nizka, jak muzeme
pozorovat v grafech (obr. 16 a 17). Vétsina TGF-B je jiz vazana a i po pfidani pomérné
zna¢ného mnozstvi tohoto cytokinu se vétSina navaze. TGF-f mulZe byt vazan
na neaktivovany a2-makroglobulin (Crookston a spol., 1993), aktivovany a2-makroglobulin
(Philip a spol., 1991) a nemtizeme vyloucit ani vazbu na jiné proteiny. Pfidavek enzymu sice
zvysil podil aktivovaného a2-makroglobulinu a tim upevnil jeho vazbu s TGF-B, ovsem
napohled se tyto zmény nemusi nutné projevit vétsimi vykyvy u hladiny volného TGF-p.
Z poc¢atku tomu je dokonce naopak, jak muzeme pozorovat v grafu (obr. 18). Z tohoto
zjisténi vyvozujeme, ze pro posouzeni SChopnosti séra vazat v prib&éhu proenzymové terapie
TGF-pB se jako nejvyhodnéjsi jevi vychazet z celkové hladiny o2-makroglobulinu (hodnota
B), pfipadné z moznosti jeho dalsi aktivace (B=A, tedy hodnota C).
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5. Diskuze

Z divodu ptehlednosti byly nckteré dilezité poznatky jiz diskutovany v predchozi
kapitole.

Pro charakteristiku inhibi¢nich parametra séra se jako nejvhodnéjsi ukazala metoda titrace
séra trypsinem zalozena na fotometrickém endpoint stanoveni trypsinu. Touto metodou je
mozné zjistit celkovou inhibi¢ni schopnost séra (parametr D) i ziskat pfedstavy o mnozstvi
a2-makroglobulinu v séru (parametr B). Celkova inhibi¢ni schopnost je dana souctem
inhibiénich  vlastnosti  a2-makroglobulinu, al-antitrypsinu, contrapsinu, elastinu,
antitrombinu III a a2-antiplasminu, které maji v rejstiiku psobeni téz trypsin. Dosazeni
celkové inhibi¢ni kapacity séra bylo indikovano vzdy prudkym zlomem na titracni kiivce.
Aktivity naméfené do tohoto zlomového bodu jsou spojeny s faktem, ze po interakci
S a2-makroglobulinem je trypsin uzavien ve struktuie podobné pasti, ve které si zachovava
schopnost vyvijet aktivitu vici substratim nizsi molekulové hmotnosti (do 6000Da).

Nemuizeme se ov§em domnivat, ze namétena aktivita komlexu a2-makroglobulin+trypsin
je identické s aktivitou pohlceného trypsinu. Nelze vyloucdit urcité stérické zdbrany prichodu
substratu, otazky difuze substratu nebo produktu a jiné interakce nekovalentniho charakteru.
Pfesto se vSak domnivdme, Zze naméfend hodnota B koreluje s mnozstvim
a2-makroglobulinu, kdy pfinejmenSim zmény tohoto parametru mohou odrazet skutecné
pfemény hladiny tohoto inhibitoru.

Parametr A dosahoval pfi fotometrickém méfeni velmi nizkych hodnot, tudiz k jeho
stanoveni bylo nutno zavést mnohem citlivejsi fluorescenéni metodu. Tento parametr odrazi
pivodni protedzovou aktivitu séra, tedy mnoZstvi pfevazné trypsinu, a ¢astecné také protedz
S obdobnou schopnosti rozlozit substrat, navazanych Vv a2-makroglobulinové pasti.
Fluorimetricky zjiStovany parametr A ndm velmi poslouZil pfi studiu vsttebatelnosti proteaz.

Parametr C (mnozstvi aktivovatelného o2-makroglobulinu, vysledek rozdilu hodnot B-A)
jsme se vzhledem kvelmi nizkym hodnotdm A (naméfenych pii fotometrii) rozhodli
nepouZzivat.

Aplikace pomérné velkého mnozstvi trypsinu riznymi cestami ukdzala na ftadu
zajimavych skutec¢nosti. Velmi pozoruhodny byl novy poznatek o vstiebatelnosti trypsinu.
Byla zjiSténa praktickd nefunkEnost peroralniho podéani, coz zpochybiiuje pouzivani
preparati obsahujicich proteazy nabizené riznymi firmami (u nas napi. Wobe-Mucos),
které by mély byt ucinné proti fadé nemoci véetné nddorovych onemocnéni. Byla zjisténa

velmi dobra vstiebatelnost trypsinu pti jeho aplikaci i.p. cestou. Tato aplikace se ukazala
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jako 0¢inngjsi i v porovnani s i.m. aplikaci, dosud pouzivanou V nasi laboratofi, ptipadné s.c.
aplikaci uzivanou v experimentech Novakem a Trnkou (2005). Na zakladé téchto pozorovani
byl navrzen experiment zaloZzeny na srovnani G¢inku proenzymového preparatu podavaného
I.p. a i.m. na rust melanomu B16-F10. Experiment potvrdil vyrazné lepsi u¢inek i.p. aplikace.
Nasledny pokus provedeny na vétSich souborech (po dvaceti mySich) znovu prokazal
vyborny ucinek této aplikace (pripravovand diplomova prace Hany MarSikoveé).
Vstiebatelnost byla testovana na trypsinu, avSak v naslednych experimentech byla aplikovana
proenzymova smés zalozena na trypsinogenu a chymotrypsinogenu. Nicméné nase zavéry
o vstiebatelnosti odvozené z experimentd s trypsinem dobie korelovaly s terapeutickymi
vysledky pozorovanymi u podavani proenzymové smesi.

Parametr B mé po aplikaci trypsinu tendenci kratkodobé poklesnout, coz si vysvétlujeme
pohlcenim a odstranénim komlexd a2-makroglobulintproteaza+cytokiny. Tento jev ziejmé
zapiiCinil 1 pokles celkové inhibicni schopnosti séra (parametr D). V priabéhu experimentu
se hodnoty obou parametrii stabilizovaly a v dlouhodobém horizontu se uz dale nijak
vyznamné nemeénily. Stabilita parametru B, tedy hladina a2-makroglobulinu, je dobrou
zpravou pro proenzymovou terapii. Svéd¢i o znacné stabilité¢ systému, jelikoZ ani jeho
dlouhodobé zatézovani protedzami vramci proenzymoterapie, a stejné¢ tak ani jeho
zatézovani proteazami produkovanymi nadorem hladinu a2-makroglobulinu nijak neovlivni.
Diky tomu je v systému dostatek aktivovatelnych molekul a2-makroglobulinu schopnych
vychytavat naddor maskujici cytokiny, zejména TGF-f. Stabilita celkové inhibi¢ni aktivity
svédc¢i o neménné syntéze ostatnich inhibitord, které by jinak kompetovaly o vazbu trypsinu.
Tato kompetice mezi inhibitory by sniZila ucinnost proenzymoterapie, kterd je zaloZena
na aktivaci oa2-makroglobulinu trypsinem a chymotrypsinem (ptfedpokladame aktivaci
proenzymu v misté nadori, viz vyse).

Uvahy o stabilité parametri B a D byly ziskany v experimentech vyuZivajicich aplikaci
trypsinu zdravym mysim. Pro ovéfeni bylo uskutecnéno nékolik experimentd s vyuzitim
mySich nadorovych modelt. Zakladnim byl experiment zalozen na modelu mySi kmene
C57BL/6 nesoucich melanom B16-F10. V tomto experimentu byl pozorovan piechodny
a nepfili§ vyrazny pokles parametru B u nelé¢enych mysi a stabilita tohoto parametru u mysi
lécenych proenzymoterapii. Parametr D byl stabilni u nadorovych lé€enych i nelécenych
mysi. Druhym uzitym modelem byly mysi kmene BALB/c nesouci sarkom S-180. V tomto
experimentu bylo u velmi pozdniho neléceného stadia zjisténo snizeni a2-makroglobulinu
(nicméné statisticky nevyznamné) a stabilita parametru D. Miuzeme konstatovat,

ze o2-makroglobulin je pravdépodobné vzdy pritomen v dostatecné koncentraci. Tudiz
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predpokladame, ze o tento inhibitor muzeme v pribéhu vyvoje onemocnéni opfit
protinddorovou terapii zaloZenou na jeho aktivaci protedzami. Bylo zjisténo, ze se kompetice
ostatnich inhibitori o protedzy b&hem vyvoje léceného ¢i neléCeného néadorového
onemocnéni neméni. Obdobny zavér o nepfiliS dramatickych zménach v hladinach
a2-makroglobulinu a v hladinach ostanich protedzovych inhibitori béhem vyvoje
proenzymové léceného i neléceného nadorového onemocnéni byl prokazéan i v pfipravované
bakalarské praci Ireny Bartoniové, ktera hladinu jednotlivych protedzovych inhibitort
stanovovala pomoci hmotnostni spektrometrie. Tato stabilita systému je dobrou zpravou
pro nadorové terapie, které¢ jsou zalozené na pouziti protedz. Pro jeji optimalizaci na této
urovni neni tieba pfijmout zadna opatieni.

Tvrzeni o neménnosti ostatnich inhibitorti protedz v disledku terapie nadort proenzymy,
ani v dusledku aplikace zna¢nych davek trypsinu, je dulezité pro uvazovanou
proenzymoterapii, kterd je pravdépodobné terapii imunomodulaéni (potvrzeno studiem
imunodeficientnich mysi v pfipravované diplomové praci Pavliny Kaiserové). Tyto vysledky
bohuzel plné vyvraceji naSe uvahy o mozném ochromeni nadorové invazivity indukci
sérovych protedzovych inhibitort.

Koneénym efektem aktivovaného o2-makroglobulinu je pravdépodobné pohlcovani
cytokini, kterymi se nddor snazi navodit svoji imunotoleranci (zejména TGF-B). Pokusili
jsme se studovat tuto vazebnou schopnost a2-makroglobulinu pfimo, v in vitro podminkach.
Titrovani sérového a2-makroglobulinu zalozené na méteni volného TGF-B vSak nepfineslo
hledané vysledky, pravdépodobné z divodu komplexnosti systému, jak jiz bylo uvedeno.
UZite¢néjSim pro monitorovani 1écby se ukazalo stanoveni celkového TGF-f v séru. Nicméné
i toto stanoveni se vzhledem k existenci tézko podchytitelnych systémut odstranujicich
komlexy 02-makroglobulintproteaza+cytokiny (Lillis a spol., 2005) jevi pouze
jako doplitkové. Domnivame se, Ze lepsi predstavu o pomé&rech panujicich v séru véetné jeho
potencialu vazat cytokiny je moZzno ziskat z titrace zaloZzené na fotometrii ptipadné doplnéné

fluorimetrickym stanovenim proteolytickych aktivit.
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. Souhrn

Na principu titrace séra trypsinem s endpoint fotometrickym méfenim byl vypracovan
systtm pro analyzu inhibi¢nich parametri séra odrazejici zejména hladinu

a2-makroglobulinu.

Byla zavedena citliva fluorimetrickda metoda detekce proteazovych aktivit séra.

Mezi mysim a lidskym sérem byly zjistény rozdily v poméru afinit a2-makroglobulinu

a ostatnich inhibitort k trypsinu.

Po provedeni srovnavaciho experimentu ve vstfebavani trypsinu riznymi cestami podani
byla zjisténa jako nejucinnéj$i aplikace i.p. cesta. Tento zavér vedl k optimalizaci

ucinnosti proenzymové terapie.

Byla zjisténa dostatecna stabilita hladin a2-makroglobulinu v séru proezymoterapii
1é€enych 1 neléenych nadorovych mysi, coz dava predpoklady pro pouziti této terapie

prakticky v kterémkoli okamziku vyvoje nadorového onemocnéni.

Stabilni hladina ostatnich proteazovych inhibitort byla potvrzena, coz vylucuje moznost

jejich kompetice a ruseni proenzymové terapie.

Byla sledovdna hladina TGF-f v séru proenzymoterapii léCenych 1 neléCenych
nadorovych mysi. U 1é¢enych mysi doslo k jeho poklesu, ovsem tento jev byl pozorovan

az po delsi aplikaci proenzymoterapie.
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