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ANOTACE

Préace se zabyva detekci anti-ENOL protilatek v séru pacienti s mnohocetnym myelomem
Vv remisi. Jsou zde popsany zadkladni charakteristiky nemoci, diagnostika a terapie
onemocnéni. Cést prace je také vénovana autoprotilatkam, protinadorové imunité a také
enolaze a jejimu déleni. Experimentalni ¢ast je zaméfena na optimalizaci promyvaci

stanice FW400, 2D-elektroforézu pacientskych sér a jejich naslednou imunoreaktivitu.
KLICOVA SLOVA
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elektroforéza

TITLE
Development of analytical method for specific anti-Enol IgG quantification in human serum
ANNOTATION

The thesis deals with detection of anti-ENOL antibodies in the serum of patients with
multiple myeloma in remission. The basic characteristics of the disease, diagnosis and
therapy of the disease are described here. Part of the work is devoted to autoantibodies,
anti-tumor immunity as well as enolase and important division. The experimental part is
focused on the optimization of the FW400 washing station, 2D-electrophoresis of patient

sera and their subsequent immunoreactivity.
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UvoD

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni patfici do skupiny béznych
hematologickych malignit. Jedna se o velmi Castou diagnézu v hematologické onkologii,
kdy ptic¢inou MM je klonalni proliferace plazmatickych bun¢k, nazyvany jako myelomové
bunky, vyskytujici se v kostni dieni. Tyto buinky produkuji monoklonalni protilatky
(paraprotein) spolu s cytokinovymi zménami, jenz vedou aZz k porucham krvetvorby
(anémie) a k porucham imunitniho systému (IS) zejména na Grovni humoralni imunity a
poruchy koagulace. Zaroven dochazi k odbouravani kostni hmoty spolu s tézkou
diagndza, kterou je mnohdy obtizné stanovit. Mnohocetny myelom se totiz vyznacuje tzv.

chovanim chameleona, a to muze vést k pozdni diagnostice [1, 2].

Tato prace je zaméfena na MM a jeho symptomy, terapii a diagnostiku. V proteomice,
coz je védecka disciplina zabyvajici se studii proteini a jejich vlastnosti, se vyuzivaji
elektromigrac¢ni a chromatografické metody. V piipad¢ potieby identifikace jednotlivych
proteinti je tato metoda spojovana s hmotnostni spektrometrii, ktera kromé identifikace
dokaze urcit i1 strukturu proteinu. Pracovni postup této prace se tidi dle serologické
proteomové analyzy (SERPA), kterd slouzi k analyze imunoproteomu. Tato metoda se
sklada z 2D-elektroforézy, Wester blotu, imunodetekce a hmotnostni spektrometrie.

Vysledkem SERPA metody je identifikace autoprotilatek v séru pacienta.

V experimentalni Casti se prace zabyva analyzou pacientskych sér s MM v remisi.
Naplni prace je mimo jiné implementovat novou promyvaci stanici FW400, ktera ma
usnadnit a urychlit pracovni postup metody SERPA. V ramci této ¢asti je prace vénovana
elektroforetickym metoddm a metoddm Western blot. Po provedeni 2D-elektroforézy jsou
proteiny pfeneseny metodou Western blot na nitrocelul6zovou membranu (NC) membranu,
ktera je nasledné barvena koloidnim stiibrem. U zbylych membran je provedena
imunodetekce pomoci promyvaci stanice FW400 za pouziti pacientskych sér. Vysledkem

je prukaz specifickych anti-ENOL autoprotilatek.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Protinadorova imunita

Lidsky imunitni systém mimo jiné také kontroluje rist naddorovych bunék, a to
pfevazné v brzkych stadiich karcinogeneze. Reakce imunitniho systému na nddorovou
buiiku je komplexni a ucastni se ji jak specifické, tak nespecifické imunitni mechanismy.
Jednu z nejdulezitéjSich roli zde maji dendritické bunky, které vyvolavaji protinadorovou
reakci, a to pouze v pfipadé, pokud jsou dostatecné aktivovany. Pomoci dendritickych
bun¢k je provazena také imunoterapie pacientd, u kterych bylo jiz nddorové onemocnéni
prokazano. V souvislosti s protinddorovou imunitou bylo provedeno mnoho studii, které
ukézaly, Ze na regulaci progrese rakoviny se podileji téméf vSechny typy bunck imunitniho
systému, a to: T bunky, B buiiky, NK (natural killer) buiikky, NK-T (natural killer T cell)

buiky, bazofily, neutrofily, myeloidni supresorové bunky a viSe zminéné dendritické

bunky [3, 4].

Prestoze vétSina hematopoetickych bun¢k a nékteré tkanové builkky mohou za
ur¢itych okolnosti eliminovat nadorové buiiky, termin ,,protinadorové efektorové bunky*
se obecné pouziva k popisu lymfocytl specializovanych a vybavenych pro eliminaci
nadorovych bun¢k. Tradiéné byly rozpoznany dvé odlisné kategorie lidskych
protinddorovych efektorovych bunck: nadorové specifické a nadorové nespecifické. Prvni
kategorie zahrnuje klonalné expandované T lymfocyty exprimujici jedine¢ny receptor T
bunék (TCR) a rozpoznavajici nddorové epitopy v kontextu molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC). Tyto T lymfocyty spolu s B lymfocyty
produkujicimi nadorové specifické protilatky (Ab) a dendritické bunky (DC)
zpracovavajici a prezentujici nddoroveé epitopy jsou odpovédné za adaptivni imunitu proti
nadorim. Druha kategorie efektorovych bunék zahrnuje NK bunky, NK-T bunky a
makrofagy. Tyto buiiky nejsou v interakcich s nddorovymi cili omezeny molekulami MHC
a zprosttedkovavaji vrozenou imunitu. Kazdy typ efektorovych bunék, at’ uz specifickych
nebo nespecifickych, obsahuje podmnoziny bunék v rGznych fazich diferenciace a
aktivace. To znamend, ze kazdy typ efektoru, ktery je potencidlné schopen cilit na
nadorové buiky, obsahuje heterogenni smés bunék s odliSnymi funkénimi schopnostmi v
zavislosti na jejich stupni diferenciace, zrani anebo aktivace. Zistava nejasné, ktery z
téchto riznych efektorti hraje hlavni roli pfi eliminaci nadorovych cili in vivo, ackoli
rozsahlé¢ dukazy ex vivo podporuji jejich schopnosti eliminovat lidské nadorové bunky

cerstve ziskané z lidskych nadorti nebo kultivované jako bunééné linie [5].
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Obrazek €. 1: Interakce slozek IS s nadorovou butikou, pievzato a upraveno z: [5]

Smrt nddorovych bunck. Imunitni buniky, o nichz se ptfedpokladd, ze pfimo nebo
neptimo pfispivaji k zaniku nadorovych bunék in vivo, zahrnuji podskupiny cytotoxickych
(Tc) a pomocnych (Th) T lymfocytt, aktivovanych NK bun¢k, makrofagt, granulocytu,
DC a B lymfocyti, které se mohou diferencovat na plazmatické bunky produkujici
protilatky. Nadorové specifické protilatky (Abs) se mohou véazat na povrch naddorovych
bun€k a zprostfedkovat lyzi zavislou na komplementu nebo vyvolat inhibici rustu.
Imunokomplex Ag-Ab mohou byt absorbovany DC, zpracovany a prezentovany jako
peptidy spojené s molekulami MHC s Tc a Th lymfocyty. Tyto komplexni interakce
imunitnich bungk in vivo zahrnuji specifické odpovédi na nadorové antigeny a nespecifické

(vrozené) reakce, které by spole¢né mély vést k odumieni nadorovych bungk [5].

Vynikajici specifi¢nost rozpoznavéani antigenu imunitni odpovédi ramenem T
lymfocyth poskytuje dilezity zdklad pro imunoterapii rakoviny. Schopnost rozliSovat
nadorové buniky od normalnich tkani je zdsadni pro umoznéni €inné destrukce nadoru pfi
minimalizaci toxicity. Izolace T-bun¢k specifickych pro nador od pacientd s rakovinou
skute€né podnitila hledani antigeni souvisejicich s nadorem. Molekularni identifikace
nekolika takovych antigent, zejména v lidském melanomu, umoznila uskute¢néni strategii

vakcein, které se konkrétn¢ zamétuji na definované nadorové antigeny [6].
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1.1.1 Makrofagy

Makrofagy jsou vyznamné buinky imunitniho systému. Jedna se o vSestranné
vrozené¢ imunitni bunky, které pfispivaji k riznym situacim, vcetné¢ obrany hostitele,
homeostazy a patologie. I kdyZ vykazuji fenotypovou a funk¢ni rozmanitost, pocatecni
studie s definovanymi stimuly in vitro ukazaly dva hlavni makrofagové aktiva¢ni nebo
polariza¢ni fenotypy. Naptiklad zanétlivé stimuly, jako je interferon-y (IFN-y) +
lipopolysacharid (LPS), indukuji makrofagy na fenotyp M1 charakterizovany produkci
zanétlivych cytokint (napf. Interleukin-12 (IL-12), tumor nekrotizujici faktor (TNF), IL- 6,
IL-1, reaktivni dusikaté¢ a kyslikové meziprodukty (RNI, ROI) a mikrobicidni funkce.
Naproti tomu protizanétlivé stimuly, jako jsou IL-4, 1L-13, IL-10 a glukokortikoidy nebo
imunokomplexy (IC) + LPS, indukuji makrofdgy na fenotyp M2 charakterizovany
snizenou produkci zanétlivych cytokind, zvysenou produkei anti-zadnétlivé cytokiny (napf.
IL-10) a faktory, které zprostfedkovavaji imunosupresi a remodelaci tkani. V situacich in
Vivo jsou vSak takové jasné fenotypy Casto rozmazané [6, 7].

V posledni dobé makrofagy byly klasifikovany na makrofagy rezidentni ve tkani a
zanétlivé makrofagy odvozené od monocytl. Makrofagy rezidentni v tkani existuji téméf
ve vSech tkanich a hraji zasadni roli v imunologickém dozoru a tidrzba homeostazy. Tyto
jsou produkovany hematogennimi prekurzorovymi bunkami v pupecnikovém vezikulu.
Udajn& periferni monocyty produkujici chemokiny migruji do zanicené tkéng
postkapildrnimi zilkami a dale jsou diferencovany na zanétlivé makrofagy. Tento typ

makrofagl nejen aktivuje zanétlivou reakci, ale také podporuje reparaci a remodelaci tkani

[71
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Obrazek €. 2: Makrofagy: Adaptabilni buiiky, které mohou podporovat nebo zvratit progresi rakoviny,
pievzato a upraveno z: [8]
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Makrofagy se hromadi v nadorech proliferaci z prekurzorti rezidenti tkan¢ nebo
pfenosem z prekurzorti odvozenych z kostni dfené. Jakmile jsou v nadorech, mohou tyto
bunky pfijmout fenotyp podporujici nador, ktery indukuje imunosupresi, angiogenezi, rist
nadoru a metastdzy. Strategie pro zlepSeni 1é¢by rakoviny jsou testovany a mohou
zahrnovat (i) blokovani naboru makrofagti asociovanych s nadory (TAM); (ii) indukce
repolarizace TAM na imunostimula¢ni fenotyp (relevantni cytokiny); a (iii) mechanismus
zvySeni odpovédi na urCity stimul prezentace antigenu, ktery muze stimulovat aktivaci
cytotoxickych T lymfocytt (CTL). Aktivované CTL pak mohou lyzovat maligni buiiky a

napomahaji tak potla¢it nadorovy rist [8].

1.1.2 Dendritické bunky

DC jsou heterogenni populace antigen prezentujicich bunék, které¢ infiltruji nadory.
Zatimco DC hraji zasadni roli pti aktivaci a udrZzovani lokdlni imunity, jejich funkce jsou
Casto sniZzeny nebo potlaceny faktory, které se vyskytuji v mikroprostfedi nadoru. Kromeé
toho jsou DC populace s imunosupresivnimi aktivitami také piijimany do nadort, coz
omezuje infiltraci T lymfocyti a podporuje rist nadort. Protinadorové terapie mohou
ovlivnit funkci DC spojeného s nadorem, anebo zménit jejich fenotyp. Proto by navrh
ucinnych protinddorovych terapii pro klinicky pieklad mél zvazit, jak nejlépe posilit funkci
DC spojenou s nadorem k podpoie protinadorové imunity. Rodina DC zahrnuje né€kolik
DC podmnozin se specifickymi imunitnimi funkcemi, které jsou vysoce konzervované
mezi mySmi a lidmi. Béhem rakoviny jsou riizné podtypy DC lokalizovany anebo
prijimany do nadort. Kazdy podtyp mé svou charakteristickou roli a to, bud’ vyvolani
zvySené nadorové imunity nebo podpory tumorigenezi [9]. DC Ize délit do téchto skupin:

plazmacytoidni DC, konven¢ni DC a zanétlivé DC.

Plazmacytodni DC

Plazmacytoidni DC (pDC) jsou uznavany jako hlavni producenti interferont typu I
(IFN-I) a pusobi tak, ze organizuji imunitu proti virovym a bakterialnim infekcim
zpisobené patogeny. U aterosklerézy se pDC podileji na aktivaci vaskularniho zanétu a
aterogenezi produkci INF-I a chemokinti, které pfitahuji zanétlivé bunky do zanicenych
mist. V podminkach rakoviny mize pDC odvozeny IFN-I podporovat protinadorovou

imunitu prostfednictvim své ptimé aktivity jak na nadorové, tak na imunitni buiky. pDC
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také vylucuje fadu dalSich zanétlivych cytokinii a chemokinli a miiZou ptisobit jako buiiky
prezentujici antigen, avSak s niz§i ucinnosti nez bézné DC (cDC). Prezentace antigenu
pDC se do zna¢né miry povazuje za Vvyvolani tolerance indukce anergie nebo delece T
lymfocytt. To je zptisobeno schopnosti pDC vylucovat tolerogenni faktory, jako je IL-10,
TGF-B a indolamin 2,3 dioxygenaza (IDO). pDC také pfispivaji k prozanétlivé aktivaci
efektorovych T lymfocytd, cytotoxickych T lymfocyti a béznych DC. Dale mize pDC
zapojit inhibi¢ni receptory na T builkkach expresi nékolika jejich ligandi, vcetné
indukovatelného kostimula¢niho ligandu T-bunék (ICOS-L), ligandu OX40 (OX40-L) a
programovaného ligandu bunééné smrti 1 (PD-L1) [9, 10].

Konvenéni DC

Konvenéni DC (cDC) lze rozdélit do dvou populaci u mysi i lidi: ¢cDC1 a ¢DC2.
Mysi ¢DC1 zahrnuji vétsinu lymfoidnich CD8" DC a tkanovych a migraénich CD103* DC.
Lidské ¢DCI jsou definovany jako CD141" DC [11]. Mysi i lidskd ¢DCI1 specificky
exprimuji povrchové markery Clec9A a XCRI1 a pro svlj vyvoj vyZaduji transkripéni
faktory Basic Leucine Zipper ATF-like transkrip¢ni faktor 3 (BATF3), IRF8 a ID2. cDC2
jsou klasifikovany jako CD11b" DC u mysi a CD1c¢* DC u lidi a jsou vyvojové zavislé na
transkripénich faktorech IRF4 a Zinc finger E box vézajici homeobox 2 (ZEB2). Je
zajimavé, Ze nova lidskd& DC podmnozina exprimujici Axl a Siglec6 byla nedavno
identifikovana sekvenovanim jednobunécné RNA a cytometrii podle doby letu (CyTOF).
Ackoli se AxI" DC Klastr blizi pDC, diferencuji se na buiiky podobné ¢DC pii kultivaci se
stromalnimi buitkami a DC hematopoetiny, coz naznacuje, Ze mohou byt prekurzory cDC.

Funkéni analyzy také zdaraziuji uzky vztah mezi AxI* DC a ¢DC [9, 12].
Zanétlivé DC (Inf-DC)

Zanétlivé DC (inf-DC), také oznacované jako DC odvozené od monocyti (mo-DC),
chybi ve tkanich v ustadleném stavu a odliSuji se od monocytli béhem zanétu, infekce a
rakoviny. Jejich fenotyp u mysi je charakterizovan expresi nékolika makrofagovych
markert, jako jsou F4/80, Ly6C, CD64 a FceR1l. Jejich lidské homology byly
identifikovany v nékolika tkanich a lymfatickych organech pacienti se zanétlivymi
onemocnénimi, ale také ve tkdnich od zdravych darct. Na zéklad¢ jejich genového podpisu
jsou lidské inf-DC povazovany za in vivo ekvivalenty in vitro odvozeného moDC, které
byly Siroce pouzivany ve vyzkumu DC a v klinickych podminkach pro o¢kovani. Mysi inf-

DC mize kiizové prezentovat antigeny na CD8" T buiikdch a je schopen vyvolat Thl a
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Th2 reakce v zavislosti na zanétlivych podminkach. Lidské inf-DC maji kiizovou
prezentaci a jsou potencionalnimi induktory Th17 v kokulturdch s alogennimi CD4" T
bunkami [9, 13].

1.1.3 T lymfocyty

T lymfocyty jsou klicovymi hraci v imunitni odpovédi hostitele na rakovinu. Na jedné
strané aktivované CD8" T lymfocyty maji pfimy a silny cytotoxicky u¢inek na nadorové
buiiky. Na druhou stranu se aktivované CD4" T lymfocyty diferencuji na efektorové
podtypy, které bud’ podporuji nebo potlacuji rast rakoviny. Napiiklad butiky CD4" Th |
prostiednictvim sekrece IFN-y mohou aktivovat makrofagy a NK buinky k vyvolani
protinddorové odpovédi, zatimco buiiky CD4" Th2 a buitky Treg mohou podporovat
imunosupresi vyvolanou nadorem. V zévislosti na kontextu mohou buiikky Th17 bud’
podporovat nebo inhibovat progresi nadoru. Chapani dilezitosti CD4" T lymfocytd pfi
reaktivaci imunitnich odpovédi se v uplynulém desetileti dramaticky zvysilo. Tato rodina
lymfocytl se skladd z riznych podskupin od bunék IFN-y produkujicich Thl az po
T-regulacni buiiky TGF-B, které maji v modulaci imunitnich reakce na patogeny, nddorové

buniky a vlastni antigeny [4, 14].

1.1.4 Myeloidni supresorové bunky

Myeloidni supresorové buiikky (MDSC) jsou heterogenni nezralé myeloidni bunky,
které jsou silnymi inhibitory funkce imunitnich bun€k a které se hromadi za zanétlivych
podminek, zejména u rakoviny. Tyto buiky jsou funkéné definovany svou silnou
imunosupresivni aktivitou na T buiiky. Pfedpoklada se, Zze MDSC podporuji rist rakoviny
jednak zlepSenim angiogeneze nadoru a metastaz, ale také inhibici protinadorovych
imunitnich odpovédi. MDSC se u nositelti nddorit zna¢né rozsifuji a plivodné byly u mysi
nesoucich nador charakterizovany fenotypem CD11b" Grl*. Pfitomnost nedostate¢nych
anebo vadnych protinddorovych adaptivnich a vrozenych imunitnich odpovédi, shodna s
akumulaci MDSC v lymfatickych organech a parenchymu néadoru, podporuje piedstavu
kauzalniho vztahu. Silnd schopnost MDSC inhibovat n¢kolik slozek a fazi imunitni
odpovédi zdlrazituje pravdépodobnost, Zze cileni na inhibi¢ni funkce MDSC miize
maximalizovat terapeuticky potencial protinadorové imunoterapie. Aby bylo mozné tidit
racionalni vyvoj imunoterapeutickych strategii, které zahrnuji inhibici aktivity MDSC a
enzymatické funkce, je nutné dikladné pochopeni role MDSC v protinadorovych
imunitnich reakcich. MDSC se klasifikuji na monocytarni MDSC a granulocytarni MDSC,
které mohou indukovat potladeni antigenu aktivovanych CD8" T lymfocyti [4, 15].
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1.1.5 Neutrofily

Neutrofily byly dlouho povazovany za kratkodobé, nespecifické bilé bunky, které
tvofi hnis a také nahodou zabijeji napadajici mikroby. Ve skutecnosti byly neutrofily ¢asto
zanedbavany (a do zna¢né miry se o nich neuvazovalo) jako o imunitnich bunikéch. Tento
historicky pohled na neutrofily se za poslednich nékolik desetileti znacné zménil a nyni
vime, ze kromé¢ toho, Ze hraji prevladajici roli pfi odstranovani bakterii a plisni, maji také
hlavni roli pfi formovani reakce hostitele na infekci a homeostazu imunitniho systému.
Zména pohledu na roli neutrofilii v imunitnim systému byla z velké Casti zpusobena
studiem téchto bunck in vitro. Neutrofily jsou nejhojnéjsi leukocyty v krvi a jsou

povazovany za prvni linii obrany béhem zanéta a infekci [16].

Kromé toho se zde také nachazeji neutrofily infiltrujici mnoho typt nadoru a je
nam také znamo, ze nadory uvoliuji chemokiny, které pfijimaji neutrofily. Tyto neutrofily
se zatnou vyskytovat az za patologickych stavli, vtomto ptfipad¢ pii nddorovém bujeni.
Neutrofily asociované s néddory (TAN) mohou mit jak pro-, tak protinddorové Ucinky.
AvsSak v dnesni dobé s rostoucimi klinickymi dikazy vime, ze TAN koreluji spiSe se
Spatnou prognoézou. Mikroprostiedi nadoru fidi nabor neutrofilt a TAN zase napomahaji
progresi nadoru. V nepfitomnosti TGF-B odvozeného z nadoru podporovaly TAN reakce
CD8 + T lymfocytd a protinadorovou aktivitu, zatimco v ptitomnosti TGF-f vykazovaly
aktivitu podporujici nddor. TAN mimo jiné produkuji n¢kolik faktort, jako je argindza 1,
ROI, katepsiny, MMP a pro-angiogenni cytokiny, které podporuji rist nadort, angiogenezi
a metastazy [4, 17].

N1 antitumor cell N2 protumor cell

TGF-B
—_—
IFN-B
Mature Immature
Cytotoxic Carcinogenesis
Proapoptotic Antiapoptotic
Antiangiogenic Proangiogenic
Stimulatory for T-cells No T-cell stimulation

Immune activation Immune suppression

Obrazek ¢&. 3: Funkce neutrofili u rakoviny [18]
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Funkce neutrofilt u rakoviny je diktovana podnéty prostiedi. Neutrofily 1ze rozd¢lit na
N1 protinddorové a N2 pronadorové bunky. TGFf je silnym c¢initelem piechodu z
fenotypu N1 na N2, zatimco IFN-£ je silnym c¢initelem pfechodu v opacném sméru. Toto
je prikladem predstavy, ze funkce neutrofili u rakoviny je urena chemokinovym

prostiedim v mikroprostiedi [18].

1.1.6 NK bunky

Jedna se o lymfocyty vrozeného imunitniho systému, které monitoruji bunécéné
povrchy autolognich bunék aberantné¢ exprimuji molekuly MHC tfidy I a markery
bunécného stresu. Od svého prvniho popisu pied vice nez 50 lety se NK bunky podileji na
imunitni obran¢ proti nddorim. NK bunky produkci IFN-y a cytotoxickych molekul, jako
je granzym, hraji nedilnou roli pii aktivaci protinadorové odpovédi T lymfocytl a zabijeni
nadorovych buné¢k. Studie ukézaly, ze v primarnich mySich NK buiikach vyuzivaji hlavné
oxidativni fosforylaci za klidovych podminek a pii kratkodobé aktivaci. Pfi prodlouzené
kultivaci s vysokou davkou IL-15 vSak NK buinky vykazovaly zvyseny glykolyticky
metabolismus. To bylo prokazano v souladu s dalsi studii, ktera potvrdila, Ze NK buriky po
aktivaci vykazuji zvySenou glykolyzu. Ukazalo se, Ze glykolyza reguluje expresi granzymu
B a IFN-y aktivovanymi NK buiikami. V mikroprostfedi nddoru by hypoxie a IL-15
podporovaly glykolyzu v NK buikach a podporovaly jejich protinadorovou aktivitu
[4, 19].

Presvédcivé dikazy o prospésné tloze NK bunck pii kontrole lidskych malignit
pochazeji z klinickych studii pacientl s leukémii, kteti dostavali aloreaktivni NK bunky v
prubéhu transplantace alogennich hematopoetickych kmenovych bunék. Zde bylo
zaznamenano pozoruhodné zvyseni pieziti a ochrany pied relapsem u myeloidni leukémie
u pacientll postradajicich ligandy HLA tfidy I pro receptory podobné Ig jako darcovské
inhibi¢ni bunky [19].

1.1.7 B lymfocyty

B lymfocyty prostiednictvim produkce protilatek a imunitnich komplexti mohou
modulovat funkci myeloidnich bunék tak, aby podporovaly progresi nadoru. Je vSak
znadmo, ze lymfocyty infiltrujici naddor jsou rozhodujici pro fizeni progrese nadoru. I kdyz
role T lymfocytl byla rozsahle studovéana, funkce B lymfocytl v této souvislosti je stale

nejasna [4, 20].
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1.2 Autoprotilatky

Protilatky, které reaguji s vlastnimi molekulami, se mohou vyskytovat jak u zdravych,
tak 1 nemocnych jedincd a jsou oznacovany jako pfirozené autoprotilatky nebo s patologii
spjaté autoprotilatky. Pfirozené autoprotilatky jsou hlavné tfidy IgM a vykazuji mirnou
afinitu k vlastnim antigenim. Poskytuji prvni linii obrany proti infekcim, diky své Siroké
polyspecifité zajist'uji likvidaci vlastnich bungk, piestarlych, poskozenych, infikovanych a
prispivaji k homeostdze imunitniho systému. Naproti tomu vysoce afinitni somaticky
mutované autoprotilatky IgG odrdzeji patologicky proces, pii kterém jsou naruseny
homeostatické dra-hy souvisejici se zbavovanim se odumielych bunek, signalizaci antigen-
receptor nebo bunécnymi efektorovymi funkcemi. U nékterych autoimunitnich poruch
mohou byt autoprotilatky pfitomny pied nastupem onemocnéni. Mohou také vykazovat
specificitu a slouzit jako biomarkery poskytujici prilezitost pro diagnostiku a terapeuticky
zasah. U organove specifickych autoimunitnich onemocnéni, jako je naptiklad myasthenia
gravis nebo pemfigus vulgaris, se autoprotilatky pifimo vazou na cilové organy a poskozuji
je. U systémovych autoimunitnich onemocnéni reaguji autoprotilatky s volnymi
molekulami, jako jsou fosfolipidy nebo také s bunéénymi povrchovymi a
nukleoproteinovymi antigeny, pfi¢emz vytvareji patogenni komplexy antigen — protilatka
(imunokomplex). Tyto autoprotilatky poSkozuji tkané a organy prostfednictvim zapojeni
FcyR aktivace komplementu, jakoz i internalizace a aktivace Toll podobnych receptord.
Aktivace intracelularnich Toll-podobnych receptorit v plazmacytoidnich dendritickych
buiikach vede k produkci interferonu typu I, zatimco zapojeni intracelularnich Toll-
podobnych receptori na butiky prezentujici antigen stimuluje aktivaci bun€k a produkci
dalSich zanétlivych cytokinli. Imunitni komplexy tedy mohou udrzovat smycku pozitivni

zpétné vazby zesilujici zanétlivé reakce [21].

1.2.1 Podnéty pro tvorbu autoprotilatek

Ptitomnost autoprotilatek vysoce specifickych pro cilové struktury u orgénové
specifickych autoimunitnich onemocnéni, jako je tyreoiditida, diabetes mellitus 1. typu a
primarni biliarni cirhéza, silné naznacuje, Ze autoprotilatky jsou stimulovany zanétem v
cilovém organu, i kdyz zkiiZena reaktivita s mikrobidlnimi antigeny nelze vyloucit. Vlastni
posttranslaéné modifikované antigeny vyvolavaji syntézu autoprotilatek, které jsou vysoce
specifické a objevuji se ve vysokych titrech. Jejich vyskyt Ize pouzit k ureni prognodzy
pribéhu onemocnéni. U systémovych autoimunitnich onemocnéni, jako je systémovy

lupus, je plivod autoprotilatek méné jasny, protoze protilatky nejsou specifické pro
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bunéény typ a ovliviiuji vice cilovych struktur, organd. Jak bylo diskutovano pozdéji,
genetické modely naznacuji, ze autoprotilatky proti intracelularnim antigenim mohou byt
stimulovany nadmérnou antigenni aktivitou. Mohou vznikat Vv zavislosti na uvolnénych
antigenech z umirajicich bun¢k, stejné¢ jako zesilenymi odpovéd'mi spojenymi s vnitinimi

abnormalitami v B nebo T lymfocytech [21].

1.2.2 Autoprotilatky jako ¢asny biomarker nadorovych onemocnéni
Rakovinové buiky mohou vyvolat imunologickou odpovéd vedouci k produkci
autoprotilatek asociovanymi s nadory (TA). Tyto sérové imunobiomarkery byly
detekovany U mnoha druhii rakoviny v rané fazi pted rozvojem klinickych p¥iznaka. Jejich
méfeni je minimalné invazivni a néakladové efektivni oproti pozdni diagnostice
onemocnéni. TA autoprotilatky jsou pfitomny u vyznamného poctu jedinci a mohly by
doplnit soucasné zpusoby screeningu, aby napomohly vcasné diagnostice U Vysoce

rizikovych populaci a pomohly pfi klinické 1é¢bé pacient [22].

Od jejich objevu byly identifikovany stovky TA autoprotilatek. I kdyz ne vSechny
TA antigeny vyvolavaji imunitni odpovéd u vSech jedincli, a ne vSechny imunitni
odpovédi mohou byt specifické pro nadorové onemocnéni. Zd4d se, ze meéfeni TA
autoprotildtek mé smysl vyuzivat jako alternativni metoda pro detekci rakoviny za
piedpokladu, Ze hladiny jsou vyS$$i u jedinct s nadory, nez u zdravych jedinct a osob s

benignimi typy nadoru [23, 24].

Autoprotilatky se v soufasné dobé projevuji jako silni kandidati na klinicky
uzitecné biomarkery pii identifikaci rakovinnych onemocnéni. Produkuji se brzy a to jiz
pii vyvoji ¢i rustu nadoru. Nékdy jsou méfitelné az 5 let pfed rozvojem klinickych
ptiznakd [25, 26]. Protilatky pietrvavaji v obéhu obvykle az 30 dni a jsou mnohem
stabilnéj$i mimo télo nez jiné biomarkery. TA autoprotilatky jsou zaznamenatelné v
archivnim materialu a pro detekci nevyzaduji nakladné nebo slozité technologie. Pro jejich

kvantifikaci jiz existuji kvantifika¢ni platformy, které jsou dnes bézné klinicky pouzivany

[27].

Autoantigeny jsou dobie znamé biomarkery pro klinickou diagnostiku nékterych
autoimunitnich poruch. TA antigeny jsou v soucasnosti nejéastéji méfenymi biomarkery
béhem 1é¢by onkologickych pacientli. Casto vSak maji malou vypovidajici hodnotu u
casnych onemocnéni, protoze sérové hladiny rostou s velikosti nddoru, coZz omezuje jejich

klinické pouziti na sledovani 1é¢by a recidivy nemoci [22, 28].
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In vivo produkce TA autoprotilatek

B lymfocyty

Vsechny nezralé B buiiky, které se béhem zrani v kostni dfeni vazou na vlastni antigeny,
podstoupi negativni selekci, vCetné klonalni delece, a jsou odstranény z bunécného
souboru. Vysledkem je imunologicka tolerance k sobé samému, kde by zralé B lymfocyty
mély vazat pouze antigeny jiné nez vlastni. T lymfocyty prochazeji podobnym selekénim
procesem, ktery tento proces dale upeviiuje, protoze aktivace B lymfocytl zavisi na
kostimulac¢nich signalech z aktivovanych T lymfocytt. Protilatky v séru nemaji tendenci
prochazet plazmatickymi membranami, a proto jsou pfevazné vystaveny povrchovym
extracelularnim proteinim. To ma za nasledek toleranci B lymfocytd prevazné k
extracelularnim proteinim, pfi¢emz tolerance k intraceluldrnim proteinim je méné

pravdépodobna [22].

Imunitni odpovéd” u rakoviny je pravdépodobné iniciovana zménami v nadoru,
které maji za nasledek zvysSenou schopnost vyvolat humoralni nebo bunéénou imunitni
odpovéd’ vlastnich antigend nebo ztratu imunitni intolerance. Nyni je nevyvratitelné, ze do
tohoto procesu jsou zapojeny B lymfocyty a TA autoprotilatky. B lymfocyty infiltrujici
nadory byly nalezené az u 25 % nadord. Existuji také dikazy, Ze snizeni odpovédi na
stimulaci u regula¢nich T lymfocytl mtze vést k opacnému déji, a to ke zvyseni odpovedi
na ur€ity stimul u B lymfocyti a TA autoprotilatek s pfiznivymi vysledky pro nékteré
druhy rakoviny [29, 30].

TA autoprotilatky

Autoprotilatky proti TA byly popsany u vétSiny lidskych malignit jak v ¢asném, tak
V pozdnim stadiu onemocnéni a mohou mit diagnosticky i1 prognosticky vyznam.
Mechanismy jejich sekrece nebyly jasné stanoveny, avSak K jejich produkci
pravdépodobné dochazi v dusledku zvysena schopnost vyvolat humoralni nebo bunéénou
imunitu odpovidajiciho antigenu. K tomu dochézi prostiednictvim mechanizmii, jako jsou
mutace, které maji za nésledek naptiklad generovani novych nebo zménénych epitopt,
abnormalné vysoké hladiny exprese (vedouci ke ztraté intolerance) nebo expozice
antigenim obvykle exprimovanym v imunitné privilegovanych mistech (napf. Fetalni
proteiny). Tyto mechanismy by mohly umoznit detekci extracelularniho a intracelularniho
proteinu hostitele pomoci B lymfocytt a protilatek. Probéhlé studie dokazaly, ze vétSina

TA autoantigenti je nadexprimovanych nebo maji pozménéné proteiny (42 %
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cytoplazmatickych, 26,1 % odvozenych od nukleovych kyselin, 21,4 % vazanych na
membranu a 10,3 % extracelularnich) [31]. Specificnost TA autoprotilatek pro
intracelularni molekuly spiSe, nez pro jejich obvyklejsi ter¢ na bunééném povrchu neni
zcela objasnéna. Existuji vSak dikazy, ze prozanétlivé prostiedi, jako je rakovina, mize

zvysit vaskularni propustnost pro autoprotilatky a cytoplazmatické proteiny [32, 33].

TA autoprotilatkové epitopy mohou byt vysoce zachované. Bylo také
identifikovano mnoho postupné diskontinualnich epitopt B lymfocyti, coz naznacuje, Ze
epitopy jsou cCasto zavislé na konformaci [34, 35]. To by mohlo byt charakteristické pro
epitopy umisténé na funkénich mistech antigenu, a tak by TA autoprotilatky inhibovaly
funkci antigenu pii vazbé na antigen, jak je pozorovano ve studiich in vitro. Je zajimavé, Ze
TA autoprotilatky se ¢asto mohou véazat na nezménénou i modifikovanou formu proteinu,
ktery vyvolal jejich produkci pravdépodobné v disledku Sifeni epitopu. V sérech pacienti
jsou detekovany hlavné TA autoprotilatky tfidy 1gG, coz naznacuje silnou sekundarni
imunitni odpovéd’. Existuji také dikazy, Ze izotypy mohou béhem progrese rakoviny

W

ptechazet ze zanétlivych na protizanétlivé efektorové funkce [36, 37].

Role TA autoprotilatek je do znacné miry nedefinovana, ale je pravdépodobné, ze
ptispéji k imunitni odpovédi na nddorové onemocnéni né€kolika zpisoby, vcetné typickych
funkci efektoru protilatky. Jedinci s autoimunitnimi poruchami mohou mit vyssi riziko
vzniku rakoviny a mnoho TA autoantigeni je onkogennich se souvisejicimi titry TA
autoprotilatek. Tato zjiSténi dale potvrzuji hypotézu, Ze TA autoprotilatky jsou

imunologické biomarkery bunéénych mechanismu spojenych s tumorigenezi [27, 38].

1.2.3 Prirozené autoprotilatky

Protilatky, které se vazou na rizné exogenni antigeny, napiiklad na bakterie, viry a
houby, stejné jako na vlastni antigeny (napf. Nukleové kyseliny, fosfolipidy, erytrocyty,
sérové proteiny, bunétné slozky, inzulin nebo tyroglobulin) tvofi vyznamny podil
imunoglobulinii u zdravych jedinct. JelikoZ vznikaji nezavisle na pfirozené ¢i zdmérné
imunizaci, jsou oznaCovany jako pfirozené protilatky nebo autoprotilatky. Vzhledem ke
sve §Siroké reaktivité na Sirokou Skalu mikrobialnich sloZzek maji pfirozené protilatky hlavni
roli v priméarni linii obrany proti infekcim. Jelikoz také rozpoznavaji rtizné vlastni

antigeny, hraji roli ve vyvoji B-lymfocytti a homeostaze imunitniho systému [39, 40].
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Nejptirozenéjsi autoprotilatky jsou IgM a polyreaktivni, to znamena, Ze se vazou na
nékolik nepfibuznych antigentli, obvykle se stfedni vnitini afinitou, i kdyZ existuji také
pfirozené mono-reaktivni protilatky. Navzdory nizké az stiedni wvnitini afinit€¢ jejich
vazebna mista pro antigeny maji diky své valenci pfirozené IgM protilatky vysokou
celkovou vazebnou aviditu, coz je vlastnost, diky niz jsou tyto protilatky velmi G¢inné pfi
vazbé¢ antigent s opakujici se strukturou na povrchu bunék, tkani, bakterii a virti. Pfirozené
autoprotilatky jsou produkovany hlavné (CD5 +) B-1 buiikami, pievladajicimi lymfocyty v
repertoaru neonatalnich B lymfocytech a B lymfocyti v marginalni zoné. Lymfocyty B-1
jsou vysoce uéinné pii prezentaci antigenu a mohou hrat dalezitou roli pfi produkci
patogennich autoprotilatek u nékolika autoimunitnich onemocnéni, véetné revmatoidni
artritidy, Sjogrenova syndromu, primarniho antifosfolipidového syndromu a systémového

lupusu [41, 42].
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1.3 Mmnohocetny myelom

Mnohocetny myelom byl znam jiz od starovéku. Prvni dobife zdokumentovany piipad
ohlésil v roce 1844 Iékar Samuel Solly. NejzndméjSim ptipadem je piipad Thomase
Alexandera McBeana, vysoce vazeného obchodnika z Londyna z roku 1850. Pan McBean
vylucoval velké mnozstvi bilkovin, které popsal Henry Bence Jones v poloviné 19. stoleti.
Jones byl znamy 1ékaf a hodné piispél k vyvoji mediciny. Jednim z nejznaméjsich ptipada
mnohocetného myelomu byl piipad doktora Loose, ktery zaznamenal Otto Kahler. Bylo
podrobné popsano rozpoznani plazmatickych bunc¢k a nasledné jejich produktu, a to
monoklonalniho proteinu. MM je hned po non-Hodgkinskych lymfomech druhou
nejcastéj$i hematologickou malignitou. Toto onemocnéni je tvofeno asi 1 % vSech malignit

a 10 az 15 % hematologickych malignit [43, 44].

Jelikoz je toto onemocnéni mnohdy obtizné diagnostikovat, Ceska myelomova
skupina vroce 2007 vytvotila projekt s nazvem CRAB. Tento nazev byl inspirovan
zékladnimi projevy MM a to C (hyperkalcémie), R (Renalni postizeni), A (Anemie), B
(Bone — kostni postizeni). Buniky mnohocéetného myelomu se 1i§i od zdravych
plazmatickych bunék, zdavodu zachovani jejich potencidlu pro ndvrat do niz§iho

prolifera¢niho stavu [1, 2].

Obrazek ¢ 4: Bunky mnohocetného myelomu [45]
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MM je onemocnéni, které¢ délime do jednotlivych stadiich, a to dle Durieho a Salmona.

Podle zarazeni pacienta do jednoho z 3 stadii se zah4ji 1é¢ba.

1. Stadium — jsou zde splnény nize uvedené parametry.
a. Koncentrace hemoglobinu mensi nez 100 g/ 1.
b. Koncentrace Ca do 3 mmol /.
€. Normalni kostni struktura anebo solitarni kostni lozisko plazmocytomu.
d. Relativné nizka koncentrace M-Ig:
- M —1IgG mensi nez 50 g/l.
- M —19G mensi nez 30 g/l.
- Exkrece lehkych fetézcti v moci do 4 g / 24 hodin.
2. Stadium — nejsou splnény podminky prvniho ani tietiho stadia.
3. Stadium — je splnéna alesponi jedna z nasledujicich podminek.
a. Koncentrace hemoglobinu je mensi nez 85 g/ 1.
b. Zvysena koncentrace Ca nad 3 mmol /.
C. Vice nez 3 osteolyticka loziska.
d. Vysoka koncentrace M — Ig:
- M-IgGmensinez70g/1.
- M-—IgA mensinez50g/]I.

- Vylouceni vice nez 12 g lehkych fetézc moce za 24 hodin.

V dalsi fadé se také fidime dle mezinarodniho prognostického indexu pro mnohocetny

myelom, kdy méame také 3 klinicka stadia.

1. Klinické stadium — B 2 — mikroglobulin < 3,5 a albumin >359g /1 nebo=35¢g/1.

2. Klinické stadium — 3 2 — mikroglobulin < 3,5 a albumin <359/l nebo=35g/1.
nebo beta2-mikroglobulin 3,5 - 5,5 a aloumin >35¢g /1 nebo=35g/1.

3. Klinické stadium — § 2 — mikroglobulin > 5,5 [46].

Progenitory myelomu a kmenové bunky

Terapie napf. s vyuZitim transplantace kmenovych bunék se zda byt nedostate¢nou,
proto probihd vyzkum s cilem urcit zpisob, jak vymytit podskupinu nadorovych bungk,
ktera dopliiuje nador, a to 1 po 1é€bé vysokymi davkami melfalanu. S pouziti modelt
sériovych transplantaci a klonogennich in vitro testd, bylo naznaceno, Ze myelomova
kmenova buiika je soucasti podskupiny CD38°, CD19", CD27" prekurzori B lymfocyta,
které nevyjadiuji klasické markery mnohocetného myelomu CD38 nebo CD138. Zatim
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tato vysetiovani nevedla K jasnému urceni struktury kmene mnohocetného myelomu a

progenitorovych bungk sité, potiebné k efektivnéjsi 1é¢be [47, 2].

1.3.1 Symptomy onemocnéni mnohocéetného myelomu

Nejcastéjsi symptomatické klinické projevy mnohocetného myelomu jsou anémie,
Casté infekce, lytické nebo osteopenické onemocnéni kosti nebo selhani ledvin. Pacienti s
mnohocetnym myelomem muzou byt také diagnostikovany asymptomaticky, a to pii
[48]. Typicka je bolest zad zejména u starSich pacientli, nebo se muze objevit nejasné
anémii typicka pro MM. Standardni vySetfeni zahrnuje stanoveni celkovych bilkovin v
séru a moci. Dale se provadi dalsi laboratorni metody, jakymi jsou proteinova
elektroforéza (SPEP a UPEP), imunofixace slouzici k detekci imunoglobulinovych
volnych lehkych fetézcl v séru a nasledné se stanovuji i dalsi parametry: kompletni krevni
obraz, sérovy kreatinin a elektrolyty vcetné vapniku, laktatdehydrogenazy a [32
mikroglobulinu. U pacienta s podezienim na toto onemocnéni se odebira vzorek kostni
dfené, a to aspiraci nebo biopsii. Pokud je monoklonalni protein detekovan a plazmaticky
pocet je vyssi nebo roven 10 %, jedna se diagnézu vznikajictho MM. Stejna diagnoza plati
pro pacienty s poctem plazmatickych bunék mensi nez 10 %, ale zaroven s vyskytem
monoklonalnich bilkovin vy$§i nebo rovno hodnoté¢ 3 g/100 ml [49]. U pacienti bez
sekre¢niho mnohocetného myelomu, je diagnostikovano na zakladé ptitomnosti vice nez
30 % plazmatickych buné¢k kostni diené¢ nebo detekce plazmacytomu pii biopsii. Jedine¢na
léze plazmatickych bunék v kosti nebo na povrchu kosti s méné nez 10 % plazmatickych
bungk, infiltrace kostni dfené a nizky pocet monoklonalnich bilkovina je definovano jako
solitérni plazmocytom. Jedna se o poruchu vyrazné¢ odlisnou od systémového
mnohocetného myelomu jak z hlediska prognoézy, tak 1écby. U pacientd s diagnézou
mnohocetného myelomu je odlisny vyvoj poSkozeni organti. Podle toho se fidi indikace
lécby. Mnohocetny myelom bez poskozeni kone¢nych orgéni je oznacovan jako doutnajici
mnohocetny myelom. Vice pacienti s myelomem by méli mit kompletni radiograficky

skelet [2,50].

Pro rok 2020 v Ceské republice je incidence tohoto onemocnéni 2,65/100000
obyvatel a nejastéji jsou postizeni lidé ve véku 75 — 79 let. V tomto vékovém rozmezi je
incidence 15,57/100000 obyvatel. U lidi ve vékovém rozmezi 20 — 40 let se tato nemoc

vyskytuje velmi ziidka [51].
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Ptiznaky MM lze shrnout do 5 kategorii. Jakmile je jeden z téchto bodii prokazan jako
pozitivni, je tfeba pokracovat v diagnostickém procesu S cilem potvrdit ¢i vyvratit maligni
puvod potizi. Pokud by doslo k potvrzeni podezieni na MM, pacient je odeslan na

hematologické pracovisté [52].

1. Pfiznaky destrukce kosti

e Vtomto piipadé se pacienti Casto setkavaji s dlouho trvajici bolesti patefe, ¢i jinych casti
skeletu, jako naptiklad bolesti Zeber a kycli. Diikazem, ze se jednd o maligni onemocnéni,
je rostouci intenzita bolesti na danych mistech. DalSim typickym projevem je klidova a
nocni bolest patefe ¢i jinych ¢asti skeletu.

2. Projevy oslabené imunity ¢i funkce kostni diené

e Nejbéznéjsim ukazatelem je opakovand nebo dlouhodoba infekce, anemie, typicky
normochromni s vyskytem leukopenie a trombocytopenie.

3. Zhorseni funkce ledvin
e Casto specificky vzestup kreatininu nebo proteinurie vedouci az v nefroticky syndrom
S oboustrannymi otoky nohou.

4. Dlouhodoba vysoka hodnota sedimentace erytrocytl

e Stimto je i Casto spojena zvySena koncentrace celkové bilkoviny v plazmé.

5. Hyperkalcemie

e Spolu shyperkalcemii jsou zde typické klinické piiznaky, a to polyuriec vedouci

k dehydrataci, nevolnost ¢i hlubsi porucha védomi [1].

Z téchto bodi se nadale 1€kar rozhoduje na nasledujicim souboru zékladnich vysetieni,
kam patii rentgenové vySetfeni skeletu v bolestivé lokalizaci, vySetfeni sedimentace
erytrocytll (vysokd sedimentace), krevni obraz, zdkladni biochemické vySetieni krve i
moci, kvantitativni vySetfeni imunoglobulint IgM, IgG, IgA vséru a elektroforéza
bilkovin séra zaznamenavajici monoklonalni imunoglobulin. Pokud jsou veSkeré
laboratorni vySeteni v normé&, snizuje to pravdépodobnost vyskytu onemocnéni, avSak se
stadle muze jednat o vzdcny typ nesekre¢niho myelomu, kdy dochazi k tomu, Ze

nediferencované plazmocyty ztraci schopnost vytvaret a produkovat imunoglobulin [1, 53].

1.3.2 Diagnostika onemocnéni mnohocetny myelom
Lékafi vyuzivaji mnoha testl, aby doSlo k co nejpiesnéj$i diagndze tohoto

onemocnéni, avsak je také dulezité, aby pred vykonanim testi zvazil faktory, jakymi jsou:

vvvvvv

Dalsi véc, kterou je zde tieba zjistit, zda se myelom nerozsifil z pivodniho mista do
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dalsich orgénu. Pokud k této situaci dojde, nazyvame ji metastdze. Pro toto zjiSténi se
nejCasteji pouzivaji zobrazovaci metody. Podle vysledkl jednotlivych testi je pak 1ékar

schopen ur¢it co nejlepsi moznou 1é¢bu pro daného pacienta [54].

U toho onemocnéni plati, ze ¢im dfive je stanovena diagndza, tim jsou vyssi Sance
na vyléceni. Pacienty obecné délime do 2 skupin, a to asymptomatické a symptomatické.
Asymptomatické znamena, Ze osoba nema ptiznaky, ¢i projevy nemoci. Tyto osoby jsou
obvykle peclivé sledovany bez specifické 1€cby, 1 kdyz se nékdy nabizi 1écba, ktera zastavi
ruist nebo $ifeni nemoci. Symptomatické, coz znamend, Ze osoba ma specifické ptiznaky a

znamky nemoci. U téchto pacientt se zacina ihned s 1écbou [54].

U pacientd, ktefi dlouhodobé trpi napiiklad bolesti kosti zad nebo unavou, dojde
k SirSimu zabéru vySetfeni. JelikoZ se jedna pfevazné o pacienty pokrocilejsiho véku, je
tteba se informovat, zda netrpi nedostatkem vitaminu D, hyperparatyre6zou, revmatickou
polymyalgii nebo kostni metastdzou. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni MM se pouzivaji
laboratorni diagnostické metody, mezi které necastéjsi patii: kompletni krevni obraz, test
na rychlost sedimentace erytrocytd, elektroforéza proteini v séru ¢i moci, a nakonec i
stanoveni hladiny vitaminu D. Casto doporudovanou laboratorni metodou je také

imunofixace proteinu v séru a mo¢i [55, 56].

Nové diagnostikovany pacient s MM

N
CRARB kritéria —— Ne. ——  Ppozorovat a dekat
 Ano
Symptomatické kostni nebo [— ang —»| Zva}f}t ra(%1ol:§ra1?11(1rnlibo
iiné léze chirurgicky zakrol
v Ne
Systematicka 1é¢ba |I<
!
Posoudit morbiditu, vék, preference
pacienti
Transplantace — zptsobily pacient Transplantace — nezpiisobily pacient
Ti 16kové rezimv Dvou lékové rezimy T# 16kové rezimv Dvou lékové rezimy
Bortezomib, cyclophosphamide, and dexamethasone Lenalidomideand Melphalan prednisone, and bortezomib* Lenalidomideanddexamethasone*
Bortezomib,doxorubicin,and dexamethasone* dexamethasone* Melphalan, prednisone, and thalidomide* Bortezomiband dexamethasone*
Bortezomib, lenalidomide, and dexamethasone* Bortezomiband Melphalanand prednisone*t
Bortezomib, thalidomide, and dexamethasone* dexamethasone* Bendamustineandprednisone* t
l l Dexamethasonet

Autologni transplantace kmenovych bunék

¢ v v

Udrzitelna péce

Obrazek ¢. 5: Klinicky management pacientti s nove diagnostikovanym mnohocetnym myelomem,
pfevzato a upraveno z: [2]
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1.3.3 Terapie

Lécbu mnohocetného myelomu Ize délit do nékolika kategorii a to:

Specificky lécebny program (SLP)
Chemoterapie
Transplantace
Bisfosfonaty
Radioterapie

Lécba infekei
Imunoterapie
Ortopedické 1é¢ba
Thalidomid (Myrin)

10. Bortezomib (Velcade)
11. Lenalidomid (Revlimid)

© © N oo g M w D E

Chemoterapie

MM je onemocnéni nizkého stupné malignity, tudiz je v soucasné dobé& nasSimi
znamymi prostfedky nevyléCitelny. Samotné zahdjeni chemoterapie u pacienti neni
indikovano v pocate¢ni fazi. Jsou to pacienti, u kterych se doposud neprojevili symptomy
typické pro toto onemocnéni. Obdobi, kdy se neprojevuji zadné ptiznaky, mohou trvat i
nékolik let, a nasledné¢ mize dochazet az ke spontanni remisi. Pokud by se u pacienta
indikovala 1é¢ba chemoterapeutiky v asymptomatické fazi, mohlo by dojit k situaci, kdy
vznika sekundarni myeloblasticky syndrom. Z tohoto diivodu se indikace chemoterapeutik
provadi tehdy, kdyZz je nepochybné dokazana progrese onemocnéni a onemocnéni se dale

projevuje specifickymi symptomy [57, 58].

Donedavna se pii 1é¢bé starSich nemocnych osob s MM pouzivala kombinace dvou
1é¢iv, a to melfalanu v kombinaci s prednisonem. Tato kombinace byla povazovana za
zlaty standard 1écby. Vice ucinna 1écba je se zarazenim thalidomidu nebo bortezomibu a
s vysokou pravdépodobnosti 1 revilimidu. Melfalan je nevhodny pro pacienty, u kterych se

zvazuje vysokodavkova chemoterapie spolu s autologni transplantaci krvetvornych bunck
[57, 59].

Pokud se toxicky poskodi kmenové buiky, mize dojit ke zhorSeni jejich samotného
sbéru. Jelikoz je melfalan myelotoxicky, existuje zde nahrada v podobé¢ cyklofosfamidu.

Tato latka je méné myelotoxicka a tudiz se mlZe indikovat pred sbérem kmenovych bunék.
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Pfi monoterapii glukokortikoidi je U€inné pouziti pfedev§im pro vstupni stavy
pancytopenii, kde je jind lécba kontraindikovand. Pfi monoterapii lze pouzit také
dexamethazon, ale tato latka neni schopna udrzet pacienta v dlouhodobé remisi. Agresivni
kombinovany rezim kortikoidi s vysokou dévkou cytostatik jako VAD (vincristin,
adriamycin a dexametazon), hyperCVAD, CED, a podobné latky si v poslednich 20 letech
drzeli dualezité postaveni, jako 1é¢ba pied vykonanim autologni transplantace [60]. Teprve
az nastup novych 1éki, které byly mnohem vice uG¢innéjsi, uzaviely obdobi téchto
kombinaci 1éCiv a oteviely zasadni otazky tykajici se nezadoucich ucinkii a tolerance
1é¢by. Do této kategorie jsou fazeny vysokodavkové kortikoidy s novymi léky jako jsou

bortezomibem, lenalidomidem a thalidomidem [57].

inicialni lécha
chemoterapie 1. relapsu

klin.
priznaky

L. relaps

l. remise 2. remise

masa malignich bunék

cas

Obrazek €. 6: Mnozstvi bunék MM v zavislosti na 1é¢bé [61]

Transplantace kostni di‘ené

Od 90. let Ize povazovat 1é¢ebné protokoly za standardni 1é¢bu, a to pro pacienty
mladsi 65 let a v celkovém dobrém stavu. Tyto protokoly obsahuji 3—5 cyklt indukéni
chemoterapie, kdy jsou zakonCeny vysokodavkovou chemoterapii spolu s autologni

transplantaci kostni dfené nebo také kmenovych bunék periferni krve [62].

Pred samotnou autologni transplantaci se za optimalni indukéni chemoterapii
povazuje chemoterapie VAD. Diivodem je nizké poSkozovani hematopoetické buiiky. To
dale umozni jejich sbér v dostacujicim mnozstvi pro nékolik autolognich transplantaci [62,

60].
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Alogenni transplantace

Autologni a alogenni transplantace maji podobny lé¢ebny protokol obsahujici
indukéni chemoterapii nasledn¢ zakoncCenou transplantaci, v tomto piipad¢ alogenni
transplantaci kostni dfené. Problémem je vysoka mortalita. U pacienti alogenné
transplantovanych je median pfeziti mensi nezli u pacientti autologné transplantovanych.
Ditlezitym poznatkem je, ze délka remise u pacienta, ktery piezije prvni rok po alogenni
transplantaci je daleko del$i nez u autologni transplantace. Alogenni transplantace je
povazovana za vhodnou pouze pro pacienty, u nichz dochézi k ¢asnému relapsu choroby, u

nov¢ diagnostikovanych pacientt nikoli [62, 63].
Léc¢ba bisfosfonaty

Jedna se o latky, které ve velké mife zlepSuji kvalitu zivota. Pouzivd se pro
podpiirnou 1écbu a je velmi dilezité jej trvale podavat. Bylo prokdzano na tkanovych
kulturach, ze dokaze brzdit proliferaci myelomovych bun¢k [64]. Hlavnim ucelem pouziti
bisfosfanatd je utlumit nadmérnou ¢innost osteoklastii. Touto 1é¢bou Ize Casto pacientim
ulevit od bolesti kosti. I kdyZ je toto 1é¢ivo v celku bezpeéné, mizou se u nékterych
pacientli vyskytovat chiipkové stavy a u prvniho pouziti mize dochazet ke zhorSeni bolesti
kosti. Jako dal$i muze bisfosfonat zpiisobovat ledvinové potize, a to v ptipad¢ pfrilis

rychlého podani. Z tohoto divodu je pii podani dilezité pozorovat ¢innost ledvin [65].

Ne&kteti 1ékafi voli 1écbu bisfosfondty u pacientll nachéazejici se v pocatecnich
stadiich, a to 1 kdyz nemaji k dispozici Zadnou studii, kterd by prokazatelné podpotila
spravnost jeho pouziti. Nicméné laboratorni testy prokazaly, ze bisfosfonaty mimo jiné
dokazou myelomovou bunku znicit. Lze se, ale také setkat s nezddoucimi ucinky, a to
napiiklad s osteonekrozou. Projevy nastdvaji v oblasti Celisti, kde dochdzi ke vzniku
bolesti, ztraty zubl a odstépovani kosti. Mezi projevy osteonekrozy Celisti patii slinéni,
pocit znecitlivéni a bolestivost. Doposud neni znamo jakym zplisobem by bylo mozné

tomuto nezadoucimu Géinku zamezit [65].

wewvr

zolendronat, u kterého je potieba sledovat kreatinin, z divodu negativniho vlivu na

ledviny. V zahranici se také pouziva ibandronat [64, 65].
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Radioterapie

Radioterapie je dulezitou soucasti celkové 1écby MM, kdy hlavnim cilem je potlacit
myelomové bunky a tim zmirnit bolesti kosti. Jedna se o pravidelnou soucast 1éCby
pacientt s MM. V pfipad¢, Ze je na rentgenovém snimku odhaleno patrné vétsi
osteolytické lozisko v nosném skeletu, preventivné se ozafi, a to i v ptipad¢, kdy jeste neni
bolestivé. Divodem je zabranéni progresi loziska a tim patologické fraktuie. Ta by mohla
omezit hybnost pacienta. V piipadé, ze dojde k odhaleni loziska mimo nosny skelet,

provadi se ozafeni v ptipad¢ bolestivosti nebo ohrozeni celistvosti kosti [66].
Léc¢ba infekci vzniklych u pacientii s mnoho¢etnym myelomem

Jakakoliv nemoc, kterd postihne pacienta, zptisobi oslabeni jeho obranyschopnosti
proti infekcim a ndsledné se 1é€ebné postupy rapidné komplikuji. Z tohoto divodu patii

infek¢éni komplikace k tém nejzavazné&j$im problémim. Infekéni komplikace jsou také

zodpovédné za nejcastéjsi pticinu smrti [67].

Lékat by mél byt obeznadmen, jak spravné z pohledu diagnostiky a 1é¢by postupovat
pifi podezieni ¢i potvrzeni infekéni komplikace u svého pacienta. U osob bez oslabené

imunity se tyto postupy lisi [67].

Chemoterapeutika jsou doprovazena podporou autologniho Stépu krvetvorné tkané.
Dnes je to povaZzovano za optimalni 1écebny postup, a to u vhodnych pacientli postihujici
MM. Je prokazan vysoky pocet pripadi (30-50%), kdy po provedeni autologni
transplantace dojde k dosazeni kompletni 1é¢ebné odpovédi. Tato 1é¢ebna metoda vede
k prodlouzeni doby do relapsu onemocnéni a také k celkovému pieziti oproti jinym
lé¢ebnym metodam. I kdyz tato metoda ma uspéch, nedokéaze zabranit relapsu po 20 letech

stagnace [67, 68].

Primarni vliv na relaps onemocnéni maji ptezivajici nadorové builky, tzv zbytkové
nadorové onemocnéni. Z tohoto vyplyva, ze prodlouZit Zivot pacienta by bylo moZné
tehdy, pokud by se pfiSlo na mechanismus, jak udrzet stabilni po¢et nadorovych bunék, ¢i

eradikovat zbytkovou chorobu [67, 68].
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1.4 Enolaza

Enolaza je cytozolicky metaloenzym odpovédny za pieménu 2-fosfoglyceratu na
fosfoenolpyruvat, jedna se o druhy az posledni krok glykolyzy. U savci je enolaza
kodovana tremi homolognimi geny. Tyto genové produkty maji nejen odliné biochemické
a imunologické vlastnosti, ale také vykazuji odliSnou tkanovou distribuci. Kromé své
glykolytické funkce hraje a-enolaza v patofyziologickych podminkéach tadu roli, vCetné
onkogeneze, progrese nadoru, ischemie a bakterialni infekce. Hladinam exprese a-enolazy
byla pfifazena diagnostika a prognostickd hodnota u fady nadord. Kromé toho je
neuronové specifickd a-enolédza uvoliiovana do mozkomisniho moku i do systémového
ob¢hu, a to pii traumatickém poranéni mozku a ischemickych ptihodach. To znamena, ze
méfeni enzymatické aktivity enoldzy je relevantni pro rizné oblasti vySetieni, véetné

onkometabolismu [69].

Enoldza, znamé také jako fosfopyruvat-hydrataza, je klicovym glykolytickym
enzymem v cytoplazmé prokaryotickych a eukaryotickych bunék. Je to metaloenzym,
ktery vyzaduje iont kovu, jako je Mg?* a katalyzuje dehydrataci 2-fosfoglyceratu (2-PG) na
fosfoenolpyruvat (PEP) v katabolické glykolytické cesté. Miize také katalyzovat reverzni

reakci v procesu glukoneogeneze, v zavislosti na prosttedi koncentrace substrati [69, 97].

U savel je enolaza kodovana tremi homolognimi geny: ENOL1 ktery je
vSudyptitomné exprimovan. ENOL2, ktery je exprimovan vyhradné v nervovych tkanich, a
ENOL3, ktery je exprimovan ve svalovych tkdnich. Enzym se tedy vyskytuje ve tfech
izoformach: a — enoldza kodovand ENOLI, ktera se nachdzi téméf ve vSech tkanich, f —
enoldaza kodovand ENOL3, kterd se nachazi ptevazné ve svalovych tkénich a y — enoldza
kédovana ENOL2, kterd se nachazi pouze v neuronech a neuroendokrinnich tkanich. Tfi
izoformy se krom¢ riznych distribuci v tkédni vyznacuji odliSnymi biochemickymi a
imunologickymi vlastnostmi. Funkéni enzym je dimer slozeny ze dvou homolognich a
heterolognich izoforem, kdy pouze pét typu (aa, aff, BB, ay a yy) enolazového izoenzymu
lze nalézt diky selektivni lokalizaci pasovych y-enolaz. Je zajimavé, Ze proporce dimernich
forem (oo, BB @ af) enolazy v srdci a kosternim svalu krysy se béhem embryonalniho
vyvoje méni. Z poc¢atku je u plodu v obou tkanich typ aa ptevladajici, ale s postupnym
vyvojem plodu se typ oo nahradi typy afy a BB v dospélém srdci a typem B v dospélém

pruhovaném svalstvu [70, 71].
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141 o - enolaza

a-enolaza je klicovy glykolyticky enzym v cytoplazmé prokaryotickych a
eukaryotickych bunék a je povazovan za multifunkéni protein. a-enoldza je exprimovana
na povrchu n¢kolika bunéénych typli, kde plsobi jako receptor plazminogenu a
koncentruje proteolytickou aktivitu plazminu na bunéfny povrch. Kromé funkci
glykolytického enzymu a plazminogenového receptoru se zda, ze a-enoldza ma i jiné
bunécné funkce a subcelularni lokalizace, které se lisi od jeji hlavni funkce v glykolyze.
Kromé¢ toho diferencialni exprese a-enolazy souvisi s nékolika patologiemi, jako jsou
napiiklad nddorova onemocnéni, Alzheimerova choroba a revmatoidni artritida. a-enolazu
byla identifikovana jako plazminogenovy receptor v nékolika typech bunék. Zejména byla
zjiSténa jeji role v myogenezi, jako piiklad procesu extracelularni remodelace. Ukdzalo se,
Ze a-enoldza je exprimovana na povrchu bun¢k diferenciacnich myocytd a ze inhibitory
vazby a-enoldza / plazminogen blokuji myogenni fizi in vitro a regeneraci kosterniho
svalstva u my$i. Diky témto poznatkiim by a-enoldza mohla byt povaZzovdna za marker

patologického stresu u vysokého poétu nemoci [72].

Uloha a-enolézy jako plazminogenového receptoru na rakovinnych buiikdch byla
rozsahle zdokumentovana. Bylo zjisténo, ze ptisobi jako klicovy protein, podporuje
bunéény metabolismus v anaerobnich podminkach a podporuje invazi nadoru aktivaci

plazminogenu a degradaci ECM (z angl. Extracellular Matrix) [73].

V probéhlé analyze genové sité pro specifickda onemocnéni identifikovala dezmin,
interleukin 8 a a-enolazu jako centralni prvky pro tumorogenezi rakoviny tlustého stieva.
Pokles exprese a-enolazy v riznych liniich nadorovych bunék zpisobil dramatické zvyseni
jejich citlivosti na 1éky cilené na mikrotubuly (napf. taxany a vinkristin), pravdépodobné
kvili interakcim o-enoldza-tubulin, coz naznacuje roli a-enoldzy pifi modulaci sité
mikrotubult [98, 99]. Snizeni odpovédi na stimulaci v disledku poklesu nebo az chybéni
slozek vede k invazivité bunécnych linii folikularniho karcinomu §titné zlazy zpusobujici
zeslabeni genu pro a-enoldzu. Nadmérna exprese a-enoldzy byla spojena s rakovinovymi
bunikami hlavy a krku a toto zvySeni bylo spojeno nejen s progresi rakoviny, ale také se
Spatnymi klinickymi vysledky. Exogenni exprese a-enoldzy déale podporovala bunécnou

proliferaci, migraci, invazi a tumorogenezi [100, 101].

Béhem tvorby a expanze nadoru musi nadorové buinky zvySovat metabolismus

glukézy. Hypoxie je spoleénym rysem solidnich nadorii. V souladu s tim byla nalezena
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nadmérnd exprese glykolytickych genti u mnoha lidskych nador. V nadorovych buiikach
je u a-enolazy zvySena regulace, podporuje anaerobni proliferaci (Warburgtv efekt) a je
exprimovana na bunééném povrchu, kde podporuje invazi rakoviny [73, 74]. Zda se tedy,
ze a-enoldza hraje velkou roli v progresi rakovinnych bunék. Dale bylo prokazano, Ze a-
enoladza je upregulovand, coz znamena, ze je zvysena jeji odpovéd’ na urcity stimul, a to v
duktalnim adenokarcinomu pankreatu, kde je vystavena fad¢ posttranslacnich modifikaci,
jmenovité acetylaci, metylaci a fosforylaci. Exprese a-enolazy a posttranslacni modifikace

mohou mit diagnostickou a prognostickou hodnotu u rakoviny [75, 76].
a-enolaza jako receptor plazminogenu

a-enolaza byla identifikovana také jako plazminogenovy receptor na povrchu
n¢kolika riznych bunéénych typid, vcetné buncék karcinomu, monocytoidnich bunék,
leukocytarnich bunéénych linii, potkanich neurondlnich bunck, a u patogennich

streptokoku [77, 78, 79].

Interakce plazminogenu s a-enolazou na bunééném povrchu zvysuje jeho aktivaci PAs
(plasminogen activators), koncentruje aktivitu proteazy pericelularné a chrani plazmin pied
inhibici o2-antiplazminem. Abychom prozkoumali roli a-enolazy v pericelularni generaci
aktivity plazminu, byla vytvoifena monoklonalni protilatka, MAb11Gl, ktera specificky
blokovala vazbu plazminogenu na purifikovanou a-enolazu. MAb11G1 umoznil prokazat,
ze pro aktivaci pericelularniho plazminogenu a tvorbu plazminu je nutné obsazeni a-
enolazy plazminogenem na leukocytoidnich buikach a na neutrofilech v periferni krvi [80,

81].

uPA

Plg Pli
uPAR

Cell signaling

|

Proliferation
Migration
Differentiation

Obrazek €. 7: Schematicky ptehled predstavuje interakci a-enolaza / plazminogen na povrchu
bungk [72]
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a-enolaza zvySuje aktivaci plazminogenu na povrchu bunék, koncentruje
proteolytickou aktivitu plazminu na pericelularni oblast a chrani plazmin pted jeho
inhibitorem a2-antiplazminem. Po aktivaci muze plazmin degradovat vétSinu slozek
extracelularni matrice pfimo nebo nepiimo aktivaci metaloproteaz. Je také schopen
aktivovat prohormony ristovych faktorti. Zkratky: Plg, plazminogen; Pli, plazmin, a2-AP,
az2-antiplazmin; uPA, aktivator plazminogenu urokinazového typu, uPAR, aktivator
plazminogenu urokindzového typu; ECM, extracelularni matrice; MMP, metaloproteazy;

GF, rostouci faktory [72].
a-enoldza patii mezi antigeny asociované s nadory

TAA jsou vlastni proteiny, které mohou vyvolat vice specifickych imunitnich
odpovédi v autolognim hostiteli. K aktivaci imunitniho systému proti TAA dochazi v rané
fazi tumorigeneze, jak dokldda detekce vysokych titri autoprotilaitek u pacientli s
rakovinou v rané fazi, a koreluje s progresi maligni transformace. Neni zcela jasné, jak
jsou TAA schopny vyvolat humorédlni odpovédi, zejména proto, Ze mnohé z dosud
objevenych jsou intracelularni proteiny, ale ptredpoklada se, ze jsou pozménény zpiisobem,
ktery €ini proteiny imunogennimi. Bylo navrzeno nékolik hypotéz: tyto vlastni proteiny
mohou byt nadmérné exprimovany, mutovany, nespravné slozeny, aberantné degradovany
nebo lokalizovany tak, ze u pacientli s rakovinou jsou vyvolavany autoreaktivni imunitni
odpovédi. Navic TAA, které prosly posttranslaénimi modifikacemi (PTM), (napf.
glykozylace, fosforylace, acetylace, oxidace a proteolytické §té€peni), mohou byt imunitnim
systémem vnimany jako cizi. Imunitni reakce proti takovym imunogennim epitopim TAA
indukuje produkci autoprotilatek jako sérologickych biomarkerti pro rakovinu. Jak jeho
nadmérna exprese v nddorech, tak schopnost vyvolat humorédlni a / nebo bunécnou
imunitni odpovéd’ u pacientl s rakovinou klasifikuji a-enolaza jako skutecnou TAA [82,

83].
a-enolaza a jeji vztah k nadorovému bujeni

Nékolik TAA indukuje produkci IgG autoprotilatek u pacientl s rakovinou
prostfednictvim integrované imunitni odpovédi vyvolané CD4 + T bunkami, CD8 + T
buiikami a B bunkami. TAA uvolnéné sekreci, vylucovanim nebo lyzi nadorovych bunck
jsou zachyceny bunkami prezentujicimi antigen, zpracovany a prezentovany bud
molekulami hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) tfidy I nebo MHC ttidy II pro
aktivaci a aktivaci T lymfocytt CD8 + a CD4 +. Také dochazi k piijmu antigenu B
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bunikami a je pohanén membranovym Ig, coz vede k prezentaci antigenu MHC tfidy II
CD4 + T bunikam. Aktivované CD4 + T bunky prostfednictvim sekrece vhodnych cytokint
spoustéji B bunky k produkci IgG proti stejnym TAA a CD8 + T buiky se diferencuji na
TAA specifické cytotoxické T lymfocyty. Udrzba a pieziti cytotoxickych T lymfocyti
specifickych pro TAA in vivo zavisi také na cytokinech uvolnovanych CD4 + T bunkami.
Tato koordinovand imunitni odpovéd naznacuje, ze IgG proti TAA nejsou jen
diagnostickym nastrojem, ale také umoziuji vybér TAA pro imunoterapii rakoviny [84,

85].

U mnoha pacientt s rakovinou, v¢etné pankreatu, leukémie, melanomu, hlavy a krku,
prsu a plic, bylo prokazano, ze a-enoldza indukuje produkci autoprotilatek. U pacientt s
rakovinou pankreatu jsou autoprotilatky proti a-enolaze namifeny proti dvéma izoformam
fosforylovanym v Serine 419, u kterych je zvySena jejich odpovéd na urcity stimul.
Fosforylace proteini zvySuje afinitu peptidi k MHC molekuldm, které lze rozpoznat T

lymfocyty [86].

1.4.2 y-enolaza

y-enolaza, znama také jako neuron-specifickd enoldza (NSE), je enzym glykolytické
dréhy, ktery je exprimovan pievdzné v neuronech a bunikdch neuroendokrinniho systému.
Jako marker nddoru se pouziva v diagnostice a prognéze nadorového onemocnéni, avsak
mechanismy, které¢ jej zavadéji do maligni progrese, zistavaji neznamé. Jelikoz je
cytoplazmaticky enzym y-enoldza zapojen do zvysSené aerobni glykolyzy, hlavniho zdroje
energie v rakovinnych bunkach, podporuje bunécénou proliferaci. AvSak odliSnd bunécna

lokalizace za patofyziologickych podminek ukazuje na dalsi bunééné interakce [87].

y-enoldza je 433 aminokyselinovy dlouhy dimerni protein, ktery zahrnuje dva
izoenzymy enolazy, yy a ay, a je také oznacovan jako neuron-specifickd enolaza (NSE).
Molekulova hmotnost podjednotky je pfiblizné 39 kDa, zatimco nativni formy je 78 kDa,
coz se mize u kombinace podjednotek liSit. y-enoldza se nachazi pfevazné v neuronalnich
buiikdch a neuroendokrinnich bunkach, zejména v liniich absorpce a dekarboxylace
aminového prekurzoru. Je to napiiklad ve stievech, plicich, Stitné Zlaze, hypofyze a
slinivce bfiSni. Mensi mnoZstvi je také ptfitomno v buiikach a tkdnich. V bunkéch to jsou
erytrocyty a trombocyty a v tkanich je pritomna u prsni tkan¢€ a prostaty. yy izoforma se

nachazi pfevazné u zralych neuronli a je také pouzivana jako marker zrajicich a
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diferencujicich neuroni, zatimco izoenzym oy se nachdzeji ve vy$Sich mnozstvich v jinych

bunkach nezli u bunék nervové soustavy [88,89].
v-enolaza a jeji vliv na nadory

Je obecné znamo, ze glykolyza je drasticky zvySena v nadorovych buikach a je
charakteristickym znakem progrese rakoviny. U nadort, které prevysuji jeji vyzivu, jsou
bunky vystaveny prostfedi se Spatnym pfisunem kysliku a zivin, coz vede k prevalenci
aerobni glykolyzy ptes mitochondrialni oxidativni fosforylaci. Tento metabolicky pfechod
oznacovany také jako Warburgliv efekt umozituje nddorovym bunkam produkovat energii
k preziti a ptipadné k proliferaci bez ohledu na pfitomnost kysliku. Samotna glykolyza je
vSak energeticky méné UCinnd nez oxidacni fosforylace. Proto musi byt reakce
glykolytické drahy drasticky urychleny, aby byly uspokojeny vys$s$i metabolické potieby
proliferujicich nddorovych bunék, coz je zfejmé z Cistého zvyseni spotieby glukozy a vyssi

exprese glykolytickych enzymu [90,91].

y-enolaza je typicky nadmémé exprimovana v nadorech neurogenniho a
neuroendokrinniho plivodu a byla pouzita jako marker pro detekci neuroendokrinni
marker pro Spatn¢ diferencované neuroendokrinni nadory Divodem je, Ze pokud ma byt
nadorové onemocnéni klasifikované jako neuroendokrinni, musi exprimovat alespon dva
neuroendokrinni markery, z nichz jeden je y-enoldza. Imunohistochemie y-enolazy je
pravidelné pouZivand pro diferencidlni diagnostiku malobunééného karcinomu plic
(SCLC) od jinych histologickych podtypt karcinomu plic. Zvysena exprese y-enolazy byla

pozorovana také u jinych nadorovych onemocnéni, véetné karcinomu prsu [92,93].

y-enoldza je nadmérné exprimovdna v nddorech a jejim hlavnim pfispévkem k
progresi nadoru je bezpochyby ucCast na urychlené glykolyze rakovinnych bunék.
Naptiklad maligni transformace astrocytarnich, prsnich a urotelidlnich bun¢k vedla k
vyskytu y-enolazy v ptvodnich bunikdch neobsahujici y-enoldzou, coz siln€ naznacuje, ze
transformované buniky mohou ziskat schopnost exprimovat y-enolazu, aby se ptizpisobily

zvySenym metabolickym potiebam neoplastického stavu [94].

Ukazalo se, Ze y-enolaza pusobi jako neurotropni faktor v neurondlnich buiikéach.
Tato funkce se projevuje prostfednictvim dalSiho aktivniho mista, které neni soucasti
katalytického aparatu podilejiciho se na glykolyze, ale je lokalizovano na C-konci

molekuly. Naptiklad bylo prokazano, ze peptid o délce 30 aminokyselin, napodobujici C-
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koncovou ¢ast y-enolazy, podporuje preziti, diferenciaci a regeneraci neuront aktivaci
signalnich transduk¢nich drah, které jsou normaln€ spoustény aktivaci receptoru Trk (z
angl. tropomyosin receptor kinase), fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K) a mitogenem
aktivované proteinové kinazy (MAPK). Déle bylo prokazano, ze C-koncovy peptid
v-enoldzy zhorSuje apoptézu a interaguje s neurotrofinovym receptorem p75 (p75NTR) a
potlacuje aktivaci jeho naslednych efektorti v apoptické signalizaci. Neurotroficky ucinek
y-enolazy je regulovan katepsinem X a cystein karboxymonopeptidazou, ktery je casto
exprimovan v neuronalnich a gliovych buiikach. Bylo prokazéano, ze katepsin X postupné
Stépi posledni dvé aminokyseliny (433L a 432V) na C-terminalnim konci y-enoldzy a
narusuje doménu PDZ (proteinova strukturni doména), kterym se y-enoldza vaze na
proteinovou ¢ast y-1-syntrofin. Ten zprostfedkovava translokaci y-enoldzy a jeji asociaci s
plazmatickou membranou, coz je piedpokladem pro neurotrofickou aktivitu. Proto pouze

C-terminalné nastépena y-enolaza zpusobuje samotné preziti nadoru [95, 96].
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace je implementace promyvaci stanice FlexiWash 400 do
pracovniho postupu metody SERPA a analyza sér pacientdt s MM v remisi za ucelem

prikazu pritomnosti specifickych anti-ENOL protilatek.

Seznam cili diplomové prace:

- Implementace promyvaci stanice FlexiWash 400 za G¢elem vylepSeni pracovniho postupu

metody SERPA.
- Analyza sér 3 pacienti s MM v remisi za G¢elem prukazu pritomnosti specifickych anti-
ENOL protilatek a jinych cilovych struktur proti nimz pacientské sérum vykazuje

reaktivitu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky
- analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)
- aparatura pro diskontinualni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)
- aparatura pro blotovaci pfenos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
- automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- blotovaci membrana Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2 um (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)
- fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System obsahujici CCD kameru s Image Lab™
softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
- gelové prouzky s imobilizovanym gradientem pH Immobiline™ DryStrip pH 3-10 NL, 7
cm (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
- magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
- mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
- ptredvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
- svafecka folii Freshie 1762 (Eta, Praha, CR)
- $picky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- tiepacky:
o Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)
o Vortex mixer - Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy)
o Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA, Riga, Loty$sko)
- ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)
- zafizeni pro izoelektrickou fokuzaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)zdroj napéti — Power-pac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
- promyvaci stanice FlexiWash FW400 (Cellagen Technology, Praha, CR)

- ultrazvukovy procesor UP100H (Hielscher, Berlin, Némecko)
- laboratorni upravna vody Halios 40 Type 1 + 2 ultrapure + pure water (Neptec, Elbtal,

Némecko)

- odstfedivka MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko)

- skla s vyfezem Mini-PROTEAN® podlozni sklo s 1.0 mm mezerou (Bio-rad, Praha 4,
Ceska republika)

- kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-rad, Praha 4, Ceska republika)

- sklenéna jehla Hamilton (Hamilton, Nevada, USA)
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3.2 Seznam chemikalii a reagencii

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) - v textu uvadén pod zkratkou CHAPS

agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
amoniak vodny roztok 26% (Lach:ner, Neratovice, CR)
bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)
butanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

citrat sodny (Penta, Chrudim, CR)

&ervena krevni stl (Penta, Chrudim, CR)

destilovana voda

DeStreak Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach:ner, Neratovice, CR)

dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod zkratkou DTT
dodecylsulfat sodny (Lachema, Neratovice, CR) - v textu uvadén pod zkratkou SDS
dusi¢nan stiibrny (Penta, Chrudim, CR)

etanol (Lachema, Neratovice, CR)

fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod
zkratkou PMSF

formaldehyd 36 - 38% vodny roztok (Penta, Chrudim, CR)
flutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
glycerol (Penta, Chrudim, CR)

glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod
zkratkou BSA

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Penta, Chrudim, CR)

hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)
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chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)
chlorid sodny (Lach:ner, Neratovice, CR)
jodacetamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod zkratkou TAA

konjugat - anti-human 1gG (whole molecule) — peroxidaza, sekundarni kozi protilatky —
AB8667 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina citronovéa bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Kyselina octova 99% (Lach:ner, Neratovice, CR)

metanol (Lach:ner, Neratovice, CR)

Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
mineralni olej (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

mocovina (Lach:ner, Neratovice, CR)

modifikovany trypsin pro sekvenovani (Promega, Madison, W1, USA)
N,N’-metylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

odtu¢néné susené mléko (Aditiva CZ, Praha, CR)

persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

siran Zeleznaty (Lachema, Neratovice, CR)

smés amfolytt Pharmalyte™ pH 3 — 10 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
smés amfolytt Pharmalyte™ pH 8 — 10,5 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa) Precision Plus Protein Unstained
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa) Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

substrat pro imunodetekci Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
TEMED (N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
thiomocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminometan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén
pod zkratkou Tris
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- Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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3.3 Vzorky a bunééné linie

o 4

Pouzita lidska nadorova bunééna linie:
Suspenzni

- RPMI 8226 — pochéazejici z B-lymfocytl izolovanych od pacientti s mnohocetnym
myelomem

Pouzita séra:
20 sér od pacienti s MM s paraproteiny tiidy IgG.

Séra pro negativni kontrolu byla ziskana od dobrovolnych darct, ktefi poskytli tzv.
informovany souhlas a vdobé odbéru neméli zadné nadorové ani autoimunitni

onemocnéni.

3.4 Priprava bunééného lyzatu

- Lyzaéni pufr pro 2D-elektroforetickou separaci:

o 7 M mocovina
o 2 M thiomoc¢ovina
o 4% CHAPS
o 1%DTT
o 0,2 % Pharmalyte (3-10)
o 1mMPMSF

Piiprava bunééného lyzatu pro 2D-elektroforetickou separaci:

v

Cerstveé pripraveny bunécny lyzacni pufr pro 2D-elektroforézu (400 pl) je pfidan k
peleté RPMI bunééné linie (5 x 10° bunék), kterd byla zmrazena na -80°C. Nasleduje
postup promichani, pfeneseni bunétného lyzatu do nové mikrozkumavky a zahajime
sonikaci (30 s, Amplituda 80%, cyklus 1). Pomoci sonikace dojde k rozruseni bun¢k. Po
provedené sonikace nasleduje centrifugace bunék po dobu 10 min a 12 300 rpm (11 900 x

G). Poté je roztok s proteiny odpipetovan od pelety do nové mikrozkumavky.
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3.5 Rehydratace gelovych prouzki
- RTS-D rehydrataéni roztok:

o 6 M mocovina

o 2 M thiomocovina
o 4% CHAPS

o 40 mM Tris

o 1,2% DeStreak

o 10 ul zasobniho roztoku 1% bromfenolové modie

Pomicky:

- filtra¢ni papirky Protean IEF systém-Electrode wicks (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Postup:

Gelové prouzky délky 7 cm s pH rozmezim od 3 do 10 je pfed pouzitim nutné
rehydratovat. Na dno plastové nadobky je naneseno 120 ul smési, ktera vznikla smichanim
bunééného lyzatu (60 pl) a rehydratacniho roztoku (80 pl) a pfidavkem dvou roztokt
Pharmalyte o pH 3-10 (1,3 ul) a pH 8-10,5 (0,65 ul). Na nadavkovany roztok je opatrné
polozen gelem doll prouzek tak, aby pod nim nezlstaly bublinky. Nasledné je pfevrstven

mineralnim olejem. Gelové prouzky jsou asi 18 hodin hydratovany pii teploté 20°C.

3.6 Izoelektricka fokuzace — IEF
Postup:

Po no¢ni hydrataci je gelovy prouzek oplachnut (destilovanou vodou), osusen a na
namocené filtracni papirky poloZen na elektrody ve spravné polové orientaci. Poté je
prevrstven mineralnim olejem a vlozen do ptistroje (PROTEAN® IEF systém), ve kterém
probihd izoelektricka fokuzace pii nastaveni dle tabulky 8. Doba separace je ptiblizn¢ 8
hodin, béhem jednotlivych krokd by hodnota proudu neméla presahnout 90 pA, idedlni je
asi 50 pA. Z tohoto divodu bylo nastavovano 75 pA / prouzek. K ukonceni IEF muze
dojit, az hodnota (Vh) na pfistroji dosahne rozmezi 9 000 — 10 000 Vh. Poté je prouzek

oplachnut destilovanou vodou, osusen a pro uchovani zamrazen (-20°C).
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Tabulka €. 1: Nastaveni IEF

krok celkové napéti ¢as / doba
C.1 150 V 2h
C.2 300 V 1h
C.3 900 V 1h
C. 4 2100V 1 h 20 min
C.5 3500 V 1h
C.6 3500V 1h
C. 7 3500 V 4 500 Vh

3.7 Polyakrylamidova gelova elektroforeticka separace v prostiredi SDS

- Ekvilibraéni roztok:
o 6M mocovina
o 30% glycerol
o 0,07M SDS
o 3,34% 1,5M Tris, pH 8,8

- 0,5% agardza v elektrodovém pufru s bromfenolovou modii

Postup:

Po rozmrazeni je gelovy prouzek ekvilibrovan nejprve 15 minut v 1,5 ml 1% DTT v
ekvilibra¢nim roztoku (0,1 g DTT / 10 ml ekv. roztoku) na tfepaéce, poté je oplachnut a
osusen. Dalsich 15 minut je prouzek ekvilibrovan na tiepacce ve tmé také v 1,5 ml 4%
IAA s ekvilibraénim roztokem (0,4 g IAA/ 10 ml ekv. roztoku). Mezitim jsou pfipravena
skla s 1 mm tloustkou pro gel. Je pfipraven 12% délici gel (Tabulka ¢. 2), ktery je
pievrstven butanolem. Po polymeraci gelu je butanol odsat filtracnim papirem a pievrstven
5% zaostfovacim roztokem, do néhoz je zasunuta Sablona pro 2D-elektroforézu. Po
ztuhnuti jsou skla s gelem vloZena do stojanu, pfenesena do elektroforetické vany a
doplnéno elektrodovym pufrem. Sablona je opatrné vyjmuta z gelu a jamka pro prouzek
opatrn¢ proplachnuta. Nésledné je za pomoci filtraéniho papiru odsat elektrodovy pufr
z jamky. IPG gelové prouzky jsou oplachnuty destilovanou vodou, osuseny, zkraceny (na
velikost jamky) a zasunuty mezi skla gelem ke kratsi stran¢. Kovovymi kopisty je gelovy
prouzek zasunut az ke gelu, tak aby mezi prouzkem a gelem neziistala zddnd bublinka a (+)
konec prouzku byl v levém rohu, hned vedle jamky pro standard molekulovych hmotnosti.

Filtra¢nimi papiry je opatrné odsat pufr nad gelovym prouzkem a poté je prostor zalit 0,5%
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agardzou s bromfenolovou modii. PO ztuhnuti agarézy je vana doplnéna elektrodovym
pufrem az po okraj a jako posledni je nadavkovan standard molekulovych hmotnosti (6 pl
Dual Color) Hamiltonovou mikrostiikatkou. Poté je elektroforeticka vana uzaviena a
pfipojena ke zdroji napéti. Prvnich 5-10 minut probihd separace pii napéti 60 V. Poté je
hodnota napéti zvysena na 180 V, proud je nastaven 30 mA /gel. Separace proteint
probiha ptiblizné¢ hodinu a je potfeba, aby barvivo, které je obsazeno v molekulovém
markeru opustilo gel. Po probéhnuti elektroforetické separace jsou skla s gely vyjmuta z

aparatury a je mozné je barvit ¢i blotovat na membranu.

Tabulka €. 2: Postup ptipravy 12% a 5% polyakrylamidovych gela

12% délici gel 5% zaostiovaci gel

destilovana voda 6,72 ml 42 ml

A —30% AA a bisAA 8 ml 1ml
B-15MTris, pH 8,8 5ml X
C-1MTrispH6,8 X 0,75 ml

D - 10% SDS 0,2 mi 0,06 ml

E - 10% APS 0,2 mi 0,06 ml
TEMED 0,008 ml 0,006 ml
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3.8 Vizualizace proteinii na gelu po elektroforetické separaci

3.8.1 Barveni gelii dusicnanem stiibrnym

Barvici roztok:

- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol

- 10% roztok glutaraldehydu

- Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,05% formaldehyd
- Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

- Roztok amoniakalniho stiibra:

o 20% vodny roztok dusicnanu stfibrného je postupné prikapavan ke smesi
destilované vody (21 ml), vodného roztoku amoniaku (1,4 ml) a 9 M hydroxidu
sodného (239 pl) az do doby vzniku svétle bézoveé-hnédého zakalu. Poté je roztok
doplnén na 100 ml destilovanou vodou. Toto mnozstvi vystaci pro barveni 3-4
geld. Roztok je pfipravovan tésné pred pouzitim.

Postup:

Po dokoncené elektroforetické separace je gel proplachnut destilovanou vodou.
Nasledné je gel 30 min fixovan ve fixa¢nim roztoku na tiepacce. Lze fixovat i pies noc pii
teploté 4° C. Poté je gel 30 minut na tiepacce rehydratovan v destilované vodé a 30 minut
inkubovan s roztokem 10% glutaraldehydu. Na tento krok navazuje 10 min promyvani
destilovanou vodou, které se 6x opakuje. Po této fazi je ke gelu pfidan roztok
amoniakalniho stfibra, inkubace trva 6 — 10 minut. Nasleduje oplachnuti gelu destilovanou
vodou a aplikace vyvolavaciho roztoku, kdy za mirného tfepani dochazi k postupné
vizualizaci proteinti na gelu. Kdyz barveni dosahne pozadované intenzity, je ukonceno a je

piidan ustalovaci roztok, ve kterém je pii 4° C gel mozné i skladovat.

Tento postup byl aplikovan na gely po probéhlém Western blotu. Divodem bylo
zjistit, zda doslo ke kvantitativnimu pfeneseni proteini z gelu na nitrocelulézovou (NC)

membranu.
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3.9 Western blot s naslednou imunodetekci

Roztoky a reagencie:

PBS-T,pH 7,4 (11)
o 137 mM NaCl (8 g)
o 2,7mMKCI (0,2 9)
o 1,47 mM KH:PO4 (0,2 g)
o 8,1 mM NaHPO, - 12H,0 (2,9 g)
o 0,1% Tween_(4 ml)
- Blokovaci roztok: 5% susené odtu¢néné mléko v PBS-T (5 g/ 100 ml PBS-T)
- Redici roztok pro primarni protilatku a konjugat: blokovaci roztok
- Transferovy roztok (Towbin, 1 1):
o 25mM Tris (3,03 g)
o 192 mM glycin (14,4 glycin)
o 20% metanol (200 ml)
o Destilovana voda (800 ml)
- Primarni protilatka: pacientské sérum (fedéni 1 : 500)
- Konjugét: anti-human IgG (fedéni 1 : 5 000)
- Substrat: Clarity Western ECL Substrate
Postup:

Postup pro vypracovani Western blotu pfimo navazuje na proteinovou 2D-
elektroforézu. Po prob&hnuti elektroforetické separace je gel vyjmut z aparatury, oplachnut
destilovanou vodou a vlozen do transferového roztoku (Towbin). Do transferového roztoku
jsou také namoceny tlusté filtraéni papiry a také membrany NC, ustfizené pro spravnou
velikost dle Sablony. Viko aparatury pro semi-dry WB je tfeba odklopit a odstranit vrchni
elektrodu (katodu). Na spodni elektrodu (anodu), je nejprve vlozen mokry tlusty filtra¢ni
papir, ktery je uhlazen pomoci valecku (dojde k vytlaceni pifipadnych vzduchovych
bublin). Nasledné je na filtracni papir nanesena NC membrana a na ni pienesen gel. Ve je
zakryto druhym silnym filtracnim papirem namocenym piedtim Vv transferovém roztoku a
op¢t uhlazeno valeckem. VesSkeré potfebné komponenty jsou postupné vrstveny, tak aby
zadna nepiesahovala pfes okraj prvniho filtracniho papiru. Poté jsou vraceny zpét vrchni
elektroda a kryt aparatury. Po pfipojeni ke zdroji elektrického napéti probiha transfer po
dobu 60-75 min pfi napéti 12V a 0,3 A/ na gel. B€hem transferu je pfipraven blokovaci

roztok (cca 10 ml/membranu). Ten je nasledné pomoci nalevky a filtraéniho papiru
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prefiltrovan. Divodem je zamezeni pfitomnosti nerozpusténych castic, které by mohly
zpisobit zaneSeni a posléze ucpani hadi¢ek promyvaci stanice FW 400. Po dokonceni
filtrace dojde k pfipravé roztokd obsahujicich primarni protilatku. Jednd se o smés
skladajici se ze séra obsahujici primarni protilatku a blokovaciho roztoku v poméru 1:500.
Dalsi roztok, ktery je nezbytny pro zjisténi imunoreaktivity séra je smés konjugatu (anti-

human IgG) a blokovaciho roztoku v poméru 1:5000.

Po dokonéeni transferu jsou NC membrany vyjmuty a pieneseny V transférovém
roztoku do promyvaci stanice FW 400. Zde jsou membrany poloZzeny do plastovych misek,
ve kterych podle piedem nastaveného programu (Tabulka ¢. 3) dojde k t€émto krokim:
blokace membrany pomoci blokovaciho roztoku, inkubace s primarni protilatkou, promyti
pomoci roztoku PBS-T a nasledna inkubace s konjugatem. Metoda byla vzdy spusténa tak,
aby cely nastaveny program probihal pies noc. Nasledujici den byly membrany vyjmuty a
bylo k nim ptfidano 10 ml substratu (pomér 1:1). Inkubace membran probihala 5 minut. Po
probéhlé inkubaci byly membrany jemné osuseny a vyfotografovany ve stanici CDC

kamerou. Potizené snimky byly dale vyhodnocovany pomoci softwaru ImagelLab.

Tabulka €. 3: Nastaveny program na promyvaci stanici FW 400

Objem (ml) | Cas (min) | Opakovani

A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (1° ab — pac. sérum) 10 480 1X
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 4x
C (2°ab - anti-human IgG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 50 6X
Celkovy cas 651
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3.10 Vizualizace proteini na membrané po Western blotu

3.10.1 Barveni koloidnim stiibrem

Roztok:

- Barvici roztok koloidniho stiibra (100 ml):
o 40% citrat sodny
o 20% siran Zeleznaty
o 20% dusi¢nan stiibrny
- Odbarvovaci roztok (100 ml):
o 50 mM thiosulfat sodny

o 15 mM hexakyanozelezitan draselny

Postup:

Nejprve je membrana promyta destilovanou vodou 3x po 5 minutach. Poté je
vlozena do roztoku koloidniho stiibra a inkubovana asi 10 minut. Po oplachu destilovanou
vodou je NC membrana vyfocena CDC kamerou. Poté je mozné membranu odbarvit
v odbarvovacim roztoku, az je barva zcela vymytd. Nasledné je membrana dikladné

promyta (3x 5 minuti) destilovanou vodou.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Implementace promyvaci stanice FlexiWash 400 do metody SERPA
Promyvaci stanice FW400 je urcena pro plné automatizované promyvani a inkubaci
membran pro techniku Western blot. Poté co dojde k pteneseni proteinii na NC membranu,
je membrana vlozena do promyvaci stanice, kde probéhnou vSechny nastavené Kroky —
blokovani, inkubace s primarni i sekundarni protilatkou a promyvaci cykly. Prace uzivatele
je pouze pfipravit potiebné pracovni roztoky, nastavit pracovni program a spustit

promyvaci stanici. FW400 umoziiuje spustit hned Ctyii zcela nezavislé programy.

Tato stanice mtze byt pouzita nejen pro WB membrany ale i pro barveni a

odbarvovani proteinovych nebo DNA geld.

V této Casti jsem se V prvni fadé bylo za ukol zjistit, zda v obou piipadech, tj. prace
manudlni + prace s automatickou promyvackou, jsou vysledné zdznamy shodné. Déle bylo

nutné zjistit, jaké objemy roztokl jsou nutné pro jeden cyklus promyvani.

4.1.1 Optimalizace pracovniho postupu

Aby bylo mozné fici jaké je idedlni nastaveni promyvaci stanice pro samotnou
analyzu, byly vytvoreny 3 programy lisici se v dobé inkubace s primarni protilatkou
(pozitivni pacientské sérum). Prvni program byl nastaven na hodinovou inkubaci, kterd
probiha dle piivodné zavedeného pracovniho protokolu. Druhy program byl nastaven na
8 hodinovou inkubaci a tfeti program na 14 hodinovou inkubaci. Bylo také nutné zjistit,
zda inkubace za pokojové teploty nebude mit vliv na reaktivitu protilatek s cilovymi

antigeny.
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Tabulka €. 4: Program ¢. 1 — nastaveny program na promyvaci stanici FW4100

objem (ml) | ¢as (min) | opakovani

A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (1° ab — pac. sérum) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 4x
C (2° ab — anti-human 1gG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 6X
Celkovy Cas 231

Tabulka €. 5: Program ¢. 2 — nastaveny program na promyvaci stanici FW400

objem (ml) | ¢as (min) | opakovani

A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (1° ab — pac. sérum) 10 480 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 4x
C (2° ab — anti-human IgG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 6X
Celkovy ¢as 651

Tabulka €. 6: Program ¢. 3 — nastaveny progra na promyvaci stanici FW400

objem (ml) | ¢as (min) | opakovani

A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (1° ab — pac. sérum) 10 840 1X
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 4x
C (2° ab — anti-human 1gG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 50 6X
Celkovy ¢as 1011

Po probéhlém experimentu bylo mozné vyhodnotit, ze u membran oSetfené dle
programu ¢islo 2 a 3, po nasledné prikazu imunoreaktivity séra, je mozné zaznamenat
anti-ENOLL1 protilatky a tim potvrdit, Ze i inkubace za pokojové teploty nijak zasadné
imunoreaktivitu neovliviiuje. U membrany osSetiené dle programu ¢islo 1 nebylo mozné

zaznamenat protilatky anti-ENOLL, a to z divodu netmyslného vypafeni promyvaciho
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roztoku PBS-T, které vedlo k poskozeni samotné membrany (viz Obrazek ¢. 8). Z tohoto
divodu bylo nutné zopakovat cely postup znovu a upravit pracovni postupy tak, aby

nedoslo ke stejné chybé jako u programu cislo 1.
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Obrazek ¢. 8: Vysledek imunoblotové analyzy kontrolniho pozitivniho séra s proteiny RPMI
buné¢ného lyzatu — membrana oSetfena dle programu ¢. 1 nebo 2; M — molekulovy marker
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Obrazek €. 9: Vysledek imunoblotové analyzy kontrolniho pozitivniho séra s proteiny RPMI
bunécného lyzatu — membrana osetfena dle programu ¢. 3; M — molekulovy marker

Pii opakovaném experimentu bylo mozné zaznamenat protilatky anti-ENOL1
opakované u membran programu ¢. 2 a 3 a nov¢ také u programu ¢. 1. Byl také upraven
promyvaci c¢as, ktery nasleduje po inkubaci se sekundéarni protilatkou. Divodem bylo

zamezeni poSkozeni membrany vlivem vysuseni.
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Tabulka €. 7: Program ¢. 2 — nastaveny program na promyvaci stanici FW400

objem (ml) | ¢as (min) | opakovani
A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (1° ab — pac. sérum) 10 480 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 5 4x
C (2° ab - anti-human IgG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS — T) 10 50 6X
Celkovy ¢as 921
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Obrazek ¢. 10: Vysledek imunoblotové analyzy kontrolniho pozitivniho séra s proteiny RPMI
bunécného lyzatu — membrana oSetfena dle programu €. 1 nebo 2; M — molekulovy marker
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Obrazek ¢. 11:Vysledek imunoblotové analyzy kontrolniho pozitivniho séra s proteiny RPMI
bunééného lyzatu — membrana oSetfena dle programu €. 3; M — molekulovy marker
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Jak je mozné na obrazcich opakované analyzy vidét, vSechny nastavené programy
poskytuji reakéni podminky pro vazbu autoreaktivnich protilatek. Je dulezité si ale
povSimnout, ze u membrany programu ¢. 1 byla intenzita skvrny odpovidajici mistu
imunokomplexu niz$i, proto byl pro analyzu pacientskych sér vybran pracovni program ¢.
2. Jednim z divodu je také Casové rozlozeni samotné prace. Promyvaci program ¢. 2
probiha 15,5 hodiny, coz znamend, ze probihd pfes noc. Implementace této promyvaci
stanice 1ze hodnotit za GspéSnou a je mozné ji pouzit v ramci protokolu pracovniho postupu
SERPA. Diky této stanici je mozné zkratit dobu potiecbnou k analyze pacientského séra
z pivodnich 4 dnti na 2 dny a v neposledni fadé¢ je také mozné analyzovat az 4 pacientska

séra soucasne.
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4.2 Analyza pacientskych sér metodou serologické proteomové analyzy
Cilem této analyzy bylo zaznamenat ptitomnost anti-ENOLI1, piipadné dalsi
autoreaktivnich protilatek v sérech pacientli s MM. Pro toto stanoveni byla vybrana RPMI
bunécna linie pochazejici z myelomovych bunék jedince s MM (komeréni nddorova linie).
Po provedeni rehydratace a IEF gelovych prouzka byla uskuteénéna 2D-elektroforéza za
vzniku proteinovych map na pfedem vytvoieném gelu. Nasledoval pienos proteint z gelu
na membranu, ktera byla posléze barvena pomoci koloidniho stfibra. Kontrolné obarvena
byla pouze jedna membrana, kdy u ostatnich byla prokazovana imunoreaktivita séra
pomoci blotové techniky. Tato technika probihala pro kazdy pacientsky vzorek i negativni
kontrolu, vzdy na nové membrané. Pacientska séra byla méfena pouze jednou, a to v¢etné

negativni kontroly.

Za pomoci substratu ECL, ktery funguje na principu chemiluminiscence, byl na NC
membrané zachycen signdl. Chemiluminiscence vznika po reakci mezi HRP nachazejici se
na konjugatu a ECL substratu. Snimky membran byly po obarveni a prikazu
imunoreaktivity séra pomoci blotové techniky, vytvofeny skenovaci stanici
ChemiDoc™XRS a programu ImageLab. V tomto programu bylo mozné prokladat mezi

sebou jednotlivé snimky, cozZ bylo kli¢ové pti samotném vyhodnocovani vysledkd.
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4.2.1 Vyhodnoceni imunoreaktivity pacientskych sér s proteiny RPMI bunék
V této Casti prace byla proméiena séra tii pacienti s MM a jedno kontrolni negativni

sérum. Jedna se o pacienty MM soznaCenim 1-13-128, 1-13-130, MM-15-41 a

negativniho pacientské sérum C201009107368. Hledand enoldza ma molekulovou

hmotnost 46,9 kDa a izoelektricky bod 7,58 — 7,73.

Tabulka ¢. 8: Seznam testovanych pacientskych sér; DG — obdobi diagnézy onemocnéni;
CR — kompletni remise

pacient | obdobi odbéru | pacient | obdobi odbéru | pacient obdobi odbéru
1-13-128 | DG 1-13-130 | DG MM-15-41 | DG
DG+3 DG+3 DG+3
DG+6 DG+6 DG+6
DG+9 DG+9 CR
CR DG+12 CR+3
CR+3 DG+15 CR+6
CR+6 CR
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Imunoreaktivita sér pacienta 1-13-128 s proteiny bunééné linie RPMI

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny vytezy zaznama vyslednych NC
membran po imunoreaktivit¢ séra. Tento vyiez je zaméfen na prostor, kde ma s nejvetsi

pravdépodobnosti dochazet k detekci auto-ENOL1 protilatek. Nasledujici snimky

odpovidaji dobé expozice 300s.

DG DG+3 DG+6 DG+9 CR CR+3 CR+6

Obrazek €. 12: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra (1-13-128) s proteiny RPMI
bunééného lyzatu - vytezy vysledku reaktivity pacientskych sér odebranych v riznych obdobich
onemocnéni na NC membranach.

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny celé snimky NC membran po prob¢hlé

imunoreaktivité séra. Snimky odpovidaji dobé& expozice 300s.
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Obrazek €. 13: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI

buné¢ného lyzatu; (Cervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po vazbé

anti-ENOL1 protilatek; modie ohrani¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové struktury
(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.
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Obrazek €. 14: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG+6 a DG+9 s proteiny
RPMI bunééného lyzatu; (¢ervenym krouzkem jsou ohraniceny imunoreaktivni skvrny (spoty) po
vazbé anti-ENOLI1 protilatek; modie ohrani¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové
struktury (antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.
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Obrazek ¢. 15: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra CR a CR+3 s proteiny RPMI
bunécného lyzatu; (Cervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po vazbe
anti-ENOL1 protilatek.
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Obrazek €. 16: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra CR+6 s proteiny RPMI
buné¢ného lyzatu; (Cervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po vazbé
anti-ENOL1 protilatek; modie ohrani¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové struktury

(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.

U pacienta 1-13-128 byla provedena detekce 7 sér, a to z obdobi DG, DG+3,
DG+6, DG+9, CR, CR+3 a CR+6. Sada snimkt byla vytvotena v horizontu 300s po 20
snimcich, kdy prvni snimek byl vytvofen pfi 2. s. Je mozné si povSimnout, Ze sérum tohoto
pacienta vykazuje vyraznou reaktivitu s proteinem ENOL-1 (ohrani¢eno cCervenym
krouzkem). Naopak si lze povS§imnout i dalSich spoti Vv jiné pozici (ohrani¢eno modie), u
nichz nebyla doposud urcena identita cilovych struktur. V nasledujici etapé vyzkumu bude
proveden vyifez gelu daného spotu a po Sté€peni trypsinem V gelu bude nasledovat MS
analyza. Jedin€ tak bude moZzné presné identifikovat dalSi cilovou strukturu, se kterou
sérum pacienta vykazuje reaktivitu. U tohoto pacienta se intenzita spotu odpovidajici anti-
ENOLI zvySovala v ramci métfenych intervalt. U séra z obdobi DG vidime nepatrny nalez
anti-ENOLL1 autoprotilatky a také reaktivitu jinych proteint, ktera postupné v Case slabla
na intenzité. U autoprotilatek anti-ENOL1 tomu bylo naopak. S kazdym dalsim odebranym
sérem v dal§im obdobi onemocnéni se da z vysledkd imunoblotové analyzy usuzovat, Ze
hladiny anti-ENOL1 mély vzestupny trend. Nejvyssi intenzita byla nalezena u séra
v obdobi CR (kompletni remise). Kvantifikace mnozstvi téchto autoreaktivnich uprotilatek
nemize byt provedena touto technikou. V dalsim obdobi vyzkumu bude vyvinuta metoda
ELISA pro priikaz échto anti-ENOLI1 protilatek a bude piesné ur¢eno jejich mnozstvi pro
kazdé sledované obdobi. Jedin¢ tak bude mozné pfesné zhodnotit, jak probihala dynamika

tvorby téchto protilatek a zda 1ze jejich vyskytu pfisuzovat n¢jaky klinicky vyznam.

V dalsi fazi vyzkumu by bylo zajimavé se v prvni fadé zaméfit na kvantitu anti-

ENOL1 v jednotlivych sérech, a tim potvrdit, Ze se hladiny protilatek méni v Case s v ur€ité
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souvislosti se jeho zdravotnim stavem a pribéhem onemocnéni, také jak pacient odpovidal
na terapii. Ve druhé fadé by bylo vhodné se zaméfit na identifikaci dalSich cilovych
proteint, které byly detekovany soucasné s protilatkou anti-ENOL1. K uréeni neznamych
proteinti zachycenych na NC membrané by bylo nutné vytfiznout dany spot z gelu, kde se
S nejvetsi pravdépodobnosti protein nachazi a dale by byla provedena analyza pomoci MS-

MALDI.
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Imunoreaktivita sér pacienta 1-13-130 s proteiny bunééné linie RPMI

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny vyfezy vysledkii po imunoreaktivié
pacientskych sér na NC membran¢. Tento vyfez je zaméien na prostor, kde ma s nejvetsi

pravdépodobnosti dochazet k detekci anti-ENOLL protilatek. Snimky odpovidaji dobé

expozice 300s.

DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12 DG+15 CR

Obrazek €. 17: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra (1-13-130) s proteiny RPMI
bunécného lyzatu - vytezy vysledkt reaktivity pacientskych sér odebranych v riznych obdobich
onemocnéni na NC membranach.

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny celé snimky NC membran po prob¢hlé

imunoreaktivité sér. Snimky odpovidaji dobé expozice 300s.

DG DG+3
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Obrazek €. 18: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI
bunééného lyzatu; modte ohrani¢ené skvrny (Ize i spoty) poukazuji na nové cilové struktury
(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.
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Obrazek €. 19: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG+6 a DG+9 s proteiny
RPMI buné¢ného lyzatu.
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Obrazek ¢. 20: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG+12 a DG+15 s proteiny
RPMI bunééného lyzatu; modie ohranicené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové struktury
(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.
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Obrazek ¢. 21: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra CR s proteiny RPMI bunécného
lyzatu; modie ohrani¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové struktury (antigeny), proti
nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.

U pacienta 1-13-130 bylo detekovano rovnéz sedm snimkd, ale 1i§i se obdobim
odbéru. Byla detekovana séra z obdobi DG, DG+3, DG+6, DG+9, DG+12, DG+15 a CR.
Tento pacient nevykazoval pfitomnost anti-ENOL1 protilatek. Co vSak bylo pozorovano je
velké mnozstvi riznych artefaktd, a to nejvice na NC membrané odpovidajici DG+3 séru.
Tyto artefakty nebyly blize urceny, mohlo se také jednat o nespecifickou vaznost mezi
protilatkami a konjugatem. Dale je mozné pozorovat reaktivitu séra s jinymi proteiny, nez
jak tomu bylo naptiklad u pacienta 1-13-128. V tomto ptipadé vSak nelze blize ovéftit
korelaci vyskytu protilatky s mnozstvim jinych proteint. Bylo by vhodné analyzovat

neznamé proteiny pomoci MS-MALDI.
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Imunoreaktivita sér pacienta M-15-41 s proteiny bunééné linie RPMI

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny vytezy vysledkid po imunoreaktivité
pacientskych sér na NC membran¢. Tento vyfez je zaméien na prostor, kde ma s nejvetsi

pravdépodobnosti dochazet k detekci anti-ENOLL protilatek. Snimky odpovidaji dobé

expozice 300s.

DG DG+3 DG+6 CR CR+3 CR+6
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Obrazek €. 22: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra MM-15-41 s proteiny RPMI
bunécného lyzatu - vyfezy vysledki reaktivity pacientskych sér odebranych v riznych obdobich
onemocnéni na NC membranach.

Nasledujici obrazky poskytuji snimky NC membran po probéhlé imunoreaktivité

sér. Snimky odpovidaji dob¢ expozice 300s.
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Obrazek ¢. 23: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI

bunécného lyzatu; (Cervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po vazbé

anti-ENOL1 protilatek; modie ohrani¢ené skvrny (Ize i spoty) poukazuji na nové cilové struktury
(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.

O.' . 4 .~ &

71



DG+6 CR S

&l © B

Obrazek €. 24: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra DG+6 a CR s proteiny RPMI

buné¢ného lyzatu; (Cervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po vazbé

anti-ENOL1 protilatek; modie ohrani¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové struktury
(antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.

CR+3 ‘ i CRES

-

. o .y e P
.

Obrazek ¢. 25: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského séra CR+3 a CR+6 s proteiny
RPMI bunééného lyzatu; (¢ervenym krouzkem jsou ohrani¢eny imunoreaktivni skvrny (spoty) po
vazbé anti-ENOL1 protilatek; modie ohranic¢ené skvrny (lze i spoty) poukazuji na nové cilové
struktury (antigeny), proti nimz sérum pacienta vykazuje reaktivitu.

U posledniho pacienta MM-15.41 bylo detekovéano 6 sér, a to z obdobi DG, DG+3,
DG+6, CR, CR+3, CR+6. Opét se jedna o Uplné odlisny obraz detekovanych vysledkt. V
séru bylo obsazeno urcité mnozstvi anti-ENOLL1 protilatek. Dle ziskanych snimku vyplyva,
ze prvni zndmky pfitomnosti anti-ENOL1 bylo moZné pozorovat u séra DG+3. Co vSak
nemuzeme fict, Ze protilatka nebyla pfitomna pred samotnou diagndézou. Ze snimkt NC
membran lze také vypozorovat, Ze nejvétsi koncentrace anti-ENOL1 protilatek se

nachazela v séru DG+3. S postupem casu u pacienta dochézelo ke ztratdm této protilatky
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az nakonec vséru DG+6 nebyly zaddné znamky jeji pfitomnosti. Byly pfitomny i
nevysvétlené artefakty i1 reaktivity neznamych proteini (vyznaceny modie). V tomto
piipadé¢ vidime, Ze intenzita reaktivnich proteini je nejvétsi u séra z obdobi diagndzy.
U séra odebraného v obdobi DG+3 vidime, ze vétSina reaktivnich proteinii mizi a objevuje
se dikaz pritomnosti protilatky. V tomto séru je i jeji intenzita ze vSech uvedenych sér
nejvyznamnéjsi. V nasledujicich vzorcich sér hladiny protilatek klesaly a opét dochazelo
k vyskytu reaktivnich proteinti. Lze se domnivat, Ze tyto proteiny mohou hrat dilezitou

roli.

V tomto piipadé by bylo opét vhodné provést kvantitativni analyzu pomoci metody

ELISA 1 identifikaci zobrazenych reaktivnich proteinti pomoci metody MS-MALDI.
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Imunoreaktivita sér zdravého pacienta C201009107368 s proteiny bunécné linie

RPMI

Na nasledujicim obrazku je zobrazen vysledek imunoreaktivity séra zdravého
pacientského séra. Toto sérum bylo analyzovano jelikoz ma charakter kontrolniho
negativniho séra. To znamen4, ze by zde nemélo dojit k zobrazeni spotti, jaké pozorujeme

u pacienti s MM. Snimek odpovida 2 vtefin¢ doby expozice.

Obrazek €. 26: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského negativniho séra (C201009107368)
s proteiny RPMI buné¢ného lyzatu.
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Snimky v zavislosti na dobé expozice

Na téchto snimcich je mozné pozorovat, ze obraz snimku zavisi také na dobé
nastaveni expozice. Cim déle snimek fotime, tim je vys3i intenzita jednotlivych spotd,
artefaktt i pozadi. Snimky jsou vytvofené z analyzy zdravého pacientského séra. Expozice
byla nastavena dle pracovniho protokolu metody SERPA na dobu snimani 300s, 20
snimki, kdy prvni snimek je vytvofen pfi 2. s.

Obrazek €. 27: Vysledky imunoblotové analyzy pacientského negativniho séra (C201009107368)
s proteiny RPMI bunééného lyzatu v rliznych ¢asovych intervalech
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Sérum pacienta C201009107368 slouzilo jako negativni kontrola. Tento vzorek byl
méfen pouze jednou a je mozné konstatovat, ze pfitomnost anti-ENOL1 neni patrna.
Té&chto Sest snimkl bylo provedeno v ramci jednoho priikazu imunoreaktivity séra. Lisi se
V Case vytvoreni snimku. Divodem prezentace snimkli bylo poukazat na zménu intenzity
pozadi i zobrazeni spot ¢i artefaktii v case zdznamu detekce Na snimku vytvoreném pfi 2.
s nebyl nalezen plivodné témer zadny artefakt €i jiny protein. S rostoucim Casem vSak
dochazelo jednak ke zméné pozadi, tak i K zvySenému vyskytu artefaktl, véetné naznaku
reaktivnich proteint, které bylo mozné pozorovat u vSech tii pacientd s MM. Muzeme se
tedy domnivat, ze tyto reaktivni proteiny mohou, ale nemusi mit zdsadni vyznam u
pacientii postizenych MM. Co se tykd podminek pro pofizovani snimku, byly u vSech
hodnocenych sér stejné. Méfeni probihalo po dobu 300s, kdy bylo vytvoteno 20 snimku a

prvni snimek byl vytvoien pti 2. s doby expozice.
Barveni NC membrany koloidnim stiibrem

V ramci kazdé analyzy pacientskych sér bylo provedeno jedno kontrolni barveni NC

membrany koloidnim sttibrem. Divodem bylo zjistit, zda doslo ke spravné 2D separaci.

M

¢ ¢ (f

L3

Obrazek ¢. 28: Kontrolni barveni NC membrany koloidnim stéibrem; M (molekulovy marker),
ptitomné spoty odpovidaji jednotlivym proteintim

Na obrazku ¢. 25 je mozné pozorovat, ze doslo k tspésné v 2D separaci. Proteiny jsou
rozdéleny dle jejich izoelektrickych bodli a molekulové hmotnosti, to je vyjadieno

tmavymi spoty na uvedené membrang (Obrazek €. 25).
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Kontrolni barveni geli AGNO3

V ramci kazdé analyzy pacientskych sér bylo provedeno jedno kontrolni barveni
gelu dusi¢nanem stiibrnym. Dlivodem bylo zjistit, zda doslo ke kvantitativnimu pfeneseni

proteint z gelu na NC membranu metodou Western blot.

Obrazek ¢. 29: Kontrolni barveni geltt AGQNO3

Na obrazku €. 26 je mozné pozorovat dva snimky kontrolniho barveni gelli. Snimek
¢. 1 predstavuje gel, u kterého doslo ke ptfenosu vétsiho mnozstvi proteini na NC

membranu, nezli u snimku ¢&. 2.
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ZAVER
V této praci byla pouzita metoda SERPA spolu s nové implementovanou promyvaci

stanici FW400, konkrétné pro prikaz imunoreaktivity sér u pacientii s MM v remisi.

V ramci této prace byla nastavena a implementovana promyvaci stanice FW400 tak,
aby ji bylo mozné zaradit do metody SERPA a tim umoznit analyzovat reprodukovatelné
vice NC membran a v krat§im case. Dale byly provedeny analyzy imunoproteomu u
vybranych pacientii v 3 — 6 mé&si¢nich intervalech od okamziku diagnozy a v prabéhu 1écby
a dosazeni tzv. CR. V ramci analyzy pacientskych sér bylo tkolem zjistit, zda séra
nevykazuji reaktivitu SENOL1 a dalsimi proteiny zbunééného lyzatu. Pomoci
bioinformatiky se hledaly souvislosti mezi vyskytem téchto specifickych autoprotilatek
s klinickym prib&hem onemocnéni u sledovaného pacienta s MM v remisi. Pro stanoveni

specifickych autoprotilatek byla pouzita bunééna linie RPMI 8226.

Proteiny z bunécéné linie RPMI 8226 byly separovany pomoci 2D-elektroforézy a
pteneseny na NC membranu metodou Western blot. Jedna membrana byla vzdy barvena
koloidnim stfibrem, tak aby bylo jasné, zda doslo k uspésné 2D separaci. Duikazem byl
vznik proteinové mapy. Nasledovalo zjistovani imunoreaktivity sér probihajici
Vv promyvaci stanici, za pisobeni blokovaciho roztoku, pacientského séra fungujici jako
primdrni protilatka a konjugitu znaceného enzymem kienovou peroxidazou (HRP).
Zaveérem byl pfidan substrat, ktery vedl k vizualizaci imunoreaktivnich proteinii na NC
membranég, kdy intenzita jeho signalu méla odpovidat mnoZstvi antigenu. Na ¢em vSak

také zalezelo je afinita mezi antigenem a protilatkou.

Na ptitomnost anti-ENOL1 protilatky byly pozitivni dva ze tii analyzovanych
pacientt s MM v remisi. Pozitivni nalez na tuto protilatku byl detekovan u pacientd 1-13-
128 a MM-15-41. Spolu s témito proteinovymi skvrnami bylo mozné zaznamenat skvrny,
které neodpovidaly této protilatce. Tyto skvrny nebyly dale identifikovany hmotnostnim
spektrometrem,  tudiz nelze fict o jaky typ se jedna.  Pacient

1-13-130 byl na pritkkaz protilatky negativni.

Vyskytem anti-ENOLI1 protilatek u sér pacientt s MM Vv remisi lze fici, Ze by se
v budoucno mohlo jednat o diagnosticky marker nebo by mohl byt vyuzit pti diagnostice

tohoto onemocnéni. Dale by mohl slouzit jako ukazatel usp€snosti zvolené terapie.
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