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Abstrakt

Tato diplomové prace se zabyva imunochemickym stanovenim koncentraci aktivni a
neaktivni formy katepsinu B u pacientd s nddorem mocového meéchyte s cilem porovnat

diagnostickou u¢innost metod pro jejich mozné vyuziti k rutinni diagnostice.

Katepsin B a prokatepsin B byly méfeny v séru a v moc¢i u 82 pacientl s karcinomem
mocového méchyte (47 muzii a 35 Zen), s prumérnym vékem 66,5 let. Kontrolni skupina byla
tvofena 72 zdravymi jedinci (31 muzd a 41 Zen), s primérnym vékem 58,5 let. Koncentrace
katepsinu B a prokatepsinu B v moc¢i byly korigovany na kreatinin, ktery byl stanoven

enzymatickou kreatindzovou metodou.

Koncentrace katepsinu B v moci byly u pacientd vyrazné zvySené oproti kontrolni
skupiné (medidn = 3,5 pg/l vs. 0,9 pg/l, P = 0,01), podobn¢ byly zvySené hodnoty poméru
katepsinu B na kreatinin (median = 0,4 pg/mmol vs. 0,1 pug/mmol, P = 0,01). Koncentrace
katepsinu B v séru u pacientll nebyly vyznamné rozdilné od kontrolni skupiny (median = 4,8

pg/lvs. 4,2 ng/l, P =0,8).

Hodnoty koncentraci prokatepsinu B u pacientli oproti kontrolni skupiné byly
vyznamn¢ zvySené jak v moc¢i (median = 3,9 pg/l vs. 1,4 pg/l, P <0,0001), tak v séru (median
= 73,3 png/l vs. 58,7 pg/l, P = 0,0005) a podobné¢ i u pomeru prokatepsinu B na kreatinin
(medidn = 0,6 pg/mmol vs. 0,2 pg/mmol, P <0,0001).

Diagnosticky efektivnéjsi byl katepsin B v moc¢i (AUC = 0,6) a pomér katepsinu B na
kreatinin (AUC = 0,6), oproti stanoveni katepsinu B v séru (AUC = 0,5). Podobné¢ byl
prokatepsin B diagnosticky efektivnéjsi v mo¢i (AUC = 0,8) a pomér prokatepsinu B na
kreatinin (AUC = 0,8), oproti prokatepsinu B v séru (AUC = 0,7).

Diagnosticky nejefektivnéj§i se jevi stanoveni prokatepsinu B v moc¢i a pomér

prokatepsinu B na kreatinin.
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Abstract

This thesis is focused on immunochemical determination of concentration of active
and inactive form of cathepsin B in patients with bladder cancer in order to compare

diagnostic efficiency of methods for their possible use for routine diagnosis.

Cathepsin B and procathepsin B were measured in serum and urine in 82 patients with
bladder cancer (47 men and 35 women), with the average age of 66.5 year. The control group
contain of 72 healthy subjects (31 men and 41 women), with the average age of 58.5 year.
The concentration of cathepsin B and procathepsin B in the urine were corrected to creatinine,

which was determined by the enzymatic creatinase method.

The concentrations of cathepsin B in urine were singnificantly elevated in patients
than in control group (median = 3.5 pg/l vs. 0.9 ng/l, P = 0.01), similarly the results of the
cathepsin B/creatinine ratio were elevated (median = 0.4 pg/mmol vs. 0.1 pg/mmol, P =
0.01). There were no significant difference in concentration in serum between patients and

control group (median = 4.8 pg/l vs. 4.2 pg/l, P = 0.8).

The concentration values of procathepsin B were significantly higher in patients
compare to control group both in urine (median = 3.9 pg/l vs. 1.4 pg/l, P < 0.0001), in serum
(median = 73.3 pg/l vs. 58.7 pg/l, P = 0.0005) and similarly in procathepsin B/creatinine ratio
(median = 0.6 pg/mmol vs. 0.2 pg/mmol, P <0.0001).

Cathepsin B in urine (AUC = 0.6) and the ratio of cathepsin B to creatinine (AUC =
0.6) were more diagnostical efficient, compare to determination of cathepsin B in serum
(AUC = 0.5). Similarly, procathepsin B had better diagnostical efficiency in urine (AUC =
0.8) and the procathepsin B/creatinine ratio (AUC = 0.8), compare to procathepsin B in serum

(AUC = 0.7).

The most diagnostical efficient seems to be the determination of procathepsin B in

urine and the procathepsin B/creatinine ratio.
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni patii mezi nejrozsitenéjsi civilizani choroby, které ve vétsiné
ptipadi kon¢i tmrtim az nékolika miliond lidi roéné na celém svété'. V Ceské republice
kazdy teti ¢lovék onemocni b&hem svého Zivota rakovinou a kazdy &tvrty ji podlehne’.
Ptedpoklada se, ze v nésledujicich dvou desetiletich vzroste pocet ptipadi o 70 %. Tietinu
vSech nddori zapficiluje nasledujicich pét aktivit: obezita, nizkd konzumace ovoce a

zeleniny, nedostatek pohybové aktivity a uzivani tabakovych & alkoholickych vyrobkd'.

Nadory mocového méchyte patii celosvétové mezi jedendcté nejrozsirené;si nadorové
onemocnéni, s nejvyssim vyskytem v Evropé, Severni Americe a statech Vychodni Asie.
Naopak nejlépe jsou na tom zemé Stfedni a Jizni Afriky, Ocednie a Stfedni Ameriky.
Celosvétova umrtnost se pohybuje ptes 150 000 lidi za rok a je objeveno pies 380 000 novych
ptipadi roéné. Umrtnost je t¥ikrat vy$§i u muzi nez u Zen. Hlavni pfi¢inou vzniku nador je

uzivani tabakovych vyrobkil, coz ma v Evropé za nasledek az 50 % vzniklych piipadi’.

V soucasnosti se pro diagnostiku nddorovych onemocnéni vyuzivaji invazivni metody.
Tyto metody jsou vSak pro pacienty zatézujici, a proto se v moderni medicin€ snazi prosadit
neinvazivni metody zaloZené na analyze specifickych biomarkert. Mezi vyhody biomarkert
patii naptiklad v€asna detekce nadorti béhem kratkého ¢asového obdobi. Dale jsou vhodné
napfiklad pro sledovani pacientli, bez fyzické ¢i psychické zatéze. Tato diplomova prace se
zabyva porovnanim dvou analytickych metod na stanoveni aktivni a neaktivni formy

. . cr1 7 , , o v r v v 4
katepsinu B jako potencidlnich nddorovych markeri mocového méchyie™.



2. Biochemicka charakteristika katepsini

Objev katepsinii saha do prvni poloviny 20. stoleti, kdy Gutman a Fruton poprvé
identifikovali katepsin C. Nasledn¢ byly identifikovany dalsi hlavni tfidy katepsinti a byly
publikovany sekvence jejich aminokyselin. AZ do 90. let nebyly znamy Z4dné souvislosti
katepsini a jejich fyziologické ¢i patologické role v zivych organismech. V roce 1990 byla
poprvé urena krystalickd struktura katepsinu B a jeji objev vedl ke zvySenému zdjmu o

. ISP 5,6
studium lysosomalnich proteas™”.

Katepsiny patii do skupiny proteas, konkrétné do rodiny papainovych enzyma. Jejich
nazev byl odvozen z feckého slova ,kathépsein®, neboli ,.k traveni®. Proteasy se vétSinou
nachazeji v lysosomech, které jsou bunkou vyuzivany pii degradaci extraceluldrnich
sloucenin, které byly bunikou pfijaté formou endocytézy ¢i intraceluldrné autofagii. Z této
skupiny je znamo 11 lidskych cysteinovych katepsinli a jsou oznaCovany pismenem —
katepsin B, C, F, H, K, L., O, S, V, W a X' Katepsiny jsou nejdiive syntetizovany ve formé
neaktivnich protein (zymogent), které se po nasledujici kaskadé reakci aktivuji v kyselém

prostiedi lysosomi®. Charakteristické znaky katepsini jsou uvedeny v tabulce 1.

10



Tabulka 1. — Specifikace katepsinii”™'.

Nazev Vyskyt Onemocnéni pH pH
Optimalni Stabilni
Katepsin B Pfitomny ve vSech Néadory, revmatoidni 4 -6 7
tkanich a organech artritida,
pankreatitida
Katepsin C Pfitomny ve vSech Papillondv-Lefevrav 6 4-17,5
tkanich a organech syndrom, Haim-
Munktv syndrom
Katepsin F Srdce, svalovina, Nédory, neurondlni 52-6,8 45-172
mozek, varlata, lipofuscinoza
vejcovody
Katepsin H Mozek, ledviny, jatra, Nadory, 6,8 5-8
zanicené kréni mandle aterosklerdza
Katepsin K Piedevsim kosti Osteoporoza, 6 4-8
(osteoklasty), vétS§ina  revmatoidni artritida,
epitelovych tkani osteoartrdza
Katepsin L Ptitomny ve vSech Nédory, 6 4-7
tkanich a organech ateroskleréza,
obezita, epidermalni
hyperplazie,
kardiopatie, zanétliva
onemocnéni
Katepsin O Siroce rozsiteny Néadory - -
Katepsin S Makrofagy Bronchidlni astma, 6 4,5-8
v alveolach, slezina, artritida,
varlata, epitelové ateroskleré6za,
bunky lupénka, rakovina,
neurodegenerativni
onemocnéni
Katepsin V Piedevsim brzlik, Autoimunitni 5,7 4-172
varlata, také mozek, onemocneni,
ktze myasthenia gravis
Katepsin W Slezina, T-buiiky - - -
(fyziologické 1
cytotoxické)
Katepsin X Siroce rozsiteny, Néadory, zanétliva 5-55 -

pfedevsim nddory

onemocnéni
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Vyznam katepsini byl zprvu podcenén, protoZze se povaZovaly za enzymy pisobici

nespecificky pouze vkyselém prostiedi

lysosomu.

Katepsiny ale plni funkce 1

v extracelularnich prostorech & v jadérku®’. Piehled aktivit, mist ptisobeni a funkci katepsint
p J p P

je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. — Katepsiny — prehled aktivity, mist piisobeni a funkct'.

Nazev Aktivita Misto pusobeni Funkce
. Endopeptidasova, Lysosomalni, Proteolytické reakce u
Katepsin B . . , o . s 1 . s
dipeptidasova extracelularni nadorovych invazi a metastazi
Endopeptidasova,
. ' i A 1ot Akti locytt a fakt
Katepsin C d{pept{dasova, Lysosomélni ivace granulocytti a faktoru
tripeptidyl- XIII neuraminidas
peptidasova
. . . nr Dulezitost u na ych i i
Katepsin F Endopeptidasova Lysosomalni ueztiostu nadorovych invazi a
metastazi
: ' a 1ot Nemnéna fetézova
Katepsin H Enflopeptl(‘iasovai Lysosomélni emnéna fetézova degradace
aminopeptidasova (Ii degradace)
Lvsosomalni Resorpce kosti, rozklad
Katepsin K Endopeptidasova Y . extracelularnich matrix a
extracelularni .
fibrinogenu
Lysosomalni . A
) . , . Ant , 1 , 1
Katepsin L Endopeptidasova extracelularni, eerm i degradace, regulace
o , bunécného cyklu
jadérkova
Katepsin O  Endopeptidasova Lysosomalni Proteinova regulace
Katepsin S Endopeptidasové Lysosoma}nl,, I dggradace, antigenni ¢innost,
extracelularni angiogeneze
Katepsin V. Endopeptidasova Lysosomalni Ii degradace, antigenni ¢innost
. y s Imunitni funkce, regulace
Katepsin W NeurcCena Lysosomalni cytotoxicity T-bundk
Karboxy-
Katepsin X E:rr‘:g;( eyp- idasova, Lysosomalni Neproteolyticka
dipeptidasova
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2.1 Struktura katepsinii

Katepsiny se skladaji ze dvou domén. Prvni, formované z 3 a-helixli, zndzornéné jako
modré spirdly, a z druhé domény, tvofené B-barelni strukturou, zndzornéné modrozelenymi
pruhy (viz obrazek 1). Tyto dvé domény tvoii v prostoru mezi sebou aktivni misto, kde jsou
umistény aktivni aminokyselinové zbytky cysteinu a histidinu znazornéné atomy siry (zluto-
zelen®) a dusiku (Eervend)''. Proregion na N-konci katepsinu se sbaluje do Gtvaru vlasenky
(angl. ,,hairpin®) tvotené tiemi a-helixy a spojené smyckou ke katepsinu. Tato vldsenka tvori

kotvu, ktera pomaha navéazani polypeptidového fetézce do aktivniho mista'®.

Cystein

Histidin

Obrdzek 1 — Struktura katepsinu, s aktivnim mistem obsahujicim cystein a histidin®.

13



Enzymaticka reakce katepsinll je zobrazena na obrazku 2. Principem reakce je vznik

tetrahedralniho komplexu jako produktu rozpadu peptidové vazby po reakci s —SH skupinou

cysteinu.
Cys,, His,g, . His, gz
[ s i —~
s —H mumnnu i H —MN \‘:/NN
H H Michealisiiv komplex
ﬂ' P O P.‘
3 Sl H— N !
v
His, g
Cysas
‘ e
His St H—N * NH
Cysy ® FA
8§ H—N* NH H S H
H H
H P o- P*c O  Tetrahedralni komplex
1 o =
—C —*(l.i'- Intermediat thioacyl- enzym § ”5?,
| L
| |
Gin,, /CY’H

Obrdazek 2 — Schéma zobrazujici enzymatickou reakci cysteinovych proteas
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2.2 Aktivita katepsinti a jejich regulace

Proteolyticka aktivita katepsinli vyznamné zavisi na pH. Pfi poklesu hodnot pH béhem
maturace endosomi, se oslabuje interakce mezi propeptidlem a proenzymem, ¢imzZ se
usnadiiuje aktivace (viz obrazek 3). Katepsiny takto zaujimaji dvé konformace, otevienou a
uzavienou, a tim je zpfistupfiovano aktivni misto. Propeptid blokuje aktivni misto pii
neutrdlnim ¢i mirné kyselém pH a naopak toto misto zptistupiiuje pii pH < 5>, Pokud pH
poklesne na hodnotu 3,8, jsou katepsiny B, S a L v lysosomech ireverzibiln¢ denaturovéany az
do jejich konecného stadia maturace. Katepsiny F, H, K, L a V jsou nestabilni za neutralniho

pH, a proto méné aktivni mimo lysosomy. Na rozdil od téchto katepsinti jsou katepsiny B a S

1.7 P ;1 v . . <. , . 514
vysoce stabilni. Pfedpoklada se, ze katepsiny B a S jsou aktivni i v extracelularni matrix > ™.
Proteasova aktivita e .
rimarni ni ysosom
o - TS CATD CATE CATDA
(;‘:ag::: Proteasovy transport CATD CATD CAT L
CATE CATE CATS4
CATF CATB
w—ef-{  Primarni Sekundarni il F‘
O 0 endosom endosom Lysosom CAT H- CAT H" CATH
O O Pro-enzymy Aktivni enzymy Aktivni enzymy CATK CATK 4
End CATL CAT L 4
ndocytosa i AT S &
e —————————————— DPPI
7 pH 3 * Zména aktivity vyvolana pH

Obrazek 3 — Distribuce a funkce katepsinii u endocytosy’.

Dulezitym regulatorem katepsinll jsou makromolekuldrni inhibitory, které se vazi na
aktivni misto, a tim zabranuji vazbu se substratem. Mezi nejvyznamnéjsi regulatory katepsint
patii glykosaminoglykany (z angl. ,,Glycosaminoglycans®“ GAGs), které patii do skupiny
heteropolysacharidl. Skladaji se z disacharidovych jednotek a siln¢ negativné nabitych ¢astic
karboxylovych a sulfatovych skupin. Vétsina GAGs obsahuji sulfatové skupiny, mezi tyto
GAGs patfi chondroitinsulfat, keratansulfat, heparansulfat a heparin. Vyjimku tvofi

hyaluronova kyselina, ktera jako jedina neobsahuje sulfatové skupiny®.
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Katepsiny jsou spole¢né s dal§imi lysosomalnimi enzymy v neaktivnich lysosomech
inhibovany intralysosomalnimi GAGs slou¢eninami. Ziskana data z védeckych studii ukazuji
zajimavou souvislost mezi katepsiny a GAGs. Katepsiny $tépi proteoglykany hojné v ECM, a
tim se uvoliluji do ECM spole¢né s GAGs, nasledné GAGs ovliviiuji jejich aktivitu i stabilitu

v ECM&!,

Mezi dal$i regulatory patfi cystatinové inhibitory, ptedev§im stefiny, cystatiny,
kininogeny, tyropiny a serpiny. Tyto inhibitory se rozd¢luji na pohotovostni a regulacni
inhibitory. Mezi pohotovostni inhibitory patii cystatiny, které primarn€ inhibuji proteasy
v patogenech. Regulacni inhibitory kromé inhibice, moduluji 1 proteasovou aktivitu.
Nachazeji se pobliz cilenych proteas. Oba typy inhibitoril jsou diilezité v udrzovani fyziologie

bunék’.

Mezi bunééné regulacni mechanizmy jsou fazeny také cytoplazmatické membranoveé
receptory, které interaguji jak s prokatepsiny, tak s katepsiny. Tyto receptory reguluji hladinu
extracelularnich proteas za fyziologickych, tak i patologickych podminek. Pti selhdni tohoto
mechanismu je aktivita katepsinli stabilizovana katepsinovymi inhibitory, které jsou pfitomné
v extracelularni tekuting’. Extracelularni vyskyt katepsind je spojovan s vyskytem nadorovych
onemocnéni, a také artritidy, coz je doprovazeno §tépenim extracelularnich molekul kolagenu

a fibronektinu®,

DalSim pospanym regulacnim mechanizmem je alternativni sestiih exoni vedoucich

ke ztraté signalniho proregionu'’.

U nékterych bunék aktivni katepsiny opousti lysosomy a jsou transportovany
k plasmatické membrané a secernovany do extracelularniho prostoru prostfednictvim Ca*"

%16 Takto modifikované

transportni fuze a v tomto extracelularnim prostoru dochézi k sesttihu
katepsiny byly pozorovany v matrix mitochondrii a v jadérkach bunék'®. Zkricené formy
katepsini v matrix mitochondrii a v jadérku se podili na regulaci bunééného cyklu, iniciaci
apoptozy, ale mohou byt pfi¢inou i degenerativnich onemocnéni. Pfi patologickych stavech
buiiky, dochazi k uvolnovani katepsinti z lysosomu do cytosolu a ptredpoklada se, ze je tim
iniciovana apoptdéza bunky. U katepsini se wukdazalo, Ze transport u fibroblastl

adenokarcinomu prsu muze probihat nezavisle na mannosa-6-fosfatu, coz svédéi o

., . 9
alternativnim mechanismu transportu’.
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3 Katepsin B

Katepsin B je glykoprotein o relativni molekulové hmotnosti 25 000 — 28 000™'"'®,

Prekurzor lidského katepsinu B se skldda z 339 aminokyselin, po nasledné aktivaci se
vyskytuje jako jednofetézcovy protein s 254 aminokyselinami ¢i v dvoufetézcové formeé
skladajici se ze 47 a 205 aminokyselin'’. Je to thiol-dependentni proteasa patiici do rodiny
papain cysteinovych proteas. Katepsin B zastava predev§im funkce degradace extracelularni

matrix, metabolismus proteinti a udrzovani normalniho metabolismu bungk”.

Katepsin B se podili na fad¢ fyziologickych procest v organismu. Jsou popisovany
jeho antiamyloidni a neuroprotektivni vlastnosti’. Nalezen byl u amyloidnich plakti v mozku
a u Alzheimerovy choroby. Zde se pravdépodobné ucastni produkce bilkovinovych agregati

20-22

amyloid beta™ “*. Jiné studie dokazuji, Ze proteolytického §tépeni katepsin B snizuje produkci

23,24

amyloidi beta™"". Katepsin B se podili na udrzovani bunééné homeostazy, kterou ovlivituje

proteolytickymi reakcemi. Je zapojen v regulaci hladiny huntingtinu u makroautofagi, a tim

zabrafiuje vzniku neuro-degenerativnich onemocnéni*®?’,

Za fyziologickych podminek se katepsin B tucastni dllezitych procesi v udrzovani
fyziologickych funkci a rozkladu toxickych ¢i organismu nepotifebnych latek. S témito
vlastnostmi plni katepsin B dtilezitou funkci jako sou¢éast imunitniho systému a napomaha pti
hojeni poskozenych tkani*’. Je také zmifiovan vyznam katepsinu B v metabolismu proteinti a
dalsich regula¢nich procesii, bunécné signalizace, imunitni funkci, modifikaci kostni tkané a

také se podili na patologickych procesech, zahrnujicich metastazy™.

3.1 Syntéza katepsinu B

Katepsin B je nejdifive syntetizovan ve formé neaktivniho preproenzymu o molekulové
hmotnosti 39 000 — 47 000" vdrsném endoplasmatickém retikulu (z angl. ,rough
Endoplasmatic Reticulum* rER). Tento preproenzym se sklad4d z jednoduchych ftetézcii
aminokyselin a multifunkéniho N-konce proregionu a signdlniho peptidu. Signalni peptid
transportuje molekulu do rER kdal§i upravé. Preproenzym je po transportu do rER
hydrolyzovan, je odstépen signalni peptid, a za pfitomnosti proregionu je protein slozen.
Takto vznikly prokatepsin B zlistdva v neaktivni formé diky proregionu z N-konce, ktery

uchovava tuto strukturu za neutralniho pH™>'**

. U prokatepsinu B vznikaji disulfidické vazby
a je glykosylovan za pfitomnosti glykosamidas a mannosovych glykanti o vysoké koncentraci.

Pfipojené mannosy jsou modifikovany v Golgiho aparitu na mannosu-6-fosfit (z angl.
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,mannose-6-phosphate® M6P). Slouzi jako signalni molekuly pro transport katepsinu B do
endosomalnich a lysosomalnich vezikul za pomoci klatrinli. V kyselém prostfedi endosomil
se katepsin aktivuje, ¢imz dojde k odStépeni proregionu a katepsin se stane aktivnim. Dale se

$t&pi v lysosomech na lehky a t&7ky fetézec (viz obrazek 4)'%2*.

S:E lﬂm Pro :réi,k? Lehky
PER N region retézec fetézec
\jﬂ'\. (.4' Y | 1 d |
W
l Vysace mannosovany glykan
L
L d i il

)
)

\
MEP glykan Trans
A 5—5 "? G'Dlglh(]
] ] -
L S — aparat
5—S5 5—5

Primarni endosom Lysosom

Obrazek 4 — Posttranslacni modifikace katepsinu B. Na obrazku jsou zobrazeny dva mozné
zpiisoby sekrece katepsinu B. Veétsina katepsinu B je glykosylovana v Golgiho apardtu a
nasledné secernovana do primarniho endosomu, kde je odstépen proregion, ¢imz se katepsiny
stavaji aktivni. Cast katepsinii B neni glykosylovina a je excitovina do extraceluldrniho

. , V16
prostoru, v neaktivni forme .



3.2 Gen katepsinu B

Studie molekularni regulace katepsinu B zacaly izolaci lidské komplementarni DNA
katepsinu B z nadorovych a fetdlnich jaternich bunék. Gen katepsinu B je lokalizovan
na chromozomu 8p22. Tento gen se sklada z vice jak 27 000 bazi v lidském genomu. Lidsky
katepsin B je tvofen celkem 12 exony, pfi¢emz exony 1, 2 a ¢ast exonu 3 jsou nekddujici a
vytvaii 5'-netranslacni region (5°-UTR, z angl. ,,untranslated region®) a vétSina exonu 11 a
exon 12 formuje region 3’-UTR. Byla studovéna transkripéni regulace katepsinu B u gliom,
pomoci izolovaného 22 000 bazi dlouhého regionu promotoru katepsinu B a exonu 1. Tento
region je bohaty na GC pary (80 %), sklada se ze 4 vazebnych mist Ets (z angl. ,,Ets bounding
site“ EBS), 6 vazebnych mist Spl a 1 E-boxu (viz obrazek 5). Element E-box souvisi
s poc¢ateCnim mistem transkripce a je nepostradatelny pro aktivitu promotoru katepsinu B

u lidskych myotubulii a myoblastt, ale i nadorovych glioma'.

+1 Transkripcni

EBS SplEBS EBS Spl Spl E-box Sp

Vazebna mista 1 EBS Spl

Pozice -163 -134 -126 -106 -89 -84 -56 -38 -21 -2 +5
Obrazek 5 — Schématické zndzorneéni regulacnich prvkii v promotoru katepsinu B a

transkripcnich faktorii, které se vazi na tyto prvky. Potvrzené transkripcni faktory s vazebnym
mistem jsou zndzornéné plnou carou. Potencialni neprostudované interakce jsou zndzornény

v . ¥ 15
prerusovanou carou .

Lokus lidského genu katepsinu B (8p22), je region s Castym vyskytem deleci alel u
fady nadorovych onemocnéni. I pfes tyto delece vSak neni funkce katepsinu B nijak
alterovana. Naopak bylo zjisténo, Ze u adenokarcinomu jicnu probiha amplifikace genu
katepsinu B. U nadorovych bun€k byla prokazana existence dalSiho exonu, nachézejici se

mezi exony 2 a 3 (exon 2a/2b)">*

. Byla pozorovana nadmérna produkce mRNA katepsinu B,
u amplifikovaného katepsinu B u vSech piipadli a u neamplifikovaného katepsinu B v 30 %

ptipadi. Lze predpokladat, Ze katepsin B je mozné regulovat na transkripéni urovni'.
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Zvysené hodnoty katepsinu B byly nalezeny u nddorovych bunék tlustého stfeva,
prostaty a gliomil. Z nedavnych studii je patrné, Ze pii interakci kolagenu I s endotelidlnimi
buitkami dochazi ke zvySené produkci transkripéniho faktoru Etsl, ktery nasledné

transaktivuje gen MMP-1",

Variace transkriptl katepsinu B, jsou zplsobeny odliSnostmi v alternativnich
sestfizich, zvlasté¢ u 5’-UTR a 3’-UTR. U 5’-konce dochazi nejméné k sedmi transkriptiim,
z nichz pét je koédujici pro ,,wild type* preprokatepsin B. Dalsi dva transkripty jsou vytvofeny
vystfizenim exonu 3 z primarniho transkriptu nebo pouzitim prevracené formy exonu 4 jako
promotoru. V tabulce 3 je popsan soubor chybéjicich exonil a jejich plisobnost v oblasti
nadorl. Vystfizené exony mizou kdédovat zkraceny protein katepsinu B, ktery postrada 17
aminokyselin u signalniho peptidu a 34 aminokyselin u propeptidu. Piekvapivé zkraceny
katepsin B bez signalniho peptidu nebyl nalezen v cytoplasmé, ale byl lokalizovan v jadérku a

dalgich organelach buiiky'’.

Tabulka 3 — Varianty sestiihii transkriptii katepsinu B a jejich vyskyt u nadori®.

VystriZeny exon Vyskyt u nadori

Exon 2 Mozek, prsa, tlusté stievo, prostata
Exon 2a/2b Zaludek, prostata

Exon2a3 Prsa, tlusté stievo, kiize
Exonla?2 Mozek

Exonl,2a3 Mozek

Exon 10 (inzerce) Zaludek

Exon 12 Tlusté stievo

3.3 Regulace katepsinu B

Ze studie vzdjemného pusobeni katepsinu B a GAGs se ukazalo, ze vazba heparinu
nebo heparansulfatu, zvySuje stabilitu katepsinu B, ktery je jinak v alkalickém prostiedi pfi
pH = 8 nestabilni. Na druhou stranu tato interakce mirn¢ snizuje aktivitu katepsinu B. Za
téchto podminek byla provedena pocitacova simulace, ktera predpovédela dveé teoreticka
vazebna mista pro GAGs slouceniny, kazdé na jedné strané enzymu. Tyto mista jsou

vyznagena modrymi regiony na obrazku 6°.
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Obrdzek 6 — Katepsin B s vyznacenymi vazebnymi misty pro GAGs®.

Predpoklada se, Ze tyto negativné nabité molekuly GAGs by mohly hrat roli pti
extracelularni aktivaci katepsinu B pfi nadorovych onemocnénich. U GAGs sloucenin byl
pozorovan ptiznivy vliv na ,,otevienou konformaci katepsinu B. Negativné nabity povrch
GAG:s totiz zvySuje rychlost aktivace katepsinu B ze zymogenti, coz mlize hrat diilezitou roli
pii extracelularni aktivaci katepsinu B, a to nejen za kyselého pH, ale i pii hodnotach blizicich

s 8
se neutralnimu pH".

Zprvu se predpokladalo, ze autokatalytickd aktivace zymogenli je unimolekuldrni
proces, ale nasledné se zjistilo, Ze tato aktivace je kombinaci jak unimolekularniho, tak
bimolekularniho procesu. Prokatepsin B vykazuje malou katalytickou aktivitu, kterd vsak je
dostatecna pro spusténi autokatalytické aktivace zymogenu. Aktivace zymogenu probiha ve
dvou krocich. V prvni fazi se disociuje propeptid z aktivniho mista, coz je unimolekularni
reakce. V dal§im kroku probihd bimolekuldrni proces, kdy takto aktivovana molekula
zymogenu aktivuje dal$i prokatepsin B. Takto vzniklé aktivni katepsiny odstartuji fetézovou

reakci vedouci k rychlé aktivaci zbyvajicich molekul prokatepsinu B’
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K urychleni autokatalyzy dochéazi v pfitomnosti negativné nabitych ¢astic, jako jsou
GAGs a dextranové sulfaty. Urychluje se jak samotny proces, tak i odstépeni propeptidu

vedouci k aktivaci katepsinu B’.

3.4 Katepsin B v patologickych stavech

O katepsinu B se poprvé zacalo mluvit v souvislosti s nddorovymi onemocnénimi
v 80. letech. V nyn¢jsi dob¢ je uz prokdzana jeho dulezita role u nadorovych onemocnéni, coz
je podlozeno klinickymi &lanky a vysledky z experiment(i na laboratornich mysich s nadory’”
32, Katepsiny B zacaly byt objevovany i v kompartmentech, jako jsou jadro &i mitochondrie.
Jsou secernovany do extracelularniho prostoru, kde zastavaji rGzné specifické fyziologické
ukony, naptiklad degradace extracelularni matrix (z angl. ,,Extracellular matrix* ECM). Tyto
procesy jsou za normalnich podminek striktné regulovany. Chybna regulace katepsinli je
spojovana s projevy patologickych onemocnéni. Také bylo zjisténo, Ze katepsin B se podili na

formovani, riistu a invazi nadorovych bungk’>*.

Nadorové bunky vytvaii béhem svého rlstu své mikroprostfedi, které je
charakteristické nizkym pH, jako je tomu u lysosomtl, a tim se toto prostfedi stdva vhodnym

také pro katepsiny B>,

Katepsin B je znam svou interakci s cystatiny a annexiny 1I, coz vede k aktivaci slozek
ECM a mozZné degradaci ECM. Katepsin B podporuje zhoubné nadory také tim, Ze aktivuje
dalsi proteasy, diky tomu, Ze potlauje jejich inhibici®’. Naptiklad zvy$ovani koncentrace
katepsini B ma za nasledek degradaci matrixovych metaloproteinasovych inhibitorti (z angl.
,Matrix Metalloproteinase“ MMP)**, které striktné reguluji specificky projev bundk a
vyskytuji se pravé u bundk se zandtem’ . Mezi tyto oblasti patfi viralni infekce, srdeéni
onemocnéni, osteoartritida, osteoporéza a mnohé dalSi nemoci spojené s imunitnim
systémem’*. Mnoho studii ukazalo, Ze katepsin B se podili na po&ate¢ni aktivaci kaskady,
zahrnujici aktivaci prourokinasového aktivatoru plasminogenu (z angl. ,,prourokinase
Plasminogen Activator prouPA) na urokinasovy aktivator plasminogenu (uPA). Plasminogen

je nasledné aktivovan na plasmin pomoci uPA, coz vede k degradaci ECM (viz obrazek
7)2036.37
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Prokatepsin B

+----------  Katepsin D, Katepsin G, tPA, uPA, Elastasa
N R R Katepsin B
; Plasminogen
pEEEs =+ pPA s~=receeb !

S— Plas.lmin l
proMMP-1  MMP-1 A
proMMP-3 ¥ MMP-3
proMMP-7 ¥ MMP-7 4
proMMP-9 MMP-9 Degradace
proMMP-12 MMP-12 e"t’;‘;‘:'r‘i')'(a""
proMMP-13 MMP-13

proMMP-3 MMP-3 >

Obrazek 7 — Aktivace proteas katepsinem B vedouci k degradaci ECM. Zkratky: MMP —
Matrixové metaloproteinasy, tPA — tkanovy aktivdator plasminogenu, uPA — urokinasovy

. . 15
aktivator plasminogenu .

Potvrdilo se, Ze na zvySeni exprese katepsinu B se podili také nc¢kolik vyznamnych

substrati (kalcitriol, butarat sodny, trans-retinova kyselina)®.

Invaze nadorovych bun¢k muize byt zpisobena St€penim E-kadherinovych spojii mezi
buikami (viz obrazek 8). E-kadherin, miZe byt Stépen piimo ¢i nepiimo katepsinem B.
Katepsin B plsobi nepifimo na E-kadherin aktivaci faktoru TGF-B1, ktery prostiednictvim
aktivace fibroblastu uvolni MMP-3, ktery ndsledné rozstépi vazby E-kadherinu a dojde

L, , 1,33
k migraci nadorovych bun¢k™.
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Obrazek 8 — Migrace nadorovych bunék, Stépenim E-kadherinu. Zkratky: TGF-pI —

Transformujici riistovy faktor f, MMP3 — Matrixovd mataloproteinasa 3°°.

Zvysené hodnoty katepsinii B mohou byt zapti¢inéné né¢kolika mechanismy. Naptiklad
amplifikaci katepsinu B, kdy dochazi k jeho nadmérné expresi. Transkript katepsinu B, ktery
postrada exon 2, ma vyss$i i€innost transkripce, ¢imz mize dojit k nadmérné expresi katepsinu
B v nédorech prsu, tlustého stfeva, prostaty. U varianty transkriptu bez exonu 2 a 3 je katepsin
B nasmérovan do mitochondrii a spusti se tim apoptéza buiiky’>. U bungk fibrosarkomu a
tumorového nekrotizujiciho faktoru (z angl. ,,Tumor Necrosis Factor TNF) byla pozorovana
zvysena aktivita katepsinu B a nasledna smrt buiiky apoptézou®®. Tento proces probiha u
intracelularniho S$tépeni, kdy katepsin B $tépi proti-apopticky faktor Bcl-2 a zaroven je
proteolyticky aktivovan proapopticky faktor Bid. Nasledné nastava cilena smrt buiiky a §ifeni
nadoru je zastaveno’. Podobné uginky na apoptézu bundk, jako maji kaspasy, byly
pozorovany i u katepsinu B. Katepsin B miize byt dostatecnym signdlem pro apoptdzu bez
potieby kaspas, ale tento mechanismus neni zatim objasnén. Katepsin B hraje tedy dvoji roli
v nddorové invazi, jednak sniZzuje malignitu pro-apoptickymi rysy, na druhé stran¢ vsak

podporuje nadorovou invazi bungk’®.
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Metabolické d&je ovlivnéné katepsiny pii nadorovych onemocnénich jsou shrnuty na obrazku
9.

Nadorové
onemocnéni
Nadorové bujeni J Potlaceni nadoru J
Inaktivace Degradace ECM Programovana bunééna smrt ?

E-Kadherinu T A T I T )

Aktivace Degradace Sqx . Homologni
proteolytické kaskady kolagenu ! Stepeni BID degradace Bcl-2
Extracelularni proteolyza Intracelularni proteolyza

Obrazek 9 — Mechanismus zapojeni cysteinovych katepsinit v priubéhu nadorovych

onemocnéni. Zkratky: ECM — Extraceluldrni matrix, Bcl2 — B-lymfocyty 2, BID — ,, Agonista
smrti interagujici s BH-3 doménou* (z angl. ,,BH-3 homology interacting-domain death

agonist*)’.

Bylo vyvinuto nékolik strategii k inhibici proteolytické aktivity proteas, ve snaze
zbrzdit metastazujici infiltrace. Byly izolovany nékteré inhibitory katepsinu B, napiiklad
z motské bakterie Pseudomonas, motskych hub a dalSich organismt. Také byly zkoumany
flavonoidiim podobné latky nepeptidového charakteru se silnymi inhibi¢nimi vlastnostmi ke
katepsinu B. Skupina Parkera a spol. popsala inhibici katepsinu B stefinem A u
metastazujicich karcinomt prsou a jicnu. Zadny z téchto inhibitori viak nevykazoval uéinky

vedouci k potlageni aktivity*’.
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V soucasné dobé se vSak od téchto chemickych a biologickych inhibitorti upousti a
vyzkum se zacind zaméfovat na genové terapie. Soucasné poznatky ukazuji, Ze samotna
inhibice exprese katepsinu B nemd vyznamny ucinek na potlaCeni nddorové aktivity.
K efektivnimu potlaceni nadorové aktivity dochédzi, pokud je potlatena exprese dalsi
proteolytické molekuly sou¢asné s katepsinu B, naptiklad MMP-9 & uPA***. Byla popséna
vyznamna role pii potlaCovani exprese katepsinu B pfi angiogenezi v glioblatomech, ale i u

nadort slinivky b¥igni’>.

26



4 Nadory mocového méchyre

Nadory mocového méchyie patii k nejcastéjSim nadorovym onemocnénim. VétSina
pacientli (kolem 75 %) podléha epitelovym nadorim (pTa a pTis). Nadory svalové tkané se
projevuji u 20 % ptipadd (pT2). Metastazujici naddory jsou méné Casté (5 % piipadh). Pfestoze
vétSina nddor ma sklon k recidivité, jsou nadorové invaze pomérné nizké. Nadorova
onemocnéni jsou lécitelné opakovanou resekci ¢i chemoterapii, u 90 % pacientli je 5 leté

preziti. Nadorové bujeni se projevuje u vice jak 50 % p¥ipadii epitelovych nadort™.

Nédory mocového méchyte jsou klasifikovany do dvou rozdilnych vyvojovych cest.
Odliéuji se histologicky, pﬁsobenim odlién;’rch genﬁ a také klinick;’zmi projevy (viz obrazek
PIK3CA. Tento nador se stava invazivnim v 15 % ptipadi. Vznik karcinomu in situ je
zptisoben mutaci gend TP53, RB, PTEN, které potlacuji vznik nadorti. Tento karcinom se
stava az v 80 % piipadil invazivnim®*'. Mechanizmy vyvojovych cest urotelidlniho karcinomu

jsou shrnuty na obrazku 10.

9pDel
(INK4A)

RAS
FGFR3
PI3K Low Grade High Grade
9qDel Povrchovy papilarni Povrchovy papilarni 15 %

karcinom karcinom -

5 pT1 pT2
o
Normalni ]
ik Al Invazivni karcinom
TP53 160 - 80 %

6qDel, 11pDel, 18qDel
PTEN

5qDel, 3pDel, 10gDel
Karcinoma In Situ y p

(High Grade)
Obrazek 10 — Mechanismy vyvojovych cest urotelialniho karcinomu mocového méchyre.
Delece na p a q ramenu chromozomu — pDel, gDel. RAS — , Rat sarcoma*, FGFR3 —
Fibroblastovy rustovy faktor receptoru 3, PI3K — PI3 kinasa, TP53 — tumorovy protein 53,
RB — retinoblastom, PTEN — fosfitovy homolog *'.
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Na Obrazku 11 jsou znazornény tkané mocového méchyte v riznych nadorovych stadiich s

rozdilnou expresi katepsinu B.

Obrazek 11 — Imunohistochemické detekce katepsinu B v tkdanich mocového méchyre. A —
Fyziologicky mocovy méchyr, s katepsinem v cytoplasmé lumen bunék. Sipka zndzoriuje
makrofagy s pozitivni skvrnou katepsinu B. B — Grade pT1 karcinomu ukazuje nizkou expresi
katepsinu B v cytoplasme. C - Invazivni karcinom s intenzivni expresi katepsinu B. D —

Vysokd exprese katepsinu B v cytoplasmatickych vezikuldch. Zvétseni DI — 200x, D2 — 400x*".

Mezi hlavni ptic¢iny vzniku nddort mocového méchyte patii: koufeni, které je pti¢inou
vzniku nadort az v 50 % ptipadl, dalsim faktorem je Casty vyskyt v prostiedi s aromatickymi
aminy (napiiklad v textilnim primyslu), nebo také ionizujici zafeni. Pfehled hlavnich faktort

rizikovych pro vznik nadoru je shrnut v tabulce 4*%.
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Tabulka 4 — Rizikové faktory spojované se vznikem nadoru mocového méchyie*.

Hlavni priciny Neprokazané Bez spojitosti
Koufeni cigaret, doutnik Pasivni koufeni Anilin
Polyaromatické uhlovodiky =~ Halogenované uhlovodiky Uméla sladidla
Aromatické aminy Dusi¢nany a dusitany Analgetika

(Napft. naftylamin, benzidin,

chloranilin)

Vysokd koncentrace arsenu Nizka  koncentrace  arsenu

v pitné vodé (> 0,2 mg I'") v pitné vodé (< 0,2 mg I'")

Chronické zanéty Lidsky Papillomavirus (HPV)

Imunosupresiva Nedostatek vitaminu D
(Cyklosporin, Leflunomid)
Fenacetin

Aristolochia fangchi

Ionizujici zafeni
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4.1 Nadorové markery

V dnesni dobé¢ se hledaji vhodné biomarkery, které by dokazaly vhodné rozlisit, zda se
nachdzi nador ve fazi progrese ¢i metastaze a snizily cenu na vynalozené prostfedky pro

. e 40,43
prognézu a 1éCbu™™.

Takovy vhodny marker by mél spliiovat podminky, jak ucelu
screeningu vysoce rizikovych skupin pacienttl, tak dohledu nad pacienty s anamnézou nadoru
mocového méchyte®™. Idealni marker by mél byt vysoce specificky k danému typu nadoru a

velmi citlivy, aby predesel fale$né pozitivnim vysledkiim (viz tabulka 5)**.

Tabulka 5 — Charakteristika idedlntho markeru™*.

Vlastnosti Charakteristika

Vysoka specifi¢nost Detekce pouze 1 typu nadoru

Vysoka senzitivita Bez detekce ve fyziologickych stavech

Dlouha doba detekce Moznost testovani pii riznych stadiich
nadoru

Hodnoty zavislé na velikosti nadoru Prognoza a ptedvidatelnost pouziti

nadorového markeru

Kratky polocas rozpadu Casty sériovy monitoring hodnot markeru
Jednoduchy a levny Screeningova aplikace
Jednoduchost pouziti Dosazitelnost pro Sirokou vefejnost

Biomarkery nadoru mocového méchyie nabizeji mimo jiné informace o biologické
charakterizaci nadoru. Slouzi k v€asné detekci nadori, diagnéze a prognodze nadorového
onemocnéni, &i poskytuji zp&tnou vazbu na proces 1é&by (viz obrazek 12)*°. V posledni dob&
byla nalezena fada markerl, které jsou vyznamné v klinickych souvislostech s diagndzou,
zatazenim nadorti &i prognézou odpovédi pacienta na pozadovanou 1é¢bu®. Stile viak lze

. r v . RN o0 vt 1r M1 W . o v r % v 40
objevovat nové moznosti vyuziti biomarkert pfi lé¢bé nddorit mo¢ového méchyie™.
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Predpokladana V&asna detekce Diagndza
odpovéd’ na terapii

= T \ T Monitorovaci
adorovy staging ‘\ odpovéd’ na lécbu

Proteiny ~
Biomark & kyseli Objev léciva
Screening — lomarkery NuMk;::vb::;yt:elmv ST:ll:‘l;arldy — j

Malé molekuly

« N

Utinnost lé¢by J \ Progndza

Rozpoznéni _ !'_éégg
g ednotlivce
RO Klasifikace !

a rozdéleni

Obrazek 12 — Hlavni charakteristiky a funkce biomarkeri™.

V nékolika studiich byla porovnavana klinicka senzitivita a specificita nddorovych
markerlt s cytologickymi testy. Vé&tSina znich méla pozorovatelné lepsi senzitivitu
k rozpoznani nadoru mocového méchyie (viz tabulka 6). Senzitivita i specificita je u markera
ovlivnéna nckolika faktory, mezi které napiiklad patii: vjakém stddiu se dany nador
vyskytuje (grading a staging) ¢i velikost nddoru. Je také prokdzana nizsi senzitivita u tzv.
,low grade* nadorti. Mnoho markeri také ukazuje nizsi specificitu mezi pacienty s benignimi
urologickymi stavy, jako jsou infekce mocCovych cest, cystitida, hematurie, urolitidza a
benigni hyperplazie prostaty®. V tabulce 6 jsou popsany biomarkery, které jsou v sou¢asné

dobé¢ nejcasteji vyuzivané pro diagnostiku karcinomu mocového méchyie.
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Tabulka 6 — Soucasné nadorové markery karcinomu mocového méchyre

v 45,46

Test / marker Detekce Typ testu Senzitivita  Specificita
(%) (%)
Cytologie Nédorové buiiky Mikroskopie 11-76 >90
Hematurie A: Hemoglobin A: Testovact A: 50-90 A: nizka
B: Erytrocyty prouzek B: 100 B: 100
B: Interferen¢ni-
kontrastni
mikroskopie
BTA-Stat Komplementarni Imunologicky 36-89 50-70
faktor H-ptibuzny testovaci prouzek
protein
BTA-TRAK Komplementarni Sendvicova ELISA  57-83 50
faktor H-ptibuzny
protein
NMP-22 NUMA Sendvicova ELISA  47-100 55-80
BLCA-4 Nuklearni matrix ELISA 96,4 81-100
protein
Survivin Inhibitor Bio-dot test 100 87-100
apoptického genu
UBC Cytokeratin 8, 18 Sendvicova ELISA  36-79 88-92
Cytokeratin 20 Cytoskeletalni RT-PCR, 82-87 55-70
protein imunocytologie
CYFRA 21-1 Cytokeratin 19 Radioimunologicky ~ 75-97 67-71
test,
elektrochemolumine
scenéni
imunoanalyza
HA-HAase Kyselina ELISA 88-94 63-71
hyaluronova
Mikrosatelitni DNA  Mikrosatelitni Genomickd DNA 72-97 >95
test markery PCR
Telomerasa (TRAP) Enzymovd aktivita =~ TRAP test 70-90, 60-70
Nestalé
v mo¢i (7-
46)
Telomerasa hTERT RT-PCR 83-95, 24 60-70
(hTERT)
ImmunoCyt Karcinoembrionalni Imunocytochemicky 38-90 73-80
antigeny
DD23 Nédor-asociovany ~ Imunocytochemicky 73-100 33-67,5
antigen
Katepsiny Katepsin Imunochemicky 33-56 87-92

Zkratky: BTA-Stat — ,,Bladder tumor antigen test, NMP-22 — | Nuclear matrix protein 22°, BLCA-4 — ,B-

lymphocyte carcinoma cross-reacting antigen 4, UBC — Nadory mocCového méchyie, CYFRA 21-1 —

,»Cytokeratin fragment 21-1°, HA — kyselina hyaluronova, hTERT — ,,human reverse transcriptase, TRAP test —

,,Telomeric repeat amplification protocol assay, ELISA — ,,Enzyme-linked immunosorbent assay“, RT-PCR —

Reverzni transkriptazova - polymerazova fetézova reakce.
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5 Metody detekce biomarkeri

V dnesni dobé patii mezi nejcastéji vyuzivané analytické metody enzymatické testy na
stanoveni sérovych koncentraci biomarkerid. Imunologické detekce jsou zalozeny na
monoklondlnich protilatkach, které se specificky vazi na epitopy nadorovych markerti a
nasledné jsou identifikovany rlznymi metodami (viz tabulka 7). Mohou byt obarveny
v imunohistochemickych testech, radioaktivné oznaceny v radioimunologickych testech ¢i

enzymaticky zachyceny v metodé ELISA*.

Tabulka 7 — Metody detekce tumorovych markerii™*’.

Serologie Enzymaticky testy

Imunologie Imunohistochemické
Imunofluorescenéni
Radioimunologické
ELISA

Fluidni cytometrie

Cytogenetické analyzy FISH
Spektralni karyotyp
Komparativni genomické hybridizace
LC-MS/MS

Genetické analyzy Sekvenovani

Gelova elektroforéza

DNA ¢ipovani

Western Blot
Proteomika SELDI

Zkratky: ELISA - ,Enzyme-linked immunosorbent assay*, FISH — Fluorescenéni hybridizace in situ, SELDI

— Povrchem zvysena laserova desorpce/ionizace, LC-MS/MS — Kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii.
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5.1 Imunochemické stanoveni nadorovych markeri

Imunochemickd metoda ELISA je Siroce pouZzivand k diagnostickym ucelim
v medicing, ke kontrole méfeni kvality vyrobkll v priimyslu. Hlavnim konceptem imunitnich
reakci je navazani antigenu ke specifické protilatce, coz umoziuje kvantitativné detekovat

antigeny ve formé proteini, hormonti nebo protilatek v tekutém roztoku*®.

Metody ELISA se daji rozdélit podle nékolika parametri na pfimou a nepiimou,
kompetitivni a nekompetitivni, podle druhu vazanych latek, zda stanovujeme protilatky ¢i

48,49

antigeny a metodu sendvicovou . Déle jsou uvedené jednotlivé principy:

e Prima

Jedna se o jednoduchy typ metody ELISA. Nejdfive jsou antigeny ze vzorku navazany k
povrchu mikrotitrani desticky (viz obrazek 13). Nasleduje promyti a navadzani protilatek
s navazanym enzymem. Po pfidani substratu je substrat enzymaticky pfeménén a nasledna

barevna zména je odezvou koncentrace latky ze vzorku®.

=
Z. W,
2 P
"1{9.1__ L’i =
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. 2 ~3 3 &
% & N N N @ N
z {7 z z o=_. 20O

g 2 720 7
Navazani antigend Vymyti Navdzani enzymaticky ~ Vymyti protilatek Pfidani substratu
nenavazanych vazanych protilatek a prilb&h enzymatické
antigen( reakce

Obrdzek 13 — Pritbéh enzymatické metody piimd ELISA®.
e Nepifima

Analyzovany antigen ve vzorku je pfichycen na jamkach mikrotitracni desticky,
nasledné je pfidan roztok nereaktivniho proteinu (napiiklad hovézi sérovy albumin), ktery
zablokuje prazdné jamky, do kterych se antigen nenavéazal. Poté jsou pfidany primdrni
protilatky, které se specificky navazi na antigeny. Nasledné se na né navazi sekundarni
protilatky s enzymem, ktery reaguje s pfidanym substratem (viz obrazek 14). Koncentrace

primarnich protilatek odpovid4 intenzité zabarveni roztoku*®.
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Adsorpce antigend Vazani specifickych Navazani sekundérnich Vymyti nenavazanych Pridani substratu
k povrchu protildtek k antigentim, protildtek s enzymem protilatek a préibéh enzymatické
ostatni jsou vymyty reakce

Obrdzek 14 — Pritbéh enzymatické metody nepiimd ELISA™.

e Sendvicova

Na povrchu jamek v mikrotitraénich desti¢kdch je navdzano znamé mnoZstvi
protilatky, na kterou se vaze pozadovany antigen. Nasledné je piiddna specifickd primarni
protilatka, na kterou se pozd¢ji vaze sekundarni protilatka s enzymem. Substrat po piidani je
enzymaticky pfeménén a nastane barevnd zména, kterd je kvantitativné meétena (viz obrazek

15). Koncentrace antigenu odpovida ptimo barevné zméné roztoku.

Vyhodou této metody je jeji vysokd specificita a citlivost, zajiSténd pouzitim

. , o v v - . W e e . . 48
specifické protilatky, coZ umoziuje stanovovat antigen ve smeési s jinymi antigeny .

Navazané protilatky ~ Navazané antigeni Navazani protilatek Navazani sekundarnich PFidani substratu

k povrchu a promyti k antigen@im protilatek s enzymem a préibéh enzymatické
nasledné promyti nasledné promyti reakce

Obrdzek 15 — Pritbéh enzymatické metody nepiimd sendvicova ELISA®.
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e Kompetitivni

Kompetitivni reakce nastdva mezi antigenem ve vzorku a antigenem. Nejdiive je

protilatka s antigenem inkubovana, za vzniku komplexu protilatka-antigen (viz obrazek 16).

Tento komplex je ptidan do jamek, které byly navazany stejnym antigenem. Po inkubaci jsou

nenavazané protilatky vymyty. Cim vice antigenu je ve vzorku, tim vice primarnich protilatek

bude navazano k antigenu ve vzorku. Nasledné¢ jsou navdzany sekundéarni protilatky

s enzymem. Substrat poté vyvold barevny signal. VyS$s$i odezva signalu, odpovidd nizsi

koncentraci antigenu ve vzorku. Hlavni vyhodou této metody je jeji citlivost k rozdilnym

.o Xo:48
antigenum ve smest .

-
. ?,&lg

— Ty
Protilatky se vazi k antigenu Protilatky se nevazi k antigenu
a soutézi o navazani a nesoutezi tak o navazani
k povrchu vazanému antigenu k povrchu vazanému antigenu
(ii) (ii)
i q = By Vazani konjugatu
™\ Seongy, Konjugdt s enzymem ( "5{-_5\3(}“2 e i
b o g ymem
e 45 se nevaze i NN
@ DF 7
> Nt ‘ nENZ
(111) Prob&hne
5 _"L.g_}.:,:h Pridavkem substrét.u %}ENZ. O enzymaticka
O o _neprobéhne enzymaticka | [ P33 ® O reakce a
O OOQ reakce '

& | =
JoPe e ® ¢ lestypior
!_.Q,E}Jb : | L@C%O\ENZ. O po pridani
Obrazek 16 — Priitbéh enzymatické metody neprimd kompetitivni ELISA®.
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6 Cil prace

1) Stanovit koncentraci aktivni a neaktivni formy katepsinu B
vmoci a v séru u pacientii s karcinomem mocového méchyre

enzymovymi imunochemickymi metodami.

2) Porovnat diagnostické ucinnosti metod s ohledem na jejich
vyuziti pro rutinni diagnostiku pacientii s karcinomem

mocového méchyie.
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7 Experimentalni ¢ast

7.1 Stanoveni katepsinu B v séru a v moci

7.1.1 Instrumentace, Reagencie

e Reagencni sada ELISA Kit pro katepsin B (Cloud-Clone Corporation, USA)
o katalogové ¢islo SEC964Hu

o Reagencie obsazené v kitu jsou uvedeny v tabulce 8

Tabulka 8 — Reagencie obsazené v kit soupravé pro katepsin B™.

Reagencie MnoZzstvi, specifikace

Mikrotitracni desti¢ky katepsin B 96 jamek potazenych mysSi monoklonalni
protilatkou proti katepsinu B

Standard 2

Redici roztok standardu (Standard Diluent) 1 x20 ml

Detekéni ¢inidlo A (Detection Reagent A) 1 x120 pl

Detekéni ¢inidlo B (Detection Reagent B) 1 x120 pl

Redici roztok A (Assay Diluent A) 1 x12ml

Redici roztok B (Assay Diluent B) 1 x12ml

TMB substrat (TMB Substrate) I x 9 ml stabilniho peroxidu vodiku a
tetramethylbenzidinu

Stop roztok (Stop Solution) 1 x 6 ml 2 M kyseliny sirové

Promyvaci roztok (Wash Buffer) 1 x 20 ml (30 x koncentrovany)
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e Spektrofotometr TECAN Sunrise (Tecan, Rakousko)
o software Magellan Clinical verze 4.2
e Lednice Liebeherr s monitorovanim teplot pomoci systému Falcon
e Centrifuga ALC 4214 (ALC International s.r.0., Italie)
e Termostat (VWR Incu line, Némecko)
e Vortex

e Automatické mikropipety 10 — 1000 pl (Biohit, Finn pipette)

7.1.2 Princip enzymového testu

Metoda je zalozena na nekompetitivni metodé¢ ELISA sendvicového typu. Dodavana
souprava kitu slouzi ke kvantitativni analyze katepsinu B v lidském séru, plasmé,

homogenizovanych tkanich a v dalsich biologickych tekutinach™.

Mikrotitracni desticka doddvana v kitu je potazena specifickymi protilatkami pro
katepsin B. Do jamek jsou pipetovany standardy a vzorky. Dale jsou piidany protilatky
specifické pro katepsin B znacené biotinem. Avidin-peroxidasa je pfidana do kazdé jamky.
Vzniké tak sendvicovy komplex antigenu s protiladtkou. Po pfidani TMB substratu prob¢hne
reakce pouze u jamek, které obsahuji komplex katepsinu B s protilatkou vazanou s biotinem a
enzymové konjugovanym avidinem. Reakce je zastavena pfidanim kyseliny sirové a barevna
zména je meéfena pfi 450 nm. Koncentrace katepsinu B u vzorkli je urena odectenim

absorbance vzork z kalibraéni kiivky".
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7.1.3 Analytické znaky metody

Analytické znaky metody byly pfevzaty z dokumentace poskytnuté vyrobcem (viz

tabulka 9)°.

Tabulka 9 — Prehled analytickych znakii metody’™.

Znaky metody

Hodnota

Pracovni rozsah metody

Vytéznost (recovery) pro sérum

Linearita v procentech vztazené k teoretické

hodnot¢ pro rizné koncentrace
Opakovatelnost CV

Reprodukovatelnost CV

0,312 - 20 pg/l

90 % (rozmezi 82 — 97 %)

1:2 1:4 1:8
80-82 %  93-105%  87-97 %
<10 %

<12 %

1:16

95-103 %

CV — Variaéni koeficient

7.1.4 Pracovni postup

Pro pfipravu séra se nechd odebrana krev srazet ve zkumavkach se separa¢nim gelem a

aktivatorem srdZeni po dobu dvou hodin pti pokojové teploté. Poté se krev centrifuguje po

dobu 20 minut pti 1000 x g. Sérum je oddé€leno a vzorky lze bud’ ihned méfit, ¢i je uschovat v

alikvotech pti — 20 °C, aby se predeslo opétovnému rozmrazovani vzorku.

U moci se provadi ranni odbér, kdy je mo¢ koncentrovanéj$i a s niz§im pH, do

ptedurc¢enych plastovych zkumavek. K odstranéni nezadoucich ¢astic je vyuzito centrifugace,

nasledné Ize mo¢ ihned analyzovat & zmrazit v alikvotech pii — 20 °C*°,

Pfiprava reagencii:

e Pfed pouzitim byla cel4 sada kitu temperovana pti pokojové teplote.

e Nejprve byl pfipraven standard o koncentraci 40 ng/ml, tuhd faze standardu byla

natfedéna 1,0 ml standardniho roztoku. Standard byl jemné& promichan a ponechan 10

minut pii pokojové teploté.

e Ze standardu byla pfipravena sedmi bodova kalibra¢ni fada (viz obrazek 17).

Kalibrace byla pfipravena postupnym fedénim. Nejprve bylo do vSech zkumavek
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pipetovano 500 pl standardniho roztoku, nasledné probéhlo fedéni dvojkovou fadou
dle obrazku 17. Grafy kalibracnich kfivek jsou znadzornény na obrazcich 18 a 19.

Charakter kiivek odpovida charakteru kiivek predepsany vyrobcem.

500 pl 500 pl 500 i 500 pl 500 pl 500 pl

Standard
1 2 3 4

Zkumavka

5 6 7 8 9
Koncentrace (ng/ml) 40 20 10 b 25 1.25 0.625 0.312 0

Obrdazek 17 — Kalibracni Fada pro katepsin B.

e Detekeni ¢inidla A a B byla fedéna fedicimi roztoky A a B v poméru 1 : 100. K 120 pl
detek¢niho ¢inidla bylo pfidano 11 880 pl fediciho roztoku.
e Promyvaci roztok byl pfipraven z30 x koncentrovaného promyvaciho roztoku,

nafedénim destilovanou vodou na celkovy objem 600 ml.
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Obrdazek 18 — Priklad kalibracni kiivky pro sérum.
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Obrazek 19 — Priklad kalibracni kiivky pro moc.
Pracovni postup:

e Do piislusnych jamek na mikrotitracni desticce bylo pipetovano 100 pl od kazdého
standardu, métenych vzorkll a slepy vzorek (fedici roztok standardu). Jamky byly
zakryté ochranou folii a inkubovany v termostatu pfi 37 °C po dobu 2 hodin.

e Po inkubaci byla odsata tekuta faze z jamek za pomoci vyvévy a do kazdé jamky bylo
pfidano 100 pl detekéniho ¢inidla A. Desticka byla zakryta folii a inkubovana 1
hodinu pfi 37 °C.

e Jamky byly odsaty na automatické promyvacce a nésledné 3 x promyty promyvacim
roztokem. Promyvéni probihalo 350 pl promyvaciho roztoku, ktery byl pokazdé
v desti¢ce ponechén na 90 sekund a nésledné byl odsat.

e Do jamek bylo ptidano 100 ul detek¢niho roztoku B a opét byly jamky zakryty folii a
inkubace probihala 30 minut pii 37 °C.

e Jamky byly 5 x promyty na automatické promyvacce, jako v predeslém kroku.

e Do jamek se ptfidalo 90 ul TMB substratu a inkubovéani probihalo po dobu 15 - 25

minut pifi 37 °C. Bylo potfeba desticku chranit pred svétlem.
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e Do jamek bylo pfidano 50 pl stop roztoku a nastala zména barvy v jamkach z modré
na zlutou.

e Mikrotitracni desti¢ka byla prométena na spektrofotometru pti vinové délce 450 nm.

7.2 Stanoveni prokatepsinu B v séru a v mo¢i

7.2.1 Instrumentace, Reagencie

e Sada Quantikine ELISA Human Pro-Cathepsin B (R&D System, USA)
o Katalogové ¢islo DCATBO

o Reagencie obsazené v kitu jsou uvedeny v tabulce 10

Tabulka 10 — Reagencie obsazené v kit soupravé pro prokatepsin B°'.

Reagencie MnoZzstvi, specifikace

Mikrotitracni desti¢ky prokatepsin B 96 jamek potazenych mysSi monoklonalni

protilatkou proti prokatepsinu B

Prokatepsin B standard 1 x 100 ng
Konjugat prokatepsinu B 1 x21 ml
Redici roztok RD1-34 1x11ml

(Assay diluent RD1-34)

Koncentrovany fedici kalibrator RD5-34 1 x21 ml
(Calibrator Diluent RD5-34 Concentrate)

Koncentrovany pufr 3 1 x21 ml
(Cell lysis buffer 3 concentrate)

Koncentrovany promyvaci roztok 1 x21 ml

(Wash buffer concentrate)

Barevné Cinidlo A (Color reagent A) 1 x 12 ml stabilniho peroxidu vodiku
Barevné ¢inidlo B (Color reagent B) 1 x 12 ml tetramethylbenzidinu
Stop roztok (Stop solution) 1 x 6 ml 2M kyseliny sirové
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e Spektrofotometr TECAN Sunrise (Tecan, Rakousko)
o software Magellan Clinical verze 4.2
e Lednice Liebeherr s monitorovanim teplot pomoci systému Falcon
e Centrifuga ALC 4214 (ALC International s.r.0., [talie)
e Termostat (VWR Incu line, Némecko)
e Vortex

e Automatické mikropipety 10 — 1000 pl (Biohit, Finn pipette)

7.2.2 Princip enzymového testu

Metoda slouzi k stanoveni koncentrace lidského prokatepsinu B v séru, plasmé,
slinach, moci a v bunéénych tekutinach. Jedna se o kvantitativni enzymovou imunoanalyzu
sendvi¢ového typu. Metoda vyuzivad monoklonalnich protilatek specifickych pro katepsin B,
které jsou navazané v jamkach na mikrotitracni desticce. Vzorky a standardy jsou pipetovany
do jamek desticky a prokatepsin B je vdzan k imobilizovanym protilatkdm. Po promyti jsou
odstranény vSechny nenavazané substance a jsou pfidany enzymové vazané protilatky pro
katepsin B. Nenavazané protilatky jsou vymyty a je pfidan substrat, ktery zptsobi barevnou
zménu v zavislosti na koncentraci prokatepsinu B. Reakce je zastavena roztokem kyseliny
sirové a barevna zména je méfena pii 450 nm. Koncentrace prokatepsinu B je stanovovana

ode&tenim absorbance z kalibraéni kiivky’'.

7.2.3 Analytické znaky metody

Analytické znaky metody byly pfevzaty z dokumentace poskytnuté vyrobcem a jsou

uvedeny v tabulce 11 a 12°'.
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Tabulka 11 — Piehled analytickych znakii metody pro sérum’'.

Znaky metody

Hodnota

Pracovni rozsah metody

27 — 126 ng/ml

Linearita v procentech vztaZzena k teoretické 1:2 1:4 1:8 1:16
hodnot€ pro rizné koncentrace prokatepsinu B 98-106 % 98-110%  96-106 %  89-108 %
Opakovatelnost CV <54 %

Reprodukovatelnost CV <7,8%

CV — Variac¢ni koeficient

Tabulka 12 — Piehled analytickych znakii metody pro moc”.

Znaky metody Hodnota

Pracovni rozsah metody pro sérum 0 —2,54 ng/ml

Linearita v procentech vztaZzend k teoretické 1:2 1:4 1:8 16
hodnoté¢ pro rizné koncentrace prokatepsinu B 99-109 % 89-124% 124 %
Opakovatelnost CV <4,8%

Reprodukovatelnost CV <7,0%

CV — Variacni koeficient

7.2.4 Pracovni postup

Pro pfipravu séra se nechd odebrana krev sraZet ve zkumavkach se separa¢nim gelem a

aktivatorem srdZeni po dobu dvou hodin pti pokojové teploté. Poté se krev centrifuguje po

dobu 15 minut pti 1000 x g. Sérum je odd¢€leno a vzorky lze bud’ ihned méfit, ¢i je uschovat v

alikvotech pti — 20 °C, aby se pfedeslo opétovnému rozmrazovani vzorku.

U moci se provadi ranni odbér, kdy je mo¢ koncentrovanéj$i a s niz§im pH, do

ptedur¢enych plastovych zkumavek. K odstranéni nezddoucich castic je vyuzito centrifugace,

nasledné Ize mo¢ ihned analyzovat & zmrazit v alikvotech pii— 20 °C'.
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Pfiprava reagencii:

e Vzorky séra byly fedény 20x koncentrovanym fedicim kalibratorem RD5-34.

e Vzorky moci byly fedény 2x koncentrovanym fedicim kalibratorem RD5-34.

e Barevné Cinidla byla smichéna 15 minut pted pouzitim.

e 100 ng standardu bylo rozpusténo 1,0 ml destilované vody.

e Redici kalibrator byl pfipraven nafedénim 10 ml koncentrovaného kalibratoru RD1-34

10 ml destilované vody.

e Promyvaci roztok byl pfipraven zifedénim 20 ml koncentrovan¢ho promyvaciho

roztoku destlilovanou vodou do celkového objemu 500 ml.

e Kalibra¢ni fada byla pfipravena pfidanim 40 pl standardu do 360 pl fediciho

kalibratoru. Dale probéhlo tedéni dvojkovou tadou (viz obrazek 20). Grafy

kalibra¢nich kifivek jsou znazornény na obrazcich 21 a 22, jejich charakter odpovida

charakteru kiivek ptedepsany vyrobcem.

STANDARD

100 10 5 25

Obrdzek 20 — Kalibracni fada pro prokatepsin B°'.
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Obrazek 22 — Priklad kalibracni krivky pro moc.
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Pracovni postup:

e Do kazdé¢ jamky bylo ptidano 100 pl fediciho roztoku RD1-34.

e Do piislusnych jamek bylo pipetovano 50 ul standardd, vzorkl a slepého vzorku.
Desticka byla zalepena folii a inkubovana po dobu 2 hodin pfi 2 — 8 °C.

e Jamky byly 4 x promyty 400 pl promyvaciho roztoku.

e Dile bylo pfidano 200 pl konjugatu prokatepsinu B. Desticka byla zalepena folii a
inkubovéna 2 hodiny pii 2 — 8 °C

e Jamky byly opét 4 x promyty 400 pl promyvaciho roztoku.

e Nasledné se pipetovalo 200 pl roztoku substratu (smés barevnych ¢inidel A a B) a
inkubace probihala 30 minut pii pokojové teploté, chranéné proti svétlu.

e K zastaveni reakce bylo pouzito 50 pl stop roztoku.

e Barevnd intenzita byla métfena na spektrofotometru pti vinové délce 450 nm s korekci

540 ¢1 570 nm.

7.3 Stanoveni kreatininu

Kreatinin vznik4 dehydrataci kreatinu a fosfokreatinu. Kreatinin je stanovovéan v séru i
moci a predevS§im je vyuzivan k vySetfeni funkénosti ledvin (kreatinova clearence). Jeho
koncentrace v krvi je umérna svalové hmoté a jeho stabilni koncentrace je narusena pouze
onemocnénim ledvin. Ke stanoveni kreatininu se vyuzivaji enzymatické i chemické

metody*2.

Zvysend koncentrace katepsinu B v moci nastava u pacientd pfi malignich stavech, coz
miZe byt zpisobeno zvysenou glomeruldrni filtraci ¢i diurézou. K eliminaci vlivu diurézy se
provadi korekce koncentrace katepsinu B v mo¢i na kreatinin. Koncentrace katepsinu B

v moéi je vyjadena v ug katepsinu B na mmol kreatininu™*.

Kreatinin byl méfen z divodu eliminace vlivu diurézy. Katepsin B je totiz pfii

malignich stavech vylu¢ovan do moci, ¢im miiZze byt jeho koncentrace zvysena

Vtéto praci byl kreatinin stanoven enzymaticky, pomoci kaskddovych reakci.
Nejdiive byl kreatinin pfeménén na kreatin, ktery byl enzymaticky pfeveden na konecné
produkty reakce v podobé peroxidu vodiku a nikotinamidadenindinukleotidu (NAD)®. Pokles
NADH byl stanoven fotometricky jako pokles absorbance pifi 340 nm a koncentrace ubytku

NADH byla umérna koncentraci kreatininu ve vzorku.
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V moc¢i se kreatinin stanovoval enzymatickou kreatindeaminasovou metodou.

Referenéni hodnoty pro kreatinin byly 5,7 — 14,7 mmol/I*.

7.4 Statisticka analyza

Pro statistické zpracovani naméfenych dat byl pouzit neparametricky Mann-
Whitneytiv U-test, kterym byly sledovany rozdily mezi skupinami. Za statisticky vyznamné se
povazovaly hodnoty na hladin¢ vyznamnosti P < 0,05. Diagnostickd ucinnost byla
vyhodnocena pomoci ROC analyzy. Pro statistické analyzy dat byl pouzit program GraphPad

Prism 6.

7.5 Charakteristika pacientii a kontrolni skupiny

Vzorky moce a séra pacientll s karcinomem mocového méchyte byly zamrazeny a
udrzovany pfi teploté -70°C. Koncentrace katepsinu B a prokatepsinu B v moci a séru byla
meéfena u pacientll a kontrolni skupiny (viz tabulka 13). Pocet pacientii ¢inil 82 vzorki, v
zastoupeni 47 muzi a 35 zen, s primérnym vékem 66,5 let. Kontrolni skupina obsahovala 72

vzorkd, z toho 31 muzii a 41 Zen, s primérnym vékem 58,5 let.

Tabulka 13 — Charakteristika pacientii a kontrolni skupiny.

Nazev Kontrolni skupina Pacienti
Pocet 72 82

Muzi/ Zeny 31/41 47/ 35
Primérny vék (roky) (rozsah) 58,5(23-92) 66,5 (43 - 83)

49



8 Vysledky

U pacientli s karcinomem mocového méchyfe byly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily v koncentracich katepsinu B i prokatepsinu B. Katepsin B byl vyznamné zvysen (P =
0,0109) u pacientii v moci oproti kontrolni skupiné, také pomér katepsinu B na kreatinin je
statisticky vyznamny (P = 0,0123). U prokatepsinu B jsou hodnoty u pacientli vyznamné
zvySeny v moc€i 1 séru, a také u poméru prokatepsinu B na kreatinin. Souhrn ziskanych
vysledkii je uveden v tabulce 14 pro katepsin B a vtabulce 15 pro prokatepsin B.

Signifikantni rozdily mezi sledovanymi analyty ve skupindch jsou zndzornény tu¢né.

Tabulka 14 — Statisticka data pro katepsin B.

Nazev Kontrolni skupina Pacienti P — hodnota
n=72) (n=82) P <0,05

S-katepsin B (ng/l) 4,24 (0,07 - 16,79) 4,80 (0,47 —16,16) 0,7517

mediéan (rozsah)

U-katepsin B (ng/l) 0,90 (0,14 — 19,40) 3,55 (0,11 -19,87) 0,0109

median (rozsah)

U-kreatinin (mmol/I) 8,0(2,3-28,2) 7,9 (1,1 —28,3) 0,7675

mediéan (rozsah)
U-katepsin B/U-kreatinin 0,12 (0,02 — 3,88) 0,39 (0,02 - 11,63) 0,0123

(ng/mmol) median (rozsah)

S- sérum, U- moc.

Tabulka 15 — Statisticka data pro prokatepsin B.

Nazev Kontrolni skupina Pacienti P — hodnota
n=72) (n=82) P <0,05

S-prokatepsin B (ug/l) 58,66 (24,06 — 163,88) 73,34 (30,16 — 188,72)  0,0005

median (rozsah)

U-prokatepsin B (ng/l) 1,35 (0,42 - 16,78) 3,94 (0,77 —122,92) <0,0001

median (rozsah)

U-kreatinin (mmol/I) 8,0(2,3-28,2) 7,9 (1,1 —28,3) 0,7675

mediéan (rozsah)
U-prokatepsin B/U-kreatinin 0,19 (0,03 —2,21) 0,56 (0,12 —32,35) <0,0001

(ng/mmol) median (rozsah)
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Byla sledovéna diagnosticka efektivita katespinu B a prokatepsinu B. Katepsin B

vykazuje vySsi diagnostickou efektivitu pro naddor mocového méchyte u hodnot katepsinu B

meétenych v moci (AUC = 0,63) oproti hodnotdm v séru (AUC = 0,52). Shrnuti vysledki je

v tabulce 16 a grafické zobrazeni srovnani ROC kiivek je na obrazku 23.

Tabulka 16 — Porovnani diagnostické efektivity katepsinu B v séru a v moci.

Nazev AUC (95% interval spolehlivosti)
S-katepsin B (ng/l) 0,52 (0,42 -0,61)
U-katepsin B (ng/l) 0,63 (0,53 -0,73)
U-katepsin B/U-kreatinin (pg/mmol) 0,62 (0,53 —0,73)

S- sérum, U- moc.

Senzitivita %

100+

— S-katepsin B
--- U-katepsin B
- U-kat B/U-kreatinin

AUC S-katepsin B vs. AUC U-katepsin B P =0,1021

= PR AUC S-katepsin B vs. AUC U-katepsin B/kreatinin P =0,1038

AUC U-katepsin B vs. AUC U-katepsin B/kreatinin P =0,9773

] 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 €5 70 75 80 85 90 95 100

100% - Specificita %

Obrazek 23 — Porovnani diagnostické efektivity katepsinu B v séru a v moci.
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Diagnosticky efektivnéj§i pro nador mocového méchyie je prokatepsin B v moci
(AUC = 0,77), u séra dosahoval nizsi efektivity (AUC = 0,66), shrnuto v tabulce 17. Grafické

srovnani diagnostické efektivity pomoci ROC kiivek je znazornéno na obrazku 24.

Tabulka 17 — Porovnani diagnostické efektivity prokatepsinu B v séru a v moci.

Nazev AUC (95% interval spolehlivosti)
S-prokatepsin B (pg/l) 0,66 (0,58 —0,75)
U-prokatepsin B (ug/l) 0,77 (0,70 — 0,85)
U-prokatepsin B/U-kreatinin (pg/mmol) 0,76 (0,69 — 0,84)

S- sérum, U- moc.

100 -

---------

— S-prokatepsinB

Senzitivita %

= : --- U-prokatepsin B
;z -+ U-prokat B/U-kreatinin
5]

AUC S-prokatepsin B vs. AUC U-prokatepsin B P =0,0582

1071 AUC S-prokatepsin B vs. AUC U-prokatepsin B/kreatinin P = 0 0927
51 AUC U-prokatepsin B vs. AUC U-prokatepsin B/kreatinin P =0,8118
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

100% - Specificita %

Obrdazek 24 — Porovnani diagnostické efektivity prokatepsinu B v séru a v moci.
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Srovnani hodnot AUC katepsinu B v moc¢i, séru a poméru katepsinu B na kreatinin se
vyznamn¢ statisticky neli$i 1 pfes rozdilné hodnoty AUC. Podobné je tomu i pfi srovnani
hodnot AUC u prokatepsinu B (viz obrazek 23, 24). Naproti tomu pfi srovnani hodnot AUC
katepsinu B s prokatepsinem B v séru, moc¢i i pomé&ru katepsint B na kreatinin je prokatepsin

B diagnosticky efektivnéjsi oproti katepsinu B (viz tabulka 18).

Tabulka 18 — Porovnani diagnostické efektivity katepsinu B a prokatepsinu B.

Nazev Hodnota P
P < 0,05
AUC (S-katepsin B) vs. AUC (S-prokatepsin B) 0,0223
AUC (U-katepsin B) vs. AUC (U-prokatepsin B) 0,0297
AUC (U-katepsin B/kreatinin) vs. AUC (U-prokatepsin B/kreatinin) 0,0406

S- sérum, U- moc.
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9 Diskuze

Cilem této prace bylo stanoveni koncentraci aktivni a neaktivni formy katepsinu B
v séru a v moci u pacientil s karcinomem mocového méchyte. Ziskané vysledky byly pouzity
k porovnéni diagnostické ucinnosti analytickych metod, které by mohly byt vyuzitelné pro
rutinni diagnostiku pacientl s karcinomem mocového méchyfe. V soucasné dobé se stale ve
vétsing piipadi vyuzivaji invazivni metody, proto se hledd vhodny biomarker, ktery by usSetfil
Cas a byl specificky k danému typu nadoru. Vztah mezi koncentraci katepsinu B v aktivni i
neaktivni formé u zdravych jedincti a pacientll Ize vyuzit v n€kolika smérech. Jednak lze
katepsin B vyuzit pro identifikaci primarnich nadorti, dale by mohl byt vhodny pro
monitoring pacientll s recidivou nadoru ¢i screening rizikovych skupin jedincti. ZvySena
exprese katepsinu B byla nalezena u riznych nédorovych onemocnéni (tumory prsu, plic,
prostaty, atd.)*. Katepsin B mize usnadiiovat nadorovou progresi nékolika zptisoby, mezi
které patii pfima degradace membran a extracelularni matrix ¢i nepiimo aktivaci dalSich
proteas nebo degradaci jejich inhibitord. U fady nadorovych onemocnéni byla shledana
pozitivni korelace katepsinu B s invazi a metastdzemi téchto tumorl. Dosud vSak bylo
publikovdno pouze malo studii zabyvajici se problematikou katepsinu B jako potencidlniho

, r v r W v 27
nadorového markeru mocového méchyie™.

Namétené hodnoty katepsinu B v séru dosahovaly u pacientli vyssich hodnot nez u
kontrolnich vzork, ale nebyly statisticky vyznamné (P = 0,7). Naméfené hodnoty katepsinu
B v mo¢i u pacientl byly zvySené oproti kontrolni skupiné (P = 0,01), stejné tak byly zvySené
hodnoty u pacientii u poméru katepsinu B na kreatinin (P = 0,01). Tyto vysledky koreluji
s vyskytem karcinomu mocového méchyfe a shoduji se studii, kterd uvadi vyznamnou
zévislost invazivity a diferenciace karcinomu moc¢ového méchyte (P = 0,0002)*. Naopak
prace zaméfena na vyzkum katepsinit B, L a H uvadi, Ze katepsin B ani H v mo¢i nemaji
zadnou souvislost s invazi nddoru mocového méchyie (P = 0,2), ale pouze katepsin L
vykazoval aktivituv nadorové tkani. Vysledky mohou byt také ovlivnény nedostateénym

mnozstvim naméfenych vzorki a Sirokym rozptylem naméfenych hodnot.

Zvysené¢ hodnoty koncentraci katepsinu B v séru mohou byt zplisobeny vysokym
stupném angioinvazivity, kterd je spojovana s metastdzami v lymfatickych uzlindch a
v pletenci panevnim se vzdalenymi metastdzami do plic, jater, kosti, krku a centralni nervové
soustavy. Pfi vysokém stupni angioinvazivity dochdzi k zvySenému pienosu katepsinu B

r ’ v v ’ v ’ 14 . ro 4 . ’ sy
cévni sténou, coz vede k zvySenym hodnotam katepsinu B v séru’. Studie zabyvajici se
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karcinomem tlustého stieva ukazuje, ze zvySend koncentrace katepsinu B je asociovana spiSe
s highgrade tumory a horsim stavem pacientil a jejich krat$i dobou pieziti’*. Na druhé strang
vsak existuje studie, ktera ukazuje spiSe zvySené hodnoty koncentrace katepsinu B v séru u
lowgrade tumori™. Koncentrace katepsinu B v séru miize byt také ovlivnéna piitomnosti jeho
inhibitorti (cystatiny, stefiny a kinogeny) v séru, které snizuji jeho aktivitu®*. Inhibitory se
mohou vézat na vazebnd mista antigenu, a tim ovlivnit stanoveni koncentrace katepsinu B ¢i

je stéricky branit.

Vysledné hodnoty koncentraci katepsinu B v mo¢i se zdaji byt diagnosticky vhodné&jsi
zdivodu pifimého kontaktu epitelidlnich buncék mocového méchyte. Z epitelidlnich
nadorovych bunék mocového méchyte se mize katepsin B uvoliiovat ptimo do moc¢i, ¢imz by
se mohl eliminovat vliv dal§ich faktorti, které by ovliviiovaly vyslednou koncentraci

katepsinu B v moc¢i u pacientii s karcinomem moc¢ového méchyfe.

Katepsin B a prokatepsin B se fadi mezi proteiny, které jsou secernovany do moci pti
fad¢ malignich onemocnéni, coz mlze byt také podpofeno zvySenou glomerularni filtraci.
Podle jedné studie mize byt koncentrace katepsinu B zvySena jednak glomerularni filtraci, na
druhé stran¢ vSak muze byt pti¢inou zvySenych hodnot v moci i poSkozeni zpétné reabsorpce
katepsinu B proximalnim tubulem ledvin do lysosomi’®. Koncentrace katepsinii B je zavisla
pfedevSim na diuréze. K eliminovani vlivu diurézy bylo vyuZito korekce hodnot koncentraci

katepsinu B a prokatepsinu B na kreatinin®.

Koncentrace prokatepsinu B u pacienti jsou zvySené oproti kontrolni skupiné.
Vyrazné zvysené jsou vysledné hodnoty pro koncentrace prokatepsinu B v moci (P < 0,0001),
poméru U-prokatepsinu B/U-kreatininu (P < 0,0001) a hodnoty koncentraci naméfenych
vséru (P = 0,0005). Zvysené¢ hodnoty prokatepsinu B v séru u pacientll oproti kontrolni
skupiné (P = 0,001) byly sledovany také studii zabyvajici se nadory vajecnikii. Tato studie
poukazuje na dilezitou roli proenzymi u pacientli s nddorovymi onemocnénimi a prokatepsin

B ukazuje jako vhodny biomarker nadoru vajeéniki’’.

Metody pro stanoveni katepsinu B a prokatepsinu B se lisi v n¢kolika smérech.
Piedev§im se odliSuji v uspofadani sendvi€ového komplexu. Metoda pro prokatepsin B
vyuziva piimo vézany konjugét na prokatepsin B, kdeZto u metody pro katepsin B se nejprve
vaze na katepsin B primarni protilatka s biotinem, na kterou se nasledné védze avidin

konjugovany s peroxidasou. Metoda pro katepsin B by mohla byt vice specificka z diivodu

vvvvvv
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chyb pii méfeni. Déle se metody odliSuji teplotou pii inkubaci. Metoda pro katepsin B
vyuzivéa inkubaci pii 37 °C, naproti tomu metoda prokatepsinu B ma inkubacni teplotu 2 — 8
°C a po pfidani substratu vyuziva pokojové teploty. Vzhledem k teplotdm inkubace bude
reakce katepsinu B s antigeny probihat rychleji, avSak pfi dlouhych Casovych intervalech

inkubacnich dob, nejspise rychlost reakce nebude ovliviiovat vyslednou koncentraci analytu.

Diagnosticka efektivita katepsinu B u karcinomu mocového méchyie dosahuje lepsich
vysledkd u stanoveni katepsinu B v mo¢i (AUC = 0,6) a poméru katepsinu B na kreatinin
(AUC = 0,6) oproti diagnostické efektivité katepsinu B v séru (AUC = 0,5). Stejné tak je
diagnosticka ucinnost u prokatepsinu B znatelné lepSi u stanoveni prokatepsinu B v moci
(AUC = 0,8) a pom¢ru prokatepsinu B na kreatinin (AUC = 0,8) neZ u vysledki v séru (AUC
= 0,7). Rozdilné hodnoty AUC u katepsinu B v séru a v moc¢i nejsou statisticky vyznamné (P
= 0,1), podobné& i pfi srovnani hodnot AUC katepsinu B v séru a poméru katepsinu B na
kreatinin (P = 1,0). U prokatepsinu B v porovnani hodnot AUC v séru s hodnotami v moci a
poméru prokatepsinu B na kreatinin nebyly shledany statisticky rozdilné hodnoty (P = 0,06 a
P = 0,09) i ptes rozdilné hodnoty AUC. Statisticky vyznamné rozdily mezi katepsinem B a
prokatepsinem B byly shledany v séru (P = 0,02), v mo¢i (P = 0,03) a poméru na kreatinin (P
= 0,04), kdy prokatepsin B se jevil jako diagnosticky efektivnéjsi. Na ROC kiivkach je vidét,
ze 1 pies rozdilné hodnoty katepsinu B a prokatepsinu B u stanoveni v mo¢i a jejich poméru
na kreatinin, vykazuji ROC ktfivky podobny charakter. Nerovnomérny charakter ROC kiivky
pro katepsin B v séru poukazuje na velkou variabilitu rozptylu hodnot vzorkd. Nejlepsi
diagnostickou efektivitu miZeme pozorovat u prokatepsinu B v moc¢i a jeho poméru na
kreatinin, kdy se ROC kiivky velmi shoduji a dosahuji hodnot AUC > 0,75, coz svéd¢i o
dobrych diagnosticky efektivnich vysledcich.

Vysledné hodnoty katepsinu B vséru naznacuji, sporovnanim 1 s jinymi
studiemi®’****** e aktivita katepsinu B u pacientii s nadorovymi onemocnénimi zaleZi na
spousté okolnosti. Koncentrace v séru jsou ovlivnény diferenciaci a invazivitou nadoru,
plsobenim inhibitorti a mohly by byt ovlivnény i pomérem katepsinu B v aktivni ¢i neaktivni
formé ptfi rGznych nadorovych onemocnénich. Proto stanoveni katepsinu B v séru neni
jednoznacné a bylo by nejspiSe potieba vyssiho mnozstvi vzorkl pro odhaleni plné souvislosti
pacientl s karcinomem mocového méchyie a zdravych jedincti. Vysledky u prokatepsinu B
korelovaly s vyskytem karcinomu mocového méchyte, prozatim vSak nebylo publikovano jen

malé mnozstvi studii zabyvajicich se prokatepsinem B pfi nadorovych onemocnénich. V této

praci se jevi prokatepsin B jako vhodny biomarker karcinomu mo¢ového méchyie.
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Vysledky ziskané v této praci, vS§ak mohou byt ovlivnény nékolika faktory. Mezi tyto
faktory patfi nedostate¢né mnozstvi métenych vzorki, které by vyluCovaly ndhodny vyskyt
extrémnich hodnot. Kontrolni skupina se skladala z mladSich jedinct, nez byla skupina
pacientl a nelze vyloucit, ze s vékem se neméni hodnoty katepsinu B. Déle nelze vyloucit
rozdil hodnot katepsinu B mezi muZi a Zeny a ovlivnéni tak vysledkl jejich nerovnomérnym

rozloZenim u skupiny pacientt a kontrolni skupiny.
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10 Zavér

Enzymatické stanoveni koncentrace katepsinu B v moci i hodnoty poméru
katepsinu B na kreatinin byly zvySené u pacienti s karcinomem mocového méchyre
oproti kontrolni skupiné. Koncentrace katepsinu B v séru nebyly u pacientii zvySené.
Nameéiené hodnoty koncentraci pro prokatepsin B byly zvySené u pacientii v moci i séru

oproti kontrolni skupiné.

Pro stanoveni pritomnosti karcinomu mocového méchyre se jevi vhodné metody
stanoveni koncentraci katepsinu B a prokatepsinu B v moc¢i a jejich pomér na kreatin.
Diagnosticky nejvyhodnéjsi se jevi stanoveni prokatepsinu B v moc¢i, ktery velmi dobie
koreluje s vyskytem karcinomu mocového méchyre. Katepsin B v aktivni i neaktivni
formé je pri stanoveni koncentrace v mo¢i vhodnym markerem pro diagnostiku

karcinomu mocového méchyie.

Diagnosticky nejefektivnéjSim markerem pro stanoveni karcinom mocového

méchyre se jevi prokatepsin B v mo¢i.
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