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Uvod

Prokathepsin D (pCD) je prekurzorem lysozomalni
endopeptidasy kathepsinu D (CD). Prokathepsin D je syn-
tetizovan v endoplazmatickém retikulu ve formé prepro-
kathepsinu ~ D.  OdStépenim  signalni  sekvence
z preprokathepsinu D vznikd pCD, z kterého je nasledné
pomoci proteolytickych enzymil od$tépen aktivaéni peptid
(AP) a vzniké tak aktivni CD (cit.'?). Za fyziologickych
podminek se naléza CD v lysozomech bunék, kde se ucast-
ni degradace intracelularnich proteint, aktivace nékterych
proteas, prekurzori hormonti a dalsich biologicky aktiv-
nich peptidii>. Za patologickych podminek dochézi
ke zvySené sekreci pCD ven zbunck. ZvySené hladiny
pCD/CD byly nalezeny u mnoha typt rakovinnych nadort.
Nezéavislymi studiemi bylo potvrzeno, Ze hladina pCD/CD
uzce souvisi s velikosti nadord, prognézou i s mirou che-
morezistence nadorovych bunek proti chemoterapeutikiim.
Prokathepsin D je dale zvazovan jako mitogenni faktor
podporujici progresi rakoviny, angiogenezi a tvorbu me-
tastdz. Jednim znavrZzenych mechanismii mitogenniho
pusobeni pCD je autokrinni a parakrinni piisobeni struktu-
ry AP (cit.®). Pitomnost pCD sekretovaného rakovinnymi
bunikami v krevnim feciSti vyvolava specifickou imunitni
odpovéd, kdy ¢ast AP je rozpoznana imunitnim systémem
jako cizorody antigen, coz zpusobi tvorbu specifickych
autoprotilatek proti pCD. V soucasnosti se hleda vhodna
metoda pro stanoveni hladiny CD/pCD nebo autoprotila-
tek, které by tak mohly byt nezavislym diagnostickym
markerem.
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Experimentalni ¢ast
Prikaz prokathepsinu D v lidském séru

Pro detekci pCD v lidském séru byla pouzita jedno-
rozmérnéd polyakrylamidové elektroforéza v pfitomnosti
SDS néasledovana imunoblotem (western blot). SDS-
PAGE byla provedena pfii laboratorni teplot¢ v Mini Pro-
tein Cell Bio-Rad dle modifikace Harlow a Lane®. Rozdg-
leni séra probihalo v 12% polyakrylamidovém gelu (30%
akrylamidovy mix, 1,5M Tris-HCI pH 8,8, 10% SDS, 10%
Na,S,0g, N,N,N’,N-tetramethylethylendiamin — Serva,
Némecko) a 5% akrylamidovém zaostfovacim gelu
pH 6,8. Vzorky lidskych sér byly fedény 1:270 v PBS
pH 7,4 a pted nanesenim do aparatury byl vzorek smichdn
s tzv. redukujicim vzorkovacim pufrem (0,5M Tris-HCl
pH 6,8; glycerol, 10% SDS; 0,1% bromfenolova modt, 5%
B-merkaptoethanol) v poméru 1:1. Smés byla 3 min vaiena
a aplikovana do jamek v gelu’. Jako proteinovy standard mo-
lekulovych hmotnosti byl pouzit Sirokospektry molekulovy
marker (SDS-PAGE standard, broad range, Bio-Rad, USA).

Pro pfenos proteinti western blotem byla pouzita apa-
ratura Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad (Mini Protean III
system, Bio-Rad, USA). Pfenos na nitrocelulosovou mem-
branu 0,45 pm (NC, Serva, Némecko) byl proveden pomo-
ci stejnosmérného elektrického proudu (elektroblot) pii
90 V, po dobu 70 min, pfi 4 °C v prostfedi Towbinova
pufru® (Tris-glycinovy pufr, 48 mM Tris, 39 mM glycin,
10% methanol, pH 9,2). Nésledné syceni membrany probi-
halo 2 h pfi laboratorni teploté v 5% roztoku odtu¢néného
susen¢ho mléka (Laktino, Promil, CR) v PBS (fosfitovy
pufr s NaCl: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,24 g KH,PO,4, 2,9 g
Na,HPO;, - 2 H,0, pH 7,4). Poté byla membrana inkubova-
na s polyklonalnimi krali¢imi protilatkami proti pCD fedé-
nymi 1:100 v 1,5% roztoku odtu¢néného suSeného mléka
po dobu 90 minut. Polyklonalni krali¢i protilatky proti
pCD byly pripraveny imunizaci laboratorniho kralika roz-
tokem syntetického multiantigenniho peptidu (VIDIA,
CR), ktery ma strukturu &asti AP o aminokyselinové sek-
venci GPVSKYSQAVPAVTE. Nasledné byla membrana
tiikrat promyta 0,1% PBS-Tw (phosphate buffered saline
tween, PBS, 0,1% Tween 20) a inkubovana s konjugatem
kozich protilatek znacenych kienovou peroxidasou speci-
fickych proti kralicim IgG (Promega, USA) fedénym
1:2500 v 1,5% roztoku odtuénéného suSeného mléka
v PBS-Tw 2 h pfi laboratorni teploté. Nitrocelulosova
membrana byla tfikrat promyta PBS-Tw. Imunokom-
plex byl detegovan pomoci barevného produktu vzniklého
reakci kienové peroxidasy s chromogennim substratem
AEC (3-amino-9-ethylkarbazol, Sigma USA).

Testovana séra

Testovana séra byla ziskana se souhlasem pacientt.
Vzorky byly ziskany od pacientli se zhoubnymi nadory
prsu, tlustého stifeva a konecniku a kontrolni skupinu tvofi-
ly séra zdravych darct.
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Prikaz autoprotilatek v lidském séru

Pro stanoveni autoprotilatek proti pCD pfitomnych
v lidském séru byly pouzity stejné metody jako pro stano-
veni pCD v jiném uspofddani samotnych experimenti,
které jsou popsany dale. Pro stanoveni autoprotilatek byl
do jamek pro SDS —PAGE nanesen standard pCD. Po
preneseni proteinti imunoblotem na membranu byla mem-
brana rozfezana na prouzky, které byly nasledné inkubova-
ny za laboratorni teploty s lidskymi séry fedénymi 1:100
v 1,5% odtunéném suseném mléce po dobu 2 h. Prouzky
membrany byly tfikrat promyty PBS-Tw a nasledné inku-
bovany s konjugatem kozich protilatek znacenych kieno-
vou peroxidasou specifickych proti kralicim IgG (Sigma,
USA) fedénym 1:5000 v 1,5% roztoku odtucnéného suse-
ného mléka pfti laboratorni teploté 2 hodiny. Nitroceluloso-
va membrana byla tfikrat promyta PBS-Tw. Imunokom-
plex byl detegovan na zékladé barevného produktu vznik-
1ého reakci kienové peroxidasy s chromogennim substra-
tem AEC — 3-amino-9-ethylkarbazol (Sigma, USA).

Stanoveni hladiny autoprotilatek proti pCD metodou
ELISA

Pro stanoveni autoprotilatek byla pouZita nepiima
nekompetitivni metoda ELISA. Mikrotitracni desticka
(MaxiSorpTM Surface, Nunc, Dansko) byla inkubovana
pfes noc pii4 °C sroztokem multiantigenniho peptidu
(synteticky peptid se strukturou AP). Desticka byla trikrat
promyta 0,05% PBS-Tw a nésledn€ sycena 1 hodinu pfi
37°C 1% BSA v PBS. Po saturaci byla desticka tfikrat
promyta 0,05% PBS-Tw a inkubovana 2 hodiny pii 37 °C
se vzorky fedénych lidskych sér 1:50 (fedéno 0,5% BSA
v PBS) obsahujici autoprotilatky, které se specificky vazi
na multiantigenni peptid. Po promyti desticky (trikrat
0,05% PBS-Tw) nasledovala inkubace s konjugatem ko-
zich protilatek znac¢enych kfenovou peroxidasou specific-
kych proti kralicim IgG (Sigma, USA) 1 hodinu pii 37 °C
v fedéni 1:20000 v 0,5% BSA v PBS. Nenavazana sekun-
darni protilatka byla odstranéna promytim destic¢ky trikrat
0,05% PBS-Tw a inkubace s roztokem chromogenniho
substratu  o-fenylendiaminu (Sigma, USA) probihala
10 min pfi 37 °C. Enzymova reakce byla zastavena
2M-H,S0, a vysledny barevny produkt stanoven spek-
trofotometricky pfi 492 nm na piistroji PowerWave XS
Microplate Spectrophotometer (BioTek, USA).

Vysledky a diskuse

V sérech pacientt s rakovinou byla prokazana pfitom-
nost pCD (obr. 1). Séra onkologickych pacientli a zdra-
vych darcti byla dale vySetfovana na pritomnost autoproti-
latek proti pCD. Metodou SDS — PAGE a western blot
byla prokdzéna pfitomnost autoprotilatek proti pCD jak
u pacientd s rakovinou, tak u zdravych darcid s nizsi odez-
vou (obr. 2). Nékteré studie uvadéji, ze se podatilo podob-
nou metodikou stanovit pCD jen u pacientd, nikoliv
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Obr. 1. Imunodetekce prokathepsinu D sérech pacienti
s onkologickym onemocnénim; M: molekulovy standard pro
SDS — PAGE, 1-3: vzorky sér pacientl. VyznaCeny ramecek
oznacuje oblast 52 kDa odpovidajici molekulové hmotnosti pro-
kathepsinu D

u zdravych darci’. Rozdilné vysledky u zdravych kontrol
mohou byt dany riznymi pracovnimi postupy, predevsim
pouzitym vzorkem pCD rozdélené¢ho na SDS — PAGE, kdy
byl v citované studii pouzit izolat pCD/CD ze sér pacien-
tek. Na druhé stran¢ byla nalezena spojitost pCD s proce-
sem obnovy kiize®. Prokathepsin D o velikosti 52 kDa byl
izolovéan z lidské kize a predpokladad se, ze se nachdazi
predevSim ve vrstvé tzv. ostnitych bunék a po aktivaci
v granularni vrstvé kize se jako aktivni CD podili
na rohovaténi koznich bungk®. Na zaklads této fyziologic-
ké vlastnosti by se dala vysvétlit pfitomnost pCD i protila-
tek proti pCD nalezena u zdravych jedincd. ZvySené hladi-
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Obr. 2. Imunodetekce standartu prokathepsinu D autoproti-
latkami proti prokathepsinu D pritomnymi v lidském séru;
M: molekulovy standart pro SDS —PAGE, P1-3: séra pacientl
s onkologickym onemocnénim, Z1-3: séra zdravych darcti
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95% interval spolehlivosti jednotlivych skupin

Pocet
vzorkd Prumér
Kontroly Zeny 61 1,2417 [ *osmaamn )
ZN - ¢asti prsu 55 1,2575 (=-=--- LR )
ZN - prsu 67 0,9823 (------ LEEEEEE )
ZN - TSK - Zeny 20 1,2897 (m==mmmmmm- R LR )
Kontroly muzi 29 1,2411 (mmmmmmmmmemaas Fea maemmecnans )
ZN - TSK - muzi 13 1,2455 (rmmmmmmmmemeeeeaas * oemmmeameaeeaaaaa- )
| | | |
1,00 1,20 1,40 1,60

Obr. 3. Statistické vyhodnoceni namérenych dat jednofaktorovou analyzou rozptylu

ny zralého CD byly nalezeny pfi lupénce a nemocich sou-
visejicich se zanéty kuze, epidermalni hyperprofileraci
a zménénou diferenciaci’.

Po kvalitativnim prikazu pCD a jeho autoprotilatek
v lidském séru byla pouzita nekompetitivni ELISA pro
stanoveni autoprotilatek u 155 sér pacientli se zhoubnym
nadorem a 90 sér zdravych darcii pro moznost porovnani
vysledkt. Skupina onkologickych pacientii byla rozdélena
do tfi statistickych skupin dle diagnézy a pohlavi (tab. I).
Pro porovnéani vlivu véku na hladinu autoprotilatek byla
séra dale rozd¢€lena do skupin dle véku. Nasledna statistic-
k& analyza zahrnujici statistické testovani pomoci jedno-
faktorové analyzy ANOVA a t-testu. Pomoci téchto analyz
byla vzdy porovnavana skupina zdravych darch
s odpovidajici skupinou (v€k, pohlavi) onkologickych
pacientll. Na zaklad¢ statistickych analyz lze konstatovat,
ze nebyla nalezena korelace mezi hladinou autoprotilatek
a vékem ¢i pohlavim pacienta. K podobnym zavérim do-
spéla i skupina M. Shaheena'’, ktera se zabyvala vlivem
véku na hladiny pCD a CD u rakoviny prsu.

Porovnani jednotlivych skupin diagnéz se skupinou
zdravych darci prokdzalo statistickou odliSnost skupiny
zhoubné¢ho nadoru prsu. Ostatni skupiny se vyznamné
nelisily od skupiny zdravych darch. Na zaklad¢ statistické
analyzy by se tedy dalo pfedpokladat, Ze skupina zhoubné-
ho nadoru prsu by mohla byt vhodna pro stanoveni auto-
protilatek jako rakovinného markeru. Tuto hypotézu pod-
poruji vysledky fady vyzkumnych praci. U rakoviny prsu
dochazi ke zvysené expresi pCD/CD oproti normalni tkani
dva az padesatkrat''. Proto byl také CD v n&kolika klinic-
kych studiich navrzen jako nezavisly prognosticky para-
metr korelujici s vyskytem metastdz u rakoviny prsu'>".
Vysledky naSich experimentti ukazuji narozdil hladin
autoprotilatek mezi zdravou populaci a pacienty
s rakovinou prsu, avSak naméfené hladiny u pacientd byly
prekvapivé nizs$i nez u zdravé populace. Proto zatim
nejsme schopni uvedenou hypotézu potvrdit.

Zavér
V soucasné dob¢ se stale hledaji nové rakovinné mar-

kery pro vcasnéjsi zachyt rakovinného onemocnéni u lidi.
Jako potencialni prognosticky marker byl v nékolika stu-
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Tabulka I
Rozd€leni vzorkt do skupin dle diagnozy a pohlavi

Zhoubny nador Pohlavi Pocet
vzorkl
Tlustého stfeva a kone¢niku ~ muzi 13
zeny 20
Prsu zeny 68
Caésti prsu zeny 55
Zdravi darci muzi 29
zeny 61

diich navrzen i pCD. Pomoci elektromigra¢nich metod
jsme prokazali pfitomnost jak pCD, tak autoprotilatek
proti pCD v lidském séru. Semi-kvantitativni stanoveni
protilatek proti pCD jsme provedli pomoci nepfimé ne-
kompetitivni metody ELISA. Ze statistickych analyz by se
zdéala skupina zhoubného nadoru prsu jako vhodna pro
pouziti autoprotilatek jako rakovinného markeru, ale nami
namétené hodnoty byly ve vysledku niz§i nez hodnoty
naméfené pro zdravé darce (obr.3). Na zéklad€ tohoto
zjisténi nelze tedy povazovat nami zvolenou metodu ELISA
za vhodnou pro stanoveni autoprotilatek proti pCD.

Autori timto dékuji RNDr. Michaeli Maresovi, CSc.
z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.. za
poskytnuti standardu lidského pCD. Tato prdce byla finan-
covana zucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vyzkum MSMT (Rozhodnuti & 21/2011) a 144 600110902.

Seznam zkratek

ANOVA analysis of varience — analyza rozptylu

AP aktivacni peptid

BSA bovine serum albumin — kravsky sérovy
albumin

CD kathepsin D

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay,
enzymova imunoanalyza

PBS phosphate buffered saline — fosfatovy pufr
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PBS-Tw phosphate buffered saline tween — fosfatovy
pufr obsahujici 0,1% tween 20
pCD prokathepsin D
SDS dodecylsiran sodny
SDS-PAGE  polyakrylamidova elektroforéza
v ptritomnosti dodecylsiranu sodného
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In this study the levels of auto-antibodies formed
against the activation peptide of procathepsin D were de-
termined by the ELISA method using a synthetic multi-
antigen peptide containing the N-terminal amino acid se-
quence of the activation peptide of procathepsin D
as a coating antigen. Based on the results auto-antibodies
cannot be considered suitable cancer markers.



