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enoláze a jejímu dělení. Experimentální část je zaměřena na optimalizaci promývací 
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ÚVOD 

Mnohočetný myelom (MM) je onemocnění patřící do skupiny běžných 

hematologických malignit. Jedná se o velmi častou diagnózu v hematologické onkologii, 

kdy příčinou MM je klonální proliferace plazmatických buněk, nazývány jako myelomové 

buňky, vyskytující se v kostní dřeni. Tyto buňky produkují monoklonální protilátky 

(paraprotein) spolu s cytokinovými změnami, jenž vedou až k poruchám krvetvorby 

(anémie) a k poruchám imunitního systému (IS) zejména na úrovni humorální imunity a 

poruchy koagulace. Zároveň dochází k odbourávání kostní hmoty spolu s těžkou 

osteoporózou a osteolytickými lézemi. Pro úspěšnou léčbu je nejdůležitější včasná 

diagnóza, kterou je mnohdy obtížné stanovit. Mnohočetný myelom se totiž vyznačuje tzv. 

chováním chameleona, a to může vést k pozdní diagnostice [1, 2]. 

Tato práce je zaměřena na MM a jeho symptomy, terapii a diagnostiku. V proteomice, 

což je vědecká disciplína zabývající se studií proteinů a jejich vlastností, se využívají 

elektromigrační a chromatografické metody. V případě potřeby identifikace jednotlivých 

proteinů je tato metoda spojována s hmotnostní spektrometrií, která kromě identifikace 

dokáže určit i strukturu proteinu. Pracovní postup této práce se řídí dle serologické 

proteomové analýzy (SERPA), která slouží k analýze imunoproteomu. Tato metoda se 

skládá z 2D-elektroforézy, Wester blotu, imunodetekce a hmotnostní spektrometrie. 

Výsledkem SERPA metody je identifikace autoprotilátek v séru pacienta.  

V experimentální části se práce zabývá analýzou pacientských sér s MM v remisi. 

Náplní práce je mimo jiné implementovat novou promývací stanici FW400, která má 

usnadnit a urychlit pracovní postup metody SERPA.  V rámci této části je práce věnována 

elektroforetickým metodám a metodám Western blot. Po provedení 2D-elektroforézy jsou 

proteiny přeneseny metodou Western blot na nitrocelulózovou membránu (NC) membránu, 

která je následně barvena koloidním stříbrem. U zbylých membrán je provedena 

imunodetekce pomocí promývací stanice FW400 za použití pacientských sér. Výsledkem 

je průkaz specifických anti-ENOL autoprotilátek. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Protinádorová imunita 

Lidský imunitní systém mimo jiné také kontroluje růst nádorových buněk, a to 

převážně v brzkých stadiích karcinogeneze. Reakce imunitního systému na nádorovou 

buňku je komplexní a účastní se jí jak specifické, tak nespecifické imunitní mechanismy. 

Jednu z nejdůležitějších rolí zde mají dendritické buňky, které vyvolávají protinádorovou 

reakci, a to pouze v případě, pokud jsou dostatečně aktivovány. Pomocí dendritických 

buněk je provázena také imunoterapie pacientů, u kterých bylo již nádorové onemocnění 

prokázáno. V souvislosti s protinádorovou imunitou bylo provedeno mnoho studií, které 

ukázaly, že na regulaci progrese rakoviny se podílejí téměř všechny typy buněk imunitního 

systému, a to: T buňky, B buňky, NK (natural killer) buňky, NK-T (natural killer T cell) 

buňky, bazofily, neutrofily, myeloidní supresorové buňky a víše zmíněné dendritické 

buňky [3, 4]. 

Přestože většina hematopoetických buněk a některé tkáňové buňky mohou za 

určitých okolností eliminovat nádorové buňky, termín „protinádorové efektorové buňky“ 

se obecně používá k popisu lymfocytů specializovaných a vybavených pro eliminaci 

nádorových buněk. Tradičně byly rozpoznány dvě odlišné kategorie lidských 

protinádorových efektorových buněk: nádorově specifické a nádorově nespecifické. První 

kategorie zahrnuje klonálně expandované T lymfocyty exprimující jedinečný receptor T 

buněk (TCR) a rozpoznávající nádorové epitopy v kontextu molekul hlavního 

histokompatibilního komplexu (MHC). Tyto T lymfocyty spolu s B lymfocyty 

produkujícími nádorově specifické protilátky (Ab) a dendritické buňky (DC) 

zpracovávající a prezentující nádorové epitopy jsou odpovědné za adaptivní imunitu proti 

nádorům. Druhá kategorie efektorových buněk zahrnuje NK buňky, NK-T buňky a 

makrofágy. Tyto buňky nejsou v interakcích s nádorovými cíli omezeny molekulami MHC 

a zprostředkovávají vrozenou imunitu. Každý typ efektorových buněk, ať už specifických 

nebo nespecifických, obsahuje podmnožiny buněk v různých fázích diferenciace a 

aktivace. To znamená, že každý typ efektoru, který je potenciálně schopen cílit na 

nádorové buňky, obsahuje heterogenní směs buněk s odlišnými funkčními schopnostmi v 

závislosti na jejich stupni diferenciace, zrání anebo aktivace. Zůstává nejasné, který z 

těchto různých efektorů hraje hlavní roli při eliminaci nádorových cílů in vivo, ačkoli 

rozsáhlé důkazy ex vivo podporují jejich schopnosti eliminovat lidské nádorové buňky 

čerstvě získané z lidských nádorů nebo kultivované jako buněčné linie [5]. 



16 

 

 

Obrázek č. 1: Interakce složek IS s nádorovou buňkou, převzato a upraveno z: [5] 

 

Smrt nádorových buněk. Imunitní buňky, o nichž se předpokládá, že přímo nebo 

nepřímo přispívají k zániku nádorových buněk in vivo, zahrnují podskupiny cytotoxických 

(Tc) a pomocných (Th) T lymfocytů, aktivovaných NK buněk, makrofágů, granulocytů, 

DC a B lymfocytů, které se mohou diferencovat na plazmatické buňky produkující 

protilátky. Nádorově specifické protilátky (Abs) se mohou vázat na povrch nádorových 

buněk a zprostředkovat lýzi závislou na komplementu nebo vyvolat inhibici růstu. 

Imunokomplex Ag-Ab mohou být absorbovány DC, zpracovány a prezentovány jako 

peptidy spojené s molekulami MHC s Tc a Th lymfocyty. Tyto komplexní interakce 

imunitních buněk in vivo zahrnují specifické odpovědi na nádorové antigeny a nespecifické 

(vrozené) reakce, které by společně měly vést k odumření nádorových buněk [5]. 

 

Vynikající specifičnost rozpoznávání antigenu imunitní odpovědí ramenem T 

lymfocytů poskytuje důležitý základ pro imunoterapii rakoviny. Schopnost rozlišovat 

nádorové buňky od normálních tkání je zásadní pro umožnění účinné destrukce nádoru při 

minimalizaci toxicity. Izolace T-buněk specifických pro nádor od pacientů s rakovinou 

skutečně podnítila hledání antigenů souvisejících s nádorem. Molekulární identifikace 

několika takových antigenů, zejména v lidském melanomu, umožnila uskutečnění strategií 

vakcín, které se konkrétně zaměřují na definované nádorové antigeny [6]. 
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1.1.1 Makrofágy 

Makrofágy jsou významné buňky imunitního systému. Jedná se o všestranné 

vrozené imunitní buňky, které přispívají k různým situacím, včetně obrany hostitele, 

homeostázy a patologie. I když vykazují fenotypovou a funkční rozmanitost, počáteční 

studie s definovanými stimuly in vitro ukázaly dva hlavní makrofágové aktivační nebo 

polarizační fenotypy. Například zánětlivé stimuly, jako je interferon-γ (IFN-γ) + 

lipopolysacharid (LPS), indukují makrofágy na fenotyp M1 charakterizovaný produkcí 

zánětlivých cytokinů (např. Interleukin-12 (IL-12), tumor nekrotizující faktor (TNF), IL- 6, 

IL-1, reaktivní dusíkaté a kyslíkové meziprodukty (RNI, ROI) a mikrobicidní funkce. 

Naproti tomu protizánětlivé stimuly, jako jsou IL-4, IL-13, IL-10 a glukokortikoidy nebo 

imunokomplexy (IC) + LPS, indukují makrofágy na fenotyp M2 charakterizovaný 

sníženou produkcí zánětlivých cytokinů, zvýšenou produkcí anti-zánětlivé cytokiny (např. 

IL-10) a faktory, které zprostředkovávají imunosupresi a remodelaci tkání. V situacích in 

vivo jsou však takové jasné fenotypy často rozmazané [6, 7]. 

V poslední době makrofágy byly klasifikovány na makrofágy rezidentní ve tkáni a 

zánětlivé makrofágy odvozené od monocytů. Makrofágy rezidentní v tkáni existují téměř 

ve všech tkáních a hrají zásadní roli v imunologickém dozoru a údržba homeostázy. Tyto 

jsou produkovány hematogenními prekurzorovými buňkami v pupečníkovém vezikulu. 

Údajně periferní monocyty produkující chemokiny migrují do zanícené tkáně 

postkapilárními žilkami a dále jsou diferencovány na zánětlivé makrofágy. Tento typ 

makrofágů nejen aktivuje zánětlivou reakci, ale také podporuje reparaci a remodelaci tkání 

[7]. 

 

Obrázek č. 2: Makrofágy: Adaptabilní buňky, které mohou podporovat nebo zvrátit progresi rakoviny, 

převzato a upraveno z: [8] 
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Makrofágy se hromadí v nádorech proliferací z prekurzorů rezidentů tkáně nebo 

přenosem z prekurzorů odvozených z kostní dřeně. Jakmile jsou v nádorech, mohou tyto 

buňky přijmout fenotyp podporující nádor, který indukuje imunosupresi, angiogenezi, růst 

nádoru a metastázy. Strategie pro zlepšení léčby rakoviny jsou testovány a mohou 

zahrnovat (i) blokování náboru makrofágů asociovaných s nádory (TAM); (ii) indukce 

repolarizace TAM na imunostimulační fenotyp (relevantní cytokiny); a (iii) mechanismus 

zvýšení odpovědi na určitý stimul prezentace antigenu, který může stimulovat aktivaci 

cytotoxických T lymfocytů (CTL). Aktivované CTL pak mohou lyzovat maligní buňky a 

napomáhají tak potlačit nádorový růst [8]. 

 

1.1.2 Dendritické buňky  

DC jsou heterogenní populace antigen prezentujících buněk, které infiltrují nádory. 

Zatímco DC hrají zásadní roli při aktivaci a udržování lokální imunity, jejich funkce jsou 

často sníženy nebo potlačeny faktory, které se vyskytují v mikroprostředí nádoru. Kromě 

toho jsou DC populace s imunosupresivními aktivitami také přijímány do nádorů, což 

omezuje infiltraci T lymfocytů a podporuje růst nádorů. Protinádorové terapie mohou 

ovlivnit funkci DC spojeného s nádorem, anebo změnit jejich fenotyp. Proto by návrh 

účinných protinádorových terapií pro klinický překlad měl zvážit, jak nejlépe posílit funkci 

DC spojenou s nádorem k podpoře protinádorové imunity. Rodina DC zahrnuje několik 

DC podmnožin se specifickými imunitními funkcemi, které jsou vysoce konzervované 

mezi myšmi a lidmi. Během rakoviny jsou různé podtypy DC lokalizovány anebo 

přijímány do nádorů. Každý podtyp má svou charakteristickou roli a to, buď vyvolání 

zvýšené nádorové imunity nebo podpory tumorigenezi [9]. DC lze dělit do těchto skupin: 

plazmacytoidní DC, konvenční DC a zánětlivé DC.  

 

Plazmacytodní DC 

Plazmacytoidní DC (pDC) jsou uznávány jako hlavní producenti interferonů typu I 

(IFN-I) a působí tak, že organizují imunitu proti virovým a bakteriálním infekcím 

způsobené patogeny. U aterosklerózy se pDC podílejí na aktivaci vaskulárního zánětu a 

aterogenezi produkcí INF-I a chemokinů, které přitahují zánětlivé buňky do zanícených 

míst. V podmínkách rakoviny může pDC odvozený IFN-I podporovat protinádorovou 

imunitu prostřednictvím své přímé aktivity jak na nádorové, tak na imunitní buňky. pDC 
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také vylučuje řadu dalších zánětlivých cytokinů a chemokinů a můžou působit jako buňky 

prezentující antigen, avšak s nižší účinností než běžné DC (cDC). Prezentace antigenu 

pDC se do značné míry považuje za vyvolání tolerance indukce anergie nebo delece T 

lymfocytů. To je způsobeno schopností pDC vylučovat tolerogenní faktory, jako je IL-10, 

TGF-β a indolamin 2,3 dioxygenáza (IDO). pDC také přispívají k prozánětlivé aktivaci 

efektorových T lymfocytů, cytotoxických T lymfocytů a běžných DC. Dále může pDC 

zapojit inhibiční receptory na T buňkách expresí několika jejich ligandů, včetně 

indukovatelného kostimulačního ligandu T-buněk (ICOS-L), ligandu OX40 (OX40-L) a 

programovaného ligandu buněčné smrti 1 (PD-L1) [9, 10]. 

Konvenční DC 

 Konvenční DC (cDC) lze rozdělit do dvou populací u myší i lidí: cDC1 a cDC2. 

Myší cDC1 zahrnují většinu lymfoidních CD8+ DC a tkáňových a migračních CD103+ DC. 

Lidské cDC1 jsou definovány jako CD141+ DC [11]. Myší i lidská cDC1 specificky 

exprimují povrchové markery Clec9A a XCR1 a pro svůj vývoj vyžadují transkripční 

faktory Basic Leucine Zipper ATF-like transkripční faktor 3 (BATF3), IRF8 a ID2. cDC2 

jsou klasifikovány jako CD11b+ DC u myší a CD1c+ DC u lidí a jsou vývojově závislé na 

transkripčních faktorech IRF4 a Zinc finger E box vázající homeobox 2 (ZEB2). Je 

zajímavé, že nová lidská DC podmnožina exprimující Axl a Siglec6 byla nedávno 

identifikována sekvenováním jednobuněčné RNA a cytometrií podle doby letu (CyTOF). 

Ačkoli se Axl+ DC klastr blíží pDC, diferencují se na buňky podobné cDC při kultivaci se 

stromálními buňkami a DC hematopoetiny, což naznačuje, že mohou být prekurzory cDC. 

Funkční analýzy také zdůrazňují úzký vztah mezi Axl+ DC a cDC [9, 12]. 

Zánětlivé DC (Inf-DC) 

Zánětlivé DC (inf-DC), také označované jako DC odvozené od monocytů (mo-DC), 

chybí ve tkáních v ustáleném stavu a odlišují se od monocytů během zánětu, infekce a 

rakoviny. Jejich fenotyp u myší je charakterizován expresí několika makrofágových 

markerů, jako jsou F4/80, Ly6C, CD64 a FcεR1. Jejich lidské homology byly 

identifikovány v několika tkáních a lymfatických orgánech pacientů se zánětlivými 

onemocněními, ale také ve tkáních od zdravých dárců. Na základě jejich genového podpisu 

jsou lidské inf-DC považovány za in vivo ekvivalenty in vitro odvozeného moDC, které 

byly široce používány ve výzkumu DC a v klinických podmínkách pro očkování. Myší inf-

DC může křížově prezentovat antigeny na CD8+ T buňkách a je schopen vyvolat Th1 a 
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Th2 reakce v závislosti na zánětlivých podmínkách. Lidské inf-DC mají křížovou 

prezentaci a jsou potencionálními induktory Th17 v kokulturách s alogenními CD4+ T 

buňkami [9, 13]. 

1.1.3 T lymfocyty 

T lymfocyty jsou klíčovými hráči v imunitní odpovědi hostitele na rakovinu. Na jedné 

straně aktivované CD8+ T lymfocyty mají přímý a silný cytotoxický účinek na nádorové 

buňky. Na druhou stranu se aktivované CD4+ T lymfocyty diferencují na efektorové 

podtypy, které buď podporují nebo potlačují růst rakoviny. Například buňky CD4+ Th l 

prostřednictvím sekrece IFN-y mohou aktivovat makrofágy a NK buňky k vyvolání 

protinádorové odpovědi, zatímco buňky CD4+ Th2 a buňky Treg mohou podporovat 

imunosupresi vyvolanou nádorem. V závislosti na kontextu mohou buňky Th17 buď 

podporovat nebo inhibovat progresi nádoru. Chápání důležitosti CD4+ T lymfocytů při 

reaktivaci imunitních odpovědí se v uplynulém desetiletí dramaticky zvýšilo. Tato rodina 

lymfocytů se skládá z různých podskupin od buněk IFN-γ produkujících Th1 až po  

T-regulační buňky TGF-β, které mají v modulaci imunitních reakce na patogeny, nádorové 

buňky a vlastní antigeny [4, 14]. 

1.1.4 Myeloidní supresorové buňky 

Myeloidní supresorové buňky (MDSC) jsou heterogenní nezralé myeloidní buňky, 

které jsou silnými inhibitory funkce imunitních buněk a které se hromadí za zánětlivých 

podmínek, zejména u rakoviny. Tyto buňky jsou funkčně definovány svou silnou 

imunosupresivní aktivitou na T buňky. Předpokládá se, že MDSC podporují růst rakoviny 

jednak zlepšením angiogeneze nádoru a metastáz, ale také inhibicí protinádorových 

imunitních odpovědí. MDSC se u nositelů nádorů značně rozšiřují a původně byly u myší 

nesoucích nádor charakterizovány fenotypem CD11b+ Gr1+. Přítomnost nedostatečných 

anebo vadných protinádorových adaptivních a vrozených imunitních odpovědí, shodná s 

akumulací MDSC v lymfatických orgánech a parenchymu nádoru, podporuje představu 

kauzálního vztahu. Silná schopnost MDSC inhibovat několik složek a fází imunitní 

odpovědi zdůrazňuje pravděpodobnost, že cílení na inhibiční funkce MDSC může 

maximalizovat terapeutický potenciál protinádorové imunoterapie. Aby bylo možné řídit 

racionální vývoj imunoterapeutických strategií, které zahrnují inhibici aktivity MDSC a 

enzymatické funkce, je nutné důkladné pochopení role MDSC v protinádorových 

imunitních reakcích. MDSC se klasifikují na monocytární MDSC a granulocytární MDSC, 

které mohou indukovat potlačení antigenu aktivovaných CD8+ T lymfocytů [4, 15]. 
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1.1.5 Neutrofily  

Neutrofily byly dlouho považovány za krátkodobé, nespecifické bílé buňky, které 

tvoří hnis a také náhodou zabíjejí napadající mikroby. Ve skutečnosti byly neutrofily často 

zanedbávány (a do značné míry se o nich neuvažovalo) jako o imunitních buňkách. Tento 

historický pohled na neutrofily se za posledních několik desetiletí značně změnil a nyní 

víme, že kromě toho, že hrají převládající roli při odstraňování bakterií a plísní, mají také 

hlavní roli při formování reakce hostitele na infekci a homeostázu imunitního systému. 

Změna pohledu na roli neutrofilů v imunitním systému byla z velké části způsobena 

studiem těchto buněk in vitro. Neutrofily jsou nejhojnější leukocyty v krvi a jsou 

považovány za první linii obrany během zánětů a infekcí [16]. 

Kromě toho se zde také nacházejí neutrofily infiltrující mnoho typů nádorů a je 

nám také známo, že nádory uvolňují chemokiny, které přijímají neutrofily. Tyto neutrofily 

se začnou vyskytovat až za patologických stavů, v tomto případě při nádorovém bujení. 

Neutrofily asociované s nádory (TAN) mohou mít jak pro-, tak protinádorové účinky. 

Avšak v dnešní době s rostoucími klinickými důkazy víme, že TAN korelují spíše se 

špatnou prognózou. Mikroprostředí nádoru řídí nábor neutrofilů a TAN zase napomáhají 

progresi nádoru. V nepřítomnosti TGF-β odvozeného z nádoru podporovaly TAN reakce 

CD8 + T lymfocytů a protinádorovou aktivitu, zatímco v přítomnosti TGF-β vykazovaly 

aktivitu podporující nádor. TAN mimo jiné produkují několik faktorů, jako je argináza 1, 

ROI, katepsiny, MMP a pro-angiogenní cytokiny, které podporují růst nádorů, angiogenezi 

a metastázy [4, 17]. 

 

Obrázek č. 3: Funkce neutrofilů u rakoviny [18] 
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Funkce neutrofilů u rakoviny je diktována podněty prostředí. Neutrofily lze rozdělit na 

N1 protinádorové a N2 pronádorové buňky. TGF𝛽 je silným činitelem přechodu z 

fenotypu N1 na N2, zatímco IFN-𝛽 je silným činitelem přechodu v opačném směru. Toto 

je příkladem představy, že funkce neutrofilů u rakoviny je určena chemokinovým 

prostředím v mikroprostředí [18]. 

1.1.6 NK buňky 

 Jedná se o lymfocyty vrozeného imunitního systému, které monitorují buněčné 

povrchy autologních buněk aberantně exprimují molekuly MHC třídy I a markery 

buněčného stresu. Od svého prvního popisu před více než 50 lety se NK buňky podílejí na 

imunitní obraně proti nádorům. NK buňky produkcí IFN-γ a cytotoxických molekul, jako 

je granzym, hrají nedílnou roli při aktivaci protinádorové odpovědi T lymfocytů a zabíjení 

nádorových buněk. Studie ukázaly, že v primárních myších NK buňkách využívají hlavně 

oxidativní fosforylaci za klidových podmínek a při krátkodobé aktivaci. Při prodloužené 

kultivaci s vysokou dávkou IL-15 však NK buňky vykazovaly zvýšený glykolytický 

metabolismus. To bylo prokázáno v souladu s další studií, která potvrdila, že NK buňky po 

aktivaci vykazují zvýšenou glykolýzu. Ukázalo se, že glykolýza reguluje expresi granzymu 

B a IFN-γ aktivovanými NK buňkami. V mikroprostředí nádoru by hypoxie a IL-15 

podporovaly glykolýzu v NK buňkách a podporovaly jejich protinádorovou aktivitu  

[4, 19]. 

 Přesvědčivé důkazy o prospěšné úloze NK buněk při kontrole lidských malignit 

pocházejí z klinických studií pacientů s leukémií, kteří dostávali aloreaktivní NK buňky v 

průběhu transplantace alogenních hematopoetických kmenových buněk. Zde bylo 

zaznamenáno pozoruhodné zvýšení přežití a ochrany před relapsem u myeloidní leukémie 

u pacientů postrádajících ligandy HLA třídy I pro receptory podobné Ig jako dárcovské 

inhibiční buňky [19]. 

1.1.7 B lymfocyty 

B lymfocyty prostřednictvím produkce protilátek a imunitních komplexů mohou 

modulovat funkci myeloidních buněk tak, aby podporovaly progresi nádoru. Je však  

známo, že lymfocyty infiltrující nádor jsou rozhodující pro řízení progrese nádoru. I když 

role T lymfocytů byla rozsáhle studována, funkce B lymfocytů v této souvislosti je stále 

nejasná [4, 20]. 
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1.2 Autoprotilátky 

Protilátky, které reagují s vlastními molekulami, se mohou vyskytovat jak u zdravých, 

tak i nemocných jedinců a jsou označovány jako přirozené autoprotilátky nebo s patologií 

spjaté autoprotilátky. Přirozené autoprotilátky jsou hlavně třídy IgM a vykazují mírnou 

afinitu k vlastním antigenům. Poskytují první linii obrany proti infekcím, díky své široké 

polyspecifitě zajišťují likvidací vlastních buněk, přestárlých, poškozených, infikovaných a 

přispívají k homeostáze imunitního systému. Naproti tomu vysoce afinitní somaticky 

mutované autoprotilátky IgG odrážejí patologický proces, při kterém jsou narušeny 

homeostatické drá-hy související se zbavováním se odumřelých buněk, signalizací antigen-

receptor nebo buněčnými efektorovými funkcemi. U některých autoimunitních poruch 

mohou být autoprotilátky přítomny před nástupem onemocnění. Mohou také vykazovat 

specificitu a sloužit jako biomarkery poskytující příležitost pro diagnostiku a terapeutický 

zásah. U orgánově specifických autoimunitních onemocnění, jako je například myasthenia 

gravis nebo pemfigus vulgaris, se autoprotilátky přímo vážou na cílové orgány a poškozují 

je. U systémových autoimunitních onemocnění reagují autoprotilátky s volnými 

molekulami, jako jsou fosfolipidy nebo také s buněčnými povrchovými a 

nukleoproteinovými antigeny, přičemž vytvářejí patogenní komplexy antigen – protilátka 

(imunokomplex). Tyto autoprotilátky poškozují tkáně a orgány prostřednictvím zapojení 

FcyR aktivace komplementu, jakož i internalizace a aktivace Toll podobných receptorů. 

Aktivace intracelulárních Toll-podobných receptorů v plazmacytoidních dendritických 

buňkách vede k produkci interferonu typu I, zatímco zapojení intracelulárních Toll-

podobných receptorů na buňky prezentující antigen stimuluje aktivaci buněk a produkci 

dalších zánětlivých cytokinů. Imunitní komplexy tedy mohou udržovat smyčku pozitivní 

zpětné vazby zesilující zánětlivé reakce [21]. 

1.2.1 Podněty pro tvorbu autoprotilátek 

Přítomnost autoprotilátek vysoce specifických pro cílové struktury u orgánově 

specifických autoimunitních onemocnění, jako je tyreoiditida, diabetes mellitus 1. typu a 

primární biliární cirhóza, silně naznačuje, že autoprotilátky jsou stimulovány zánětem v 

cílovém orgánu, i když zkřížená reaktivita s mikrobiálními antigeny nelze vyloučit. Vlastní 

posttranslačně modifikované antigeny vyvolávají syntézu autoprotilátek, které jsou vysoce 

specifické a objevují se ve vysokých titrech. Jejich výskyt lze použít k určení prognózy 

průběhu onemocnění. U systémových autoimunitních onemocnění, jako je systémový 

lupus, je původ autoprotilátek méně jasný, protože protilátky nejsou specifické pro 
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buněčný typ a ovlivňují více cílových struktur, orgánů. Jak bylo diskutováno později, 

genetické modely naznačují, že autoprotilátky proti intracelulárním antigenům mohou být 

stimulovány nadměrnou antigenní aktivitou. Mohou vznikat v závislosti na uvolněných 

antigenech z umírajících buněk, stejně jako zesílenými odpověďmi spojenými s vnitřními 

abnormalitami v B nebo T lymfocytech [21]. 

1.2.2 Autoprotilátky jako časný biomarker nádorových onemocnění 

Rakovinové buňky mohou vyvolat imunologickou odpověď vedoucí k produkci 

autoprotilátek asociovanými s nádory (TA). Tyto sérové imunobiomarkery byly 

detekovány u mnoha druhů rakoviny v rané fázi před rozvojem klinických příznaků. Jejich 

měření je minimálně invazivní a nákladově efektivní oproti pozdní diagnostice 

onemocnění. TA autoprotilátky jsou přítomny u významného počtu jedinců a mohly by 

doplnit současné způsoby screeningu, aby napomohly včasné diagnostice u vysoce 

rizikových populací a pomohly při klinické léčbě pacientů [22]. 

Od jejich objevu byly identifikovány stovky TA autoprotilátek. I když ne všechny 

TA antigeny vyvolávají imunitní odpověď u všech jedinců, a ne všechny imunitní 

odpovědi mohou být specifické pro nádorové onemocnění. Zdá se, že měření TA 

autoprotilátek má smysl využívat jako alternativní metoda pro detekci rakoviny za 

předpokladu, že hladiny jsou vyšší u jedinců s nádory, než u zdravých jedinců a osob s 

benigními typy nádoru [23, 24].  

Autoprotilátky se v současné době projevují jako silní kandidáti na klinicky 

užitečné biomarkery při identifikaci rakovinných onemocnění. Produkují se brzy a to již 

při vývoji či růstu nádoru. Někdy jsou měřitelné až 5 let před rozvojem klinických 

příznaků [25, 26]. Protilátky přetrvávají v oběhu obvykle až 30 dnů a jsou mnohem 

stabilnější mimo tělo než jiné biomarkery. TA autoprotilátky jsou zaznamenatelné v 

archivním materiálu a pro detekci nevyžadují nákladné nebo složité technologie. Pro jejich 

kvantifikaci již existují kvantifikační platformy, které jsou dnes běžně klinicky používány 

[27]. 

Autoantigeny jsou dobře známé biomarkery pro klinickou diagnostiku některých 

autoimunitních poruch. TA antigeny jsou v současnosti nejčastěji měřenými biomarkery 

během léčby onkologických pacientů. Často však mají malou vypovídající hodnotu u 

časných onemocnění, protože sérové hladiny rostou s velikostí nádoru, což omezuje jejich 

klinické použití na sledování léčby a recidivy nemoci [22, 28]. 
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In vivo produkce TA autoprotilátek 

B lymfocyty 

Všechny nezralé B buňky, které se během zrání v kostní dřeni vážou na vlastní antigeny, 

podstoupí negativní selekci, včetně klonální delece, a jsou odstraněny z buněčného 

souboru. Výsledkem je imunologická tolerance k sobě samému, kde by zralé B lymfocyty 

měly vázat pouze antigeny jiné než vlastní. T lymfocyty procházejí podobným selekčním 

procesem, který tento proces dále upevňuje, protože aktivace B lymfocytů závisí na 

kostimulačních signálech z aktivovaných T lymfocytů. Protilátky v séru nemají tendenci 

procházet plazmatickými membránami, a proto jsou převážně vystaveny povrchovým 

extracelulárním proteinům. To má za následek toleranci B lymfocytů převážně k 

extracelulárním proteinům, přičemž tolerance k intracelulárním proteinům je méně 

pravděpodobná [22]. 

 Imunitní odpověď u rakoviny je pravděpodobně iniciována změnami v nádoru, 

které mají za následek zvýšenou schopnost vyvolat humorální nebo buněčnou imunitní 

odpověď vlastních antigenů nebo ztrátu imunitní intolerance. Nyní je nevyvratitelné, že do 

tohoto procesu jsou zapojeny B lymfocyty a TA autoprotilátky. B lymfocyty infiltrující 

nádory byly nalezené až u 25 % nádorů. Existují také důkazy, že snížení odpovědi na 

stimulaci u regulačních T lymfocytů může vést k opačnému ději, a to ke zvýšení odpovědi 

na určitý stimul u B lymfocytů a TA autoprotilátek s příznivými výsledky pro některé 

druhy rakoviny [29, 30].  

TA autoprotilátky 

 Autoprotilátky proti TA byly popsány u většiny lidských malignit jak v časném, tak 

v pozdním stadiu onemocnění a mohou mít diagnostický i prognostický význam. 

Mechanismy jejich sekrece nebyly jasně stanoveny, avšak k jejich produkci 

pravděpodobně dochází v důsledku zvýšená schopnost vyvolat humorální nebo buněčnou 

imunitu odpovídajícího antigenu. K tomu dochází prostřednictvím mechanizmů, jako jsou 

mutace, které mají za následek například generování nových nebo změněných epitopů, 

abnormálně vysoké hladiny exprese (vedoucí ke ztrátě intolerance) nebo expozice 

antigenům obvykle exprimovaným v imunitně privilegovaných místech (např. Fetální 

proteiny). Tyto mechanismy by mohly umožnit detekci extracelulárního a intracelulárního 

proteinu hostitele pomocí B lymfocytů a protilátek. Proběhlé studie dokázaly, že většina 

TA autoantigenů je nadexprimovaných nebo mají pozměněné proteiny (42 % 
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cytoplazmatických, 26,1 % odvozených od nukleových kyselin, 21,4 % vázaných na 

membránu a 10,3 % extracelulárních) [31]. Specifičnost TA autoprotilátek pro 

intracelulární molekuly spíše, než pro jejich obvyklejší terč na buněčném povrchu není 

zcela objasněna. Existují však důkazy, že prozánětlivé prostředí, jako je rakovina, může 

zvýšit vaskulární propustnost pro autoprotilátky a cytoplazmatické proteiny [32, 33]. 

 TA autoprotilátkové epitopy mohou být vysoce zachované. Bylo také 

identifikováno mnoho postupně diskontinuálních epitopů B lymfocytů, což naznačuje, že 

epitopy jsou často závislé na konformaci [34, 35]. To by mohlo být charakteristické pro 

epitopy umístěné na funkčních místech antigenu, a tak by TA autoprotilátky inhibovaly 

funkci antigenu při vazbě na antigen, jak je pozorováno ve studiích in vitro. Je zajímavé, že 

TA autoprotilátky se často mohou vázat na nezměněnou i modifikovanou formu proteinu, 

který vyvolal jejich produkci pravděpodobně v důsledku šíření epitopu. V sérech pacientů 

jsou detekovány hlavně TA autoprotilátky třídy IgG, což naznačuje silnou sekundární 

imunitní odpověď. Existují také důkazy, že izotypy mohou během progrese rakoviny 

přecházet ze zánětlivých na protizánětlivé efektorové funkce [36, 37].  

 Role TA autoprotilátek je do značné míry nedefinovaná, ale je pravděpodobné, že 

přispějí k imunitní odpovědi na nádorové onemocnění několika způsoby, včetně typických 

funkcí efektoru protilátky. Jedinci s autoimunitními poruchami mohou mít vyšší riziko 

vzniku rakoviny a mnoho TA autoantigenů je onkogenních se souvisejícími titry TA 

autoprotilátek. Tato zjištění dále potvrzují hypotézu, že TA autoprotilátky jsou 

imunologické biomarkery buněčných mechanismů spojených s tumorigenezí [27, 38]. 

 

1.2.3 Přirozené autoprotilátky 

Protilátky, které se vážou na různé exogenní antigeny, například na bakterie, viry a 

houby, stejně jako na vlastní antigeny (např. Nukleové kyseliny, fosfolipidy, erytrocyty, 

sérové proteiny, buněčné složky, inzulín nebo tyroglobulin) tvoří významný podíl 

imunoglobulinů u zdravých jedinců. Jelikož vznikají nezávisle na přirozené či záměrné 

imunizaci, jsou označovány jako přirozené protilátky nebo autoprotilátky. Vzhledem ke 

své široké reaktivitě na širokou škálu mikrobiálních složek mají přirozené protilátky hlavní 

roli v primární linii obrany proti infekcím. Jelikož také rozpoznávají různé vlastní 

antigeny, hrají roli ve vývoji B-lymfocytů a homeostáze imunitního systému [39, 40].  
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Nejpřirozenější autoprotilátky jsou IgM a polyreaktivní, to znamená, že se vážou na 

několik nepříbuzných antigenů, obvykle se střední vnitřní afinitou, i když existují také 

přirozené mono-reaktivní protilátky. Navzdory nízké až střední vnitřní afinitě jejich 

vazebná místa pro antigeny mají díky své valenci přirozené IgM protilátky vysokou 

celkovou vazebnou aviditu, což je vlastnost, díky níž jsou tyto protilátky velmi účinné při 

vazbě antigenů s opakující se strukturou na povrchu buněk, tkání, bakterií a virů. Přirozené 

autoprotilátky jsou produkovány hlavně (CD5 +) B-1 buňkami, převládajícími lymfocyty v 

repertoáru neonatálních B lymfocytech a B lymfocytů v marginální zóně. Lymfocyty B-1 

jsou vysoce účinné při prezentaci antigenu a mohou hrát důležitou roli při produkci 

patogenních autoprotilátek u několika autoimunitních onemocnění, včetně revmatoidní 

artritidy, Sjögrenova syndromu, primárního antifosfolipidového syndromu a systémového 

lupusu [41, 42].  

  



28 

 

1.3 Mnohočetný myelom 

Mnohočetný myelom byl znám již od starověku. První dobře zdokumentovaný případ 

ohlásil v roce 1844 lékař Samuel Solly. Nejznámějším případem je případ Thomase 

Alexandera McBeana, vysoce váženého obchodníka z Londýna z roku 1850. Pan McBean 

vylučoval velké množství bílkovin, které popsal Henry Bence Jones v polovině 19. století. 

Jones byl známý lékař a hodně přispěl k vývoji medicíny. Jedním z nejznámějších případů 

mnohočetného myelomu byl případ doktora Loose, který zaznamenal Otto Kahler. Bylo 

podrobně popsáno rozpoznání plazmatických buněk a následně jejich produktu, a to 

monoklonálního proteinu. MM je hned po non-Hodgkinských lymfomech druhou 

nejčastější hematologickou malignitou. Toto onemocnění je tvořeno asi 1 % všech malignit 

a 10 až 15 % hematologických malignit [43, 44]. 

Jelikož je toto onemocnění mnohdy obtížné diagnostikovat, Česká myelomová 

skupina v roce 2007 vytvořila projekt s názvem CRAB. Tento název byl inspirován 

základními projevy MM a to C (hyperkalcémie), R (Renální postižení), A (Anemie), B 

(Bone – kostní postižení). Buňky mnohočetného myelomu se liší od zdravých 

plazmatických buněk, z důvodu zachování jejich potenciálu pro návrat do nižšího 

proliferačního stavu [1, 2]. 

 

Obrázek č 4: Buňky mnohočetného myelomu [45] 
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MM je onemocnění, které dělíme do jednotlivých stádiích, a to dle Durieho a Salmona. 

Podle zařazení pacienta do jednoho z 3 stádií se zahájí léčba.   

1. Stadium – jsou zde splněny níže uvedené parametry. 

a. Koncentrace hemoglobinu menší než 100 g / l. 

b. Koncentrace Ca do 3 mmol / l. 

c. Normální kostní struktura anebo solitární kostní ložisko plazmocytomu.  

d. Relativně nízká koncentrace M-Ig: 

- M – IgG menší než 50 g/l. 

- M – IgG menší než 30 g/l. 

- Exkrece lehkých řetězců v moči do 4 g / 24 hodin. 

2. Stadium – nejsou splněny podmínky prvního ani třetího stadia.  

3. Stadium – je splněna alespoň jedna z následujících podmínek. 

a. Koncentrace hemoglobinu je menší než 85 g / l.  

b. Zvýšená koncentrace Ca nad 3 mmol / l.  

c. Více než 3 osteolytická ložiska.  

d. Vysoká koncentrace M – Ig: 

- M – IgG menší než 70 g / l. 

- M – IgA menší než 50 g / l. 

- Vyloučení více než 12 g lehkých řetězců moče za 24 hodin. 

V další řadě se také řídíme dle mezinárodního prognostického indexu pro mnohočetný 

myelom, kdy máme také 3 klinická stádia.  

1. Klinické stadium – β 2 – mikroglobulin < 3,5 a albumin > 35 g / l nebo = 35 g / l. 

2. Klinické stadium – β 2 – mikroglobulin < 3,5 a albumin < 35 g / l nebo = 35 g / l. 

nebo beta2-mikroglobulin 3,5 – 5,5 a albumin > 35 g / l nebo = 35 g / l. 

3. Klinické stadium – β 2 – mikroglobulin > 5,5 [46]. 

Progenitory myelomu a kmenové buňky 

Terapie např. s využitím transplantace kmenových buněk se zdá být nedostatečnou, 

proto probíhá výzkum s cílem určit způsob, jak vymýtit podskupinu nádorových buněk, 

která doplňuje nádor, a to i po léčbě vysokými dávkami melfalanu. S použití modelů 

sériových transplantací a klonogenních in vitro testů, bylo naznačeno, že myelomová 

kmenová buňka je součástí podskupiny CD38-, CD19+, CD27+ prekurzorů B lymfocytů, 

které nevyjadřují klasické markery mnohočetného myelomu CD38 nebo CD138. Zatím 
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tato vyšetřování nevedla k jasnému určení struktury kmene mnohočetného myelomu a 

progenitorových buněk sítě, potřebné k efektivnější léčbě [47, 2]. 

1.3.1 Symptomy onemocnění mnohočetného myelomu  

Nejčastější symptomatické klinické projevy mnohočetného myelomu jsou anémie, 

časté infekce, lytické nebo osteopenické onemocnění kostí nebo selhání ledvin. Pacienti s 

mnohočetným myelomem můžou být také diagnostikovány asymptomaticky, a to při 

náhodném vyšetření. Obecně se onemocnění diagnostikuje v dřívější fázi než v minulosti 

[48]. Typická je bolest zad zejména u starších pacientů, nebo se může objevit nejasné 

anémii typická pro MM. Standardní vyšetření zahrnuje stanovení celkových bílkovin v 

séru a moči. Dále se provádí další laboratorní metody, jakými jsou proteinová 

elektroforéza (SPEP a UPEP), imunofixace sloužící k detekci imunoglobulinových 

volných lehkých řetězců v séru a následně se stanovují i další parametry: kompletní krevní 

obraz, sérový kreatinin a elektrolyty včetně vápníku, laktátdehydrogenázy a β2 

mikroglobulinu. U pacienta s podezřením na toto onemocnění se odebírá vzorek kostní 

dřeně, a to aspirací nebo biopsií. Pokud je monoklonální protein detekován a plazmatický 

počet je vyšší nebo roven 10 %, jedná se diagnózu vznikajícího MM. Stejná diagnóza platí 

pro pacienty s počtem plazmatických buněk menší než 10 %, ale zároveň s výskytem 

monoklonálních bílkovin vyšší nebo rovno hodnotě 3 g/100 ml [49]. U pacientů bez 

sekrečního mnohočetného myelomu, je diagnostikováno na základě přítomnosti více než 

30 % plazmatických buněk kostní dřeně nebo detekce plazmacytomu při biopsii. Jedinečná 

léze plazmatických buněk v kosti nebo na povrchu kosti s méně než 10 % plazmatických 

buněk, infiltrace kostní dřeně a nízký počet monoklonálních bílkovina je definováno jako 

solitérní plazmocytom. Jedná se o poruchu výrazně odlišnou od systémového 

mnohočetného myelomu jak z hlediska prognózy, tak léčby. U pacientů s diagnózou 

mnohočetného myelomu je odlišný vývoj poškození orgánů. Podle toho se řídí indikace 

léčby. Mnohočetný myelom bez poškození konečných orgánů je označován jako doutnající 

mnohočetný myelom. Více pacientů s myelomem by měli mít kompletní radiografický 

skelet [2,50]. 

Pro rok 2020 v České republice je incidence tohoto onemocnění 2,65/100000 

obyvatel a nejčastěji jsou postiženi lidé ve věku 75 – 79 let. V tomto věkovém rozmezí je 

incidence 15,57/100000 obyvatel. U lidí ve věkovém rozmezí 20 – 40 let se tato nemoc 

vyskytuje velmi zřídka [51]. 
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Příznaky MM lze shrnout do 5 kategorií. Jakmile je jeden z těchto bodů prokázán jako 

pozitivní, je třeba pokračovat v diagnostickém procesu s cílem potvrdit či vyvrátit maligní 

původ potíží. Pokud by došlo k potvrzení podezření na MM, pacient je odeslán na 

hematologické pracoviště [52]. 

1. Příznaky destrukce kostí 

• V tomto případě se pacienti často setkávají s dlouho trvající bolestí páteře, či jiných částí 

skeletu, jako například bolesti žeber a kyčlí. Důkazem, že se jedná o maligní onemocnění, 

je rostoucí intenzita bolesti na daných místech. Dalším typickým projevem je klidová a 

noční bolest páteře či jiných částí skeletu.  

2. Projevy oslabené imunity či funkce kostní dřeně 

• Nejběžnějším ukazatelem je opakovaná nebo dlouhodobá infekce, anemie, typicky 

normochromní s výskytem leukopenie a trombocytopenie. 

3. Zhoršení funkce ledvin 

• Často specifický vzestup kreatininu nebo proteinurie vedoucí až v nefrotický syndrom 

s oboustrannými otoky nohou. 

4. Dlouhodobá vysoká hodnota sedimentace erytrocytů  

• S tímto je i často spojená zvýšená koncentrace celkové bílkoviny v plazmě. 

5. Hyperkalcemie 

• Spolu s hyperkalcemií jsou zde typické klinické příznaky, a to polyurie vedoucí 

k dehydrataci, nevolnost či hlubší porucha vědomí [1]. 

Z těchto bodů se nadále lékař rozhoduje na následujícím souboru základních vyšetření, 

kam patří rentgenové vyšetření skeletu v bolestivé lokalizaci, vyšetření sedimentace 

erytrocytů (vysoká sedimentace), krevní obraz, základní biochemické vyšetření krve i 

moči, kvantitativní vyšetření imunoglobulinů IgM, IgG, IgA v séru a elektroforéza 

bílkovin séra zaznamenávající monoklonální imunoglobulin. Pokud jsou veškeré 

laboratorní vyšetření v normě, snižuje to pravděpodobnost výskytu onemocnění, avšak se 

stále může jednat o vzácný typ nesekrečního myelomu, kdy dochází k tomu, že 

nediferencované plazmocyty ztrácí schopnost vytvářet a produkovat imunoglobulin [1, 53]. 

1.3.2 Diagnostika onemocnění mnohočetný myelom 

Lékaři využívají mnoha testů, aby došlo k co nejpřesnější diagnóze tohoto 

onemocnění, avšak je také důležité, aby před vykonáním testů zvážil faktory, jakými jsou: 

příznaky a symptomy, věk, celkový zdravotní stav a výsledky dřívějších lékařských testů. 

Další věc, kterou je zde třeba zjistit, zda se myelom nerozšířil z původního místa do 
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dalších orgánu. Pokud k této situaci dojde, nazýváme ji metastáze. Pro toto zjištění se 

nejčastěji používají zobrazovací metody. Podle výsledků jednotlivých testů je pak lékař 

schopen určit co nejlepší možnou léčbu pro daného pacienta [54]. 

U toho onemocnění platí, že čím dříve je stanovena diagnóza, tím jsou vyšší šance 

na vyléčení. Pacienty obecně dělíme do 2 skupin, a to asymptomatické a symptomatické. 

Asymptomatické znamená, že osoba nemá příznaky, či projevy nemoci. Tyto osoby jsou 

obvykle pečlivě sledovány bez specifické léčby, i když se někdy nabízí léčba, která zastaví 

růst nebo šíření nemoci. Symptomatické, což znamená, že osoba má specifické příznaky a 

známky nemoci. U těchto pacientů se začíná ihned s léčbou [54]. 

U pacientů, kteří dlouhodobě trpí například bolestí kostí zad nebo únavou, dojde 

k širšímu záběru vyšetření. Jelikož se jedná převážně o pacienty pokročilejšího věku, je 

třeba se informovat, zda netrpí nedostatkem vitamínu D, hyperparatyreózou, revmatickou 

polymyalgií nebo kostní metastázou. Pro potvrzení či vyvrácení MM se používají 

laboratorní diagnostické metody, mezi které nečastější patří: kompletní krevní obraz, test 

na rychlost sedimentace erytrocytů, elektroforéza proteinů v séru či moči, a nakonec i 

stanovení hladiny vitamínu D. Často doporučovanou laboratorní metodou je také 

imunofixace proteinu v séru a moči [55, 56]. 

 

Obrázek č. 5: Klinický management pacientů s nově diagnostikovaným mnohočetným myelomem, 

převzato a upraveno z: [2] 

Nově diagnostikovaný pacient s MM 

CRAB kritéria 

Symptomatické kostní nebo 
jiné léze 

Systematická léčba 

Pozorovat a čekat 

Zvážit radioterapii nebo 
chirurgický zákrok 

Posoudit morbiditu, věk, preference 
pacientů 

Transplantace – způsobilý pacient Transplantace – nezpůsobilý pacient 

Tří lékové režimy 
d 

Tří lékové režimy Dvou lékové režimy Dvou lékové režimy 

Autologní transplantace kmenových buněk 

Udržitelná péče 

Ne 

Ano 

Ano 

Ne 
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1.3.3 Terapie 

Léčbu mnohočetného myelomu lze dělit do několika kategorií a to: 

1. Specifický léčebný program (SLP) 

2. Chemoterapie 

3. Transplantace 

4. Bisfosfonáty 

5. Radioterapie 

6. Léčba infekcí 

7. Imunoterapie 

8. Ortopedické léčba 

9. Thalidomid (Myrin) 

10. Bortezomib (Velcade) 

11. Lenalidomid (Revlimid) 

 

Chemoterapie  

 MM je onemocnění nízkého stupně malignity, tudíž je v současné době našimi 

známými prostředky nevyléčitelný. Samotné zahájení chemoterapie u pacientů není 

indikováno v počáteční fázi. Jsou to pacienti, u kterých se doposud neprojevili symptomy 

typické pro toto onemocnění. Období, kdy se neprojevují žádné příznaky, mohou trvat i 

několik let, a následně může docházet až ke spontánní remisi. Pokud by se u pacienta 

indikovala léčba chemoterapeutiky v asymptomatické fázi, mohlo by dojít k situaci, kdy 

vzniká sekundární myeloblastický syndrom.  Z tohoto důvodu se indikace chemoterapeutik 

provádí tehdy, když je nepochybně dokázána progrese onemocnění a onemocnění se dále 

projevuje specifickými symptomy [57, 58]. 

 Donedávna se při léčbě starších nemocných osob s MM používala kombinace dvou 

léčiv, a to melfalanu v kombinaci s prednisonem. Tato kombinace byla považována za 

zlatý standard léčby. Více účinná léčba je se zařazením thalidomidu nebo bortezomibu a 

s vysokou pravděpodobností i revilimidu. Melfalan je nevhodný pro pacienty, u kterých se 

zvažuje vysokodávková chemoterapie spolu s autologní transplantací krvetvorných buněk 

[57, 59]. 

 Pokud se toxicky poškodí kmenové buňky, může dojít ke zhoršení jejich samotného 

sběru. Jelikož je melfalan myelotoxický, existuje zde náhrada v podobě cyklofosfamidu. 

Tato látka je méně myelotoxická a tudíž se může indikovat před sběrem kmenových buněk. 
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Při monoterapii glukokortikoidů je účinné použití především pro vstupní stavy 

pancytopenií, kde je jiná léčba kontraindikovaná. Při monoterapii lze použít také 

dexamethazon, ale tato látka není schopna udržet pacienta v dlouhodobé remisi. Agresivní 

kombinovaný režim kortikoidů s vysokou dávkou cytostatik jako VAD (vincristin, 

adriamycin a dexametazon), hyperCVAD, CED, a podobné látky si v posledních 20 letech 

drželi důležité postavení, jako léčba před vykonáním autologní transplantace [60]. Teprve 

až nástup nových léků, které byly mnohem více účinnější, uzavřely období těchto 

kombinací léčiv a otevřely zásadní otázky týkající se nežádoucích účinků a tolerance 

léčby. Do této kategorie jsou řazeny vysokodávkové kortikoidy s novými léky jako jsou 

bortezomibem, lenalidomidem a thalidomidem [57]. 

 

Obrázek č. 6: Množství buněk MM v závislosti na léčbě [61] 

 

Transplantace kostní dřeně   

 Od 90. let lze považovat léčebné protokoly za standardní léčbu, a to pro pacienty 

mladší 65 let a v celkovém dobrém stavu. Tyto protokoly obsahují 3–5 cyklů indukční 

chemoterapie, kdy jsou zakončeny vysokodávkovou chemoterapií spolu s autologní 

transplantací kostní dřeně nebo také kmenových buněk periferní krve [62]. 

 Před samotnou autologní transplantací se za optimální indukční chemoterapii 

považuje chemoterapie VAD. Důvodem je nízké poškozování hematopoetické buňky. To 

dále umožní jejích sběr v dostačujícím množství pro několik autologních transplantací [62, 

60].  
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Alogenní transplantace 

 Autologní a alogenní transplantace mají podobný léčebný protokol obsahující 

indukční chemoterapii následně zakončenou transplantací, v tomto případě alogenní 

transplantací kostní dřeně. Problémem je vysoká mortalita. U pacientů alogenně 

transplantovaných je medián přežití menší nežli u pacientů autologně transplantovaných. 

Důležitým poznatkem je, že délka remise u pacienta, který přežije první rok po alogenní 

transplantaci je daleko delší než u autologní transplantace. Alogenní transplantace je 

považována za vhodnou pouze pro pacienty, u nichž dochází k časnému relapsu choroby, u 

nově diagnostikovaných pacientů nikoli [62, 63]. 

Léčba bisfosfonáty 

 Jedná se o látky, které ve velké míře zlepšují kvalitu života. Používá se pro 

podpůrnou léčbu a je velmi důležité jej trvale podávat. Bylo prokázáno na tkáňových 

kulturách, že dokáže brzdit proliferaci myelomových buněk [64]. Hlavním účelem použití 

bisfosfanátů je utlumit nadměrnou činnost osteoklastů. Touto léčbou lze často pacientům 

ulevit od bolesti kostí. I když je toto léčivo v celku bezpečné, můžou se u některých 

pacientů vyskytovat chřipkové stavy a u prvního použití může docházet ke zhoršení bolestí 

kostí. Jako další může bisfosfonát způsobovat ledvinové potíže, a to v případě příliš 

rychlého podání.  Z tohoto důvodu je při podání důležité pozorovat činnost ledvin [65].  

 Někteří lékaři volí léčbu bisfosfonáty u pacientů nacházející se v počátečních 

stádiích, a to i když nemají k dispozici žádnou studii,  která by prokazatelně podpořila 

správnost jeho použití. Nicméně laboratorní testy prokázaly, že bisfosfonáty mimo jiné 

dokážou myelomovou buňku zničit. Lze se, ale také setkat s nežádoucími účinky, a to 

například s osteonekrózou. Projevy nastávají v oblasti čelisti, kde dochází ke vzniku 

bolesti, ztráty zubů a odštěpování kostí. Mezi projevy osteonekrózy čelisti patří slinění, 

pocit znecitlivění a bolestivost. Doposud není známo jakým způsobem by bylo možné 

tomuto nežádoucímu účinku zamezit [65]. 

Jsou zde i alternativy tohoto léku, ale jsou ekonomicky náročnější. Patří sem například 

zolendronat, u kterého je potřeba sledovat kreatinin, z důvodu negativního vlivu na 

ledviny. V zahraničí se také používá ibandronat [64, 65]. 
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Radioterapie  

 Radioterapie je důležitou součástí celkové léčby MM, kdy hlavním cílem je potlačit 

myelomové buňky a tím zmírnit bolesti kostí. Jedná se o pravidelnou součást léčby 

pacientů s MM. V případě, že je na rentgenovém snímku odhaleno patrné větší 

osteolytické ložisko v nosném skeletu, preventivně se ozáří, a to i v případě, kdy ještě není 

bolestivé. Důvodem je zabránění progresi ložiska a tím patologické fraktuře. Ta by mohla 

omezit hybnost pacienta. V případě, že dojde k odhalení ložiska mimo nosný skelet, 

provádí se ozáření v případě bolestivosti nebo ohrožení celistvosti kosti [66]. 

Léčba infekcí vzniklých u pacientů s mnohočetným myelomem  

 Jakákoliv nemoc, která postihne pacienta, způsobí oslabení jeho obranyschopnosti 

proti infekcím a následné se léčebné postupy rapidně komplikují. Z tohoto důvodu patří 

infekční komplikace k těm nejzávažnějším problémům. Infekční komplikace jsou také 

zodpovědné za nejčastější příčinu smrti [67]. 

 Lékař by měl být obeznámen, jak správně z pohledu diagnostiky a léčby postupovat 

při podezření či potvrzení infekční komplikace u svého pacienta. U osob bez oslabené 

imunity se tyto postupy liší [67].  

 Chemoterapeutika jsou doprovázena podporou autologního štěpu krvetvorné tkáně. 

Dnes je to považováno za optimální léčebný postup, a to u vhodných pacientů postihující 

MM. Je prokázán vysoký počet případů (30-50%), kdy po provedení autologní 

transplantace dojde k dosažení kompletní léčebné odpovědi. Tato léčebná metoda vede 

k prodloužení doby do relapsu onemocnění a také k celkovému přežití oproti jiným 

léčebným metodám. I když tato metoda má úspěch, nedokáže zabránit relapsu po 20 letech 

stagnace [67, 68]. 

 Primární vliv na relaps onemocnění mají přežívající nádorové buňky, tzv zbytkové 

nádorové onemocnění. Z tohoto vyplývá, že prodloužit život pacienta by bylo možné 

tehdy, pokud by se přišlo na mechanismus, jak udržet stabilní počet nádorových buněk, či 

eradikovat zbytkovou chorobu [67, 68]. 
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1.4 Enoláza 

Enoláza je cytozolický metaloenzym odpovědný za přeměnu 2-fosfoglycerátu na 

fosfoenolpyruvát, jedná se o druhý až poslední krok glykolýzy. U savců je enoláza 

kódována třemi homologními geny. Tyto genové produkty mají nejen odlišné biochemické 

a imunologické vlastnosti, ale také vykazují odlišnou tkáňovou distribuci. Kromě své 

glykolytické funkce hraje α-enoláza v patofyziologických podmínkách řadu rolí, včetně 

onkogeneze, progrese nádoru, ischemie a bakteriální infekce. Hladinám exprese α-enolázy 

byla přiřazena diagnostika a prognostická hodnota u řady nádorů. Kromě toho je 

neuronově specifická α-enoláza uvolňována do mozkomíšního moku i do systémového 

oběhu, a to při traumatickém poranění mozku a ischemických příhodách. To znamená, že 

měření enzymatické aktivity enolázy je relevantní pro různé oblasti vyšetření, včetně 

onkometabolismu [69]. 

Enoláza, známá také jako fosfopyruvát-hydratáza, je klíčovým glykolytickým 

enzymem v cytoplazmě prokaryotických a eukaryotických buněk. Je to metaloenzym, 

který vyžaduje iont kovu, jako je Mg2+ a katalyzuje dehydrataci 2-fosfoglycerátu (2-PG) na 

fosfoenolpyruvát (PEP) v katabolické glykolytické cestě. Může také katalyzovat reverzní 

reakci v procesu glukoneogeneze, v závislosti na prostředí koncentrace substrátů [69, 97]. 

U savců je enoláza kódována třemi homologními geny: ENOL1 který je 

všudypřítomně exprimován. ENOL2, který je exprimován výhradně v nervových tkáních, a 

ENOL3, který je exprimován ve svalových tkáních. Enzym se tedy vyskytuje ve třech 

izoformách: α – enoláza kódovaná ENOL1, která se nachází téměř ve všech tkáních, β – 

enoláza kódovaná ENOL3, která se nachází převážně ve svalových tkáních a γ – enoláza 

kódovaná ENOL2, která se nachází pouze v neuronech a neuroendokrinních tkáních. Tři 

izoformy se kromě různých distribucí v tkání vyznačují odlišnými biochemickými a 

imunologickými vlastnostmi. Funkční enzym je dimer složený ze dvou homologních a 

heterologních izoforem, kdy pouze pět typů (αα, αβ, ββ, αγ a γγ) enolázového izoenzymu 

lze nalézt díky selektivní lokalizaci pásových γ-enoláz. Je zajímavé, že proporce dimerních 

forem (αα, ββ a αβ) enolázy v srdci a kosterním svalu krysy se během embryonálního 

vývoje mění. Z počátku je u plodu v obou tkáních typ αα převládající, ale s postupným 

vývojem plodu se typ αα nahradí typy αβ a ββ v dospělém srdci a typem ββ v dospělém 

pruhovaném svalstvu [70, 71]. 
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1.4.1 α – enoláza  

α-enoláza je klíčový glykolytický enzym v cytoplazmě prokaryotických a 

eukaryotických buněk a je považován za multifunkční protein. α-enoláza je exprimována 

na povrchu několika buněčných typů, kde působí jako receptor plazminogenu a 

koncentruje proteolytickou aktivitu plazminu na buněčný povrch. Kromě funkcí 

glykolytického enzymu a plazminogenového receptoru se zdá, že α-enoláza má i jiné 

buněčné funkce a subcelulární lokalizace, které se liší od její hlavní funkce v glykolýze. 

Kromě toho diferenciální exprese α-enolázy souvisí s několika patologiemi, jako jsou 

například nádorová onemocnění, Alzheimerova choroba a revmatoidní artritida. α-enolázu 

byla identifikována jako plazminogenový receptor v několika typech buněk. Zejména byla 

zjištěna její role v myogenezi, jako příklad procesu extracelulární remodelace. Ukázalo se, 

že α-enoláza je exprimována na povrchu buněk diferenciačních myocytů a že inhibitory 

vazby α-enoláza / plazminogen blokují myogenní fúzi in vitro a regeneraci kosterního 

svalstva u myší. Díky těmto poznatkům by α-enoláza mohla být považována za marker 

patologického stresu u vysokého počtu nemocí [72]. 

Úloha α-enolázy jako plazminogenového receptoru na rakovinných buňkách byla 

rozsáhle zdokumentována. Bylo zjištěno, že působí jako klíčový protein, podporuje 

buněčný metabolismus v anaerobních podmínkách a podporuje invazi nádoru aktivací 

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

V proběhlé analýze genové sítě pro specifická onemocnění identifikovala dezmin, 

interleukin 8 a α-enolázu jako centrální prvky pro tumorogenezi rakoviny tlustého střeva. 

Pokles exprese α-enolázy v různých liniích nádorových buněk způsobil dramatické zvýšení 

jejich citlivosti na léky cílené na mikrotubuly (např. taxany a vinkristin), pravděpodobně 

kvůli interakcím α-enoláza-tubulin, což naznačuje roli α-enolázy při modulaci sítě 

mikrotubulů [98, 99]. Snížení odpovědi na stimulaci v důsledku poklesu nebo až chybění 

složek vede k invazivitě buněčných linií folikulárního karcinomu štítné žlázy způsobující 

zeslabení genu pro α-enolázu. Nadměrná exprese α-enolázy byla spojena s rakovinovými 

buňkami hlavy a krku a toto zvýšení bylo spojeno nejen s progresí rakoviny, ale také se 

špatnými klinickými výsledky. Exogenní exprese α-enolázy dále podporovala buněčnou 

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

Během tvorby a expanze nádoru musí nádorové buňky zvyšovat metabolismus 

glukózy. Hypoxie je společným rysem solidních nádorů. V souladu s tím byla nalezena 
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nadměrná exprese glykolytických genů u mnoha lidských nádorů. V nádorových buňkách 

je u α-enolázy zvýšena regulace, podporuje anaerobní proliferaci (Warburgův efekt) a je 

exprimována na buněčném povrchu, kde podporuje invazi rakoviny [73, 74]. Zdá se tedy, 

že α-enoláza hraje velkou roli v progresi rakovinných buněk. Dále bylo prokázáno, že α-

enoláza je upregulovaná, což znamená, že je zvýšená její odpověď na určitý stimul, a to v 

duktálním adenokarcinomu pankreatu, kde je vystavena řadě posttranslačních modifikací, 

jmenovitě acetylaci, metylaci a fosforylaci. Exprese α-enolázy a posttranslační modifikace 

mohou mít diagnostickou a prognostickou hodnotu u rakoviny [75, 76]. 

α-enoláza jako receptor plazminogenu 

 α-enoláza byla identifikována také jako plazminogenový receptor na povrchu 

několika různých buněčných typů, včetně buněk karcinomu, monocytoidních buněk, 

leukocytárních buněčných linií, potkaních neuronálních buněk, a u patogenních 

streptokoků [77, 78, 79]. 

Interakce plazminogenu s α-enolázou na buněčném povrchu zvyšuje jeho aktivaci PAs 

(plasminogen activators), koncentruje aktivitu proteázy pericelulárně a chrání plazmin před 

inhibicí α2-antiplazminem. Abychom prozkoumali roli α-enolázy v pericelulární generaci 

aktivity plazminu, byla vytvořena monoklonální protilátka, MAb11G1, která specificky 

blokovala vazbu plazminogenu na purifikovanou α-enolázu. MAb11G1 umožnil prokázat, 

že pro aktivaci pericelulárního plazminogenu a tvorbu plazminu je nutné obsazení α-

enolázy plazminogenem na leukocytoidních buňkách a na neutrofilech v periferní krvi [80, 

81]. 

 

Obrázek č. 7: Schematický přehled představuje interakci α-enoláza / plazminogen na povrchu 

buněk [72] 
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α-enoláza zvyšuje aktivaci plazminogenu na povrchu buněk, koncentruje 

proteolytickou aktivitu plazminu na pericelulární oblast a chrání plazmin před jeho 

inhibitorem a2-antiplazminem. Po aktivaci může plazmin degradovat většinu složek 

extracelulární matrice přímo nebo nepřímo aktivací metaloproteáz. Je také schopen 

aktivovat prohormony růstových faktorů. Zkratky: Plg, plazminogen; Pli, plazmin, a2-AP, 

a2-antiplazmin; uPA, aktivátor plazminogenu urokinázového typu, uPAR, aktivátor 

plazminogenu urokinázového typu; ECM, extracelulární matrice; MMP, metaloproteázy; 

GF, rostoucí faktory [72]. 

α-enoláza patří mezi antigeny asociované s nádory  

TAA jsou vlastní proteiny, které mohou vyvolat více specifických imunitních 

odpovědí v autologním hostiteli. K aktivaci imunitního systému proti TAA dochází v rané 

fázi tumorigeneze, jak dokládá detekce vysokých titrů autoprotilátek u pacientů s 

rakovinou v rané fázi, a koreluje s progresí maligní transformace. Není zcela jasné, jak 

jsou TAA schopny vyvolat humorální odpovědi, zejména proto, že mnohé z dosud 

objevených jsou intracelulární proteiny, ale předpokládá se, že jsou pozměněny způsobem, 

který činí proteiny imunogenními. Bylo navrženo několik hypotéz: tyto vlastní proteiny 

mohou být nadměrně exprimovány, mutovány, nesprávně složeny, aberantně degradovány 

nebo lokalizovány tak, že u pacientů s rakovinou jsou vyvolávány autoreaktivní imunitní 

odpovědi. Navíc TAA, které prošly posttranslačními modifikacemi (PTM), (např. 

glykozylace, fosforylace, acetylace, oxidace a proteolytické štěpení), mohou být imunitním 

systémem vnímány jako cizí. Imunitní reakce proti takovým imunogenním epitopům TAA 

indukuje produkci autoprotilátek jako sérologických biomarkerů pro rakovinu. Jak jeho 

nadměrná exprese v nádorech, tak schopnost vyvolat humorální a / nebo buněčnou 

imunitní odpověď u pacientů s rakovinou klasifikují α-enoláza jako skutečnou TAA [82, 

83].  

α-enoláza a její vztah k nádorovému bujení  

Několik TAA indukuje produkci IgG autoprotilátek u pacientů s rakovinou 

prostřednictvím integrované imunitní odpovědi vyvolané CD4 + T buňkami, CD8 + T 

buňkami a B buňkami. TAA uvolněné sekrecí, vylučováním nebo lýzí nádorových buněk 

jsou zachyceny buňkami prezentujícími antigen, zpracovány a prezentovány buď 

molekulami hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) třídy I nebo MHC třídy II pro 

aktivaci a aktivaci T lymfocytů CD8 + a CD4 +. Také dochází k příjmu antigenu B 
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buňkami a je poháněn membránovým Ig, což vede k prezentaci antigenu MHC třídy II 

CD4 + T buňkám. Aktivované CD4 + T buňky prostřednictvím sekrece vhodných cytokinů 

spouštějí B buňky k produkci IgG proti stejným TAA a CD8 + T buňky se diferencují na 

TAA specifické cytotoxické T lymfocyty. Údržba a přežití cytotoxických T lymfocytů 

specifických pro TAA in vivo závisí také na cytokinech uvolňovaných CD4 + T buňkami. 

Tato koordinovaná imunitní odpověď naznačuje, že IgG proti TAA nejsou jen 

diagnostickým nástrojem, ale také umožňují výběr TAA pro imunoterapii rakoviny [84, 

85]. 

U mnoha pacientů s rakovinou, včetně pankreatu, leukémie, melanomu, hlavy a krku, 

prsu a plic, bylo prokázáno, že α-enoláza indukuje produkci autoprotilátek. U pacientů s 

rakovinou pankreatu jsou autoprotilátky proti α-enoláze namířeny proti dvěma izoformám 

fosforylovaným v Serine 419, u kterých je zvýšena jejich odpověď na určitý stimul. 

Fosforylace proteinů zvyšuje afinitu peptidů k MHC molekulám, které lze rozpoznat T 

lymfocyty [86]. 

1.4.2 γ-enoláza 

γ-enoláza, známá také jako neuron-specifická enoláza (NSE), je enzym glykolytické 

dráhy, který je exprimován převážně v neuronech a buňkách neuroendokrinního systému. 

Jako marker nádoru se používá v diagnostice a prognóze nádorového onemocnění, avšak 

mechanismy, které jej zavádějí do maligní progrese, zůstávají neznámé. Jelikož je 

cytoplazmatický enzym γ-enoláza zapojen do zvýšené aerobní glykolýzy, hlavního zdroje 

energie v rakovinných buňkách, podporuje buněčnou proliferaci. Avšak odlišná buněčná 

lokalizace za patofyziologických podmínek ukazuje na další buněčné interakce [87]. 

γ-enoláza je 433 aminokyselinový dlouhý dimerní protein, který zahrnuje dva 

izoenzymy enolázy, γγ a αγ, a je také označován jako neuron-specifická enoláza (NSE). 

Molekulová hmotnost podjednotky je přibližně 39 kDa, zatímco nativní formy je 78 kDa, 

což se může u kombinace podjednotek lišit. γ-enoláza se nachází převážně v neuronálních 

buňkách a neuroendokrinních buňkách, zejména v liniích absorpce a dekarboxylace 

aminového prekurzoru. Je to například ve střevech, plicích, štítné žláze, hypofýze a 

slinivce břišní. Menší množství je také přítomno v buňkách a tkáních. V buňkách to jsou 

erytrocyty a trombocyty a v tkáních je přítomna u prsní tkáně a prostaty. γγ izoforma se 

nachází převážně u zralých neuronů a je také používána jako marker zrajících a 
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diferencujících neuronů, zatímco izoenzym αγ se nacházejí ve vyšších množstvích v jiných 

buňkách nežli u buněk nervové soustavy [88,89]. 

γ-enoláza a její vliv na nádory  

Je obecně známo, že glykolýza je drasticky zvýšena v nádorových buňkách a je 

charakteristickým znakem progrese rakoviny. U nádorů, které převyšují její výživu, jsou 

buňky vystaveny prostředí se špatným přísunem kyslíku a živin, což vede k prevalenci 

aerobní glykolýzy přes mitochondriální oxidativní fosforylaci. Tento metabolický přechod 

označovaný také jako Warburgův efekt umožňuje nádorovým buňkám produkovat energii 

k přežití a případně k proliferaci bez ohledu na přítomnost kyslíku. Samotná glykolýza je 

však energeticky méně účinná než oxidační fosforylace. Proto musí být reakce 

glykolytické dráhy drasticky urychleny, aby byly uspokojeny vyšší metabolické potřeby 

proliferujících nádorových buněk, což je zřejmé z čistého zvýšení spotřeby glukózy a vyšší 

exprese glykolytických enzymů [90,91]. 

γ-enoláza je typicky nadměrně exprimována v nádorech neurogenního a 

neuroendokrinního původu a byla použita jako marker pro detekci neuroendokrinní 

diferenciace nádorových buněk. Tato enoláza je považována za nejdůležitější nádorový 

marker pro špatně diferencované neuroendokrinní nádory Důvodem je, že pokud má být 

nádorové onemocnění klasifikované jako neuroendokrinní, musí exprimovat alespoň dva 

neuroendokrinní markery, z nichž jeden je γ-enoláza. Imunohistochemie γ-enolázy je 

pravidelně používaná pro diferenciální diagnostiku malobuněčného karcinomu plic 

(SCLC) od jiných histologických podtypů karcinomu plic. Zvýšená exprese γ-enolázy byla 

pozorována také u jiných nádorových onemocnění, včetně karcinomu prsu [92,93]. 

γ-enoláza je nadměrně exprimována v nádorech a jejím hlavním příspěvkem k 

progresi nádoru je bezpochyby účast na urychlené glykolýze rakovinných buněk. 

Například maligní transformace astrocytárních, prsních a uroteliálních buněk vedla k 

výskytu γ-enolázy v původních buňkách neobsahující γ-enolázou, což silně naznačuje, že 

transformované buňky mohou získat schopnost exprimovat γ-enolázu, aby se přizpůsobily 

zvýšeným metabolickým potřebám neoplastického stavu [94]. 

 Ukázalo se, že γ-enoláza působí jako neurotropní faktor v neuronálních buňkách. 

Tato funkce se projevuje prostřednictvím dalšího aktivního místa, které není součástí 

katalytického aparátu podílejícího se na glykolýze, ale je lokalizováno na C-konci 

molekuly. Například bylo prokázáno, že peptid o délce 30 aminokyselin, napodobující C-
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koncovou část γ-enolázy, podporuje přežití, diferenciaci a regeneraci neuronů aktivací 

signálních transdukčních drah, které jsou normálně spouštěny aktivací receptoru Trk (z 

angl. tropomyosin receptor kinase), fosfatidylinositol 3-kinázy (PI3K) a mitogenem 

aktivované proteinové kinázy (MAPK). Dále bylo prokázáno, že C-koncový peptid  

γ-enolázy zhoršuje apoptózu a interaguje s neurotrofinovým receptorem p75 (p75NTR) a 

potlačuje aktivaci jeho následných efektorů v apoptické signalizaci. Neurotrofický účinek 

γ-enolázy je regulován katepsinem X a cystein karboxymonopeptidázou, který je často 

exprimován v neuronálních a gliových buňkách. Bylo prokázáno, že katepsin X postupně 

štěpí poslední dvě aminokyseliny (433L a 432V) na C-terminálním konci γ-enolázy a 

narušuje doménu PDZ (proteinová strukturní doména), kterým se γ-enoláza váže na 

proteinovou část γ-1-syntrofin. Ten zprostředkovává translokaci γ-enolázy a její asociaci s 

plazmatickou membránou, což je předpokladem pro neurotrofickou aktivitu. Proto pouze 

C-terminálně naštěpená γ-enoláza způsobuje samotné přežití nádoru [95, 96]. 
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2 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE  

Cílem této diplomové práce je implementace promývací stanice FlexiWash 400 do 

pracovního postupu metody SERPA a analýza sér pacientů s MM v remisi za účelem 

průkazu přítomnosti specifických anti-ENOL protilátek.  

Seznam cílů diplomové práce: 

- Implementace promývací stanice FlexiWash 400 za účelem vylepšení pracovního postupu 

metody SERPA. 

- Analýza sér 3 pacientů s MM v remisi za účelem průkazu přítomnosti specifických anti-

ENOL protilátek a jiných cílových struktur proti nimž pacientské sérum vykazuje 

reaktivitu. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Přístroje a pomůcky 

- analytické váhy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Göttingen, Německo) 

- aparatura pro diskontinuální elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) 

- aparatura pro blotovací přenos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- blotovací membrána Trans-Blot® Transfer Medium,  porozita 0,2 μm (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA) 

- fotografovací stanice ChemiDoc™ XRS+ System obsahující CCD kameru s Image Lab™ 

softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- gelové proužky s imobilizovaným gradientem pH Immobiline™ DryStrip pH 3-10 NL, 7 

cm (GE Healthcare, Uppsala, Švédsko) 

- magnetické míchadlo s ohřevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyšsko) 

- mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, ČR a Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA) 

- předvážky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Německo) 

- svářečka folií Freshie 1762 (Eta, Praha, ČR) 

- špičky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- třepačky: 

o Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, Lotyšsko) 

o Vortex mixer - Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy) 

o Mini-rotátor Bio RS-24 (BioSan SIA, Riga, Lotyšsko) 

- ultrasonikátor UP200H (Hielsches, Teltow, Německo) 

- zařízení pro izoelektrickou fokuzaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)zdroj napětí – Power-pac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- promývací stanice FlexiWash FW400 (Cellagen Technology, Praha, ČR) 

- ultrazvukový procesor UP100H (Hielscher, Berlín, Německo) 

- laboratorní úpravna vody Halios 40 Type 1 + 2 ultrapure + pure water (Neptec, Elbtal, 

Německo) 

- odstředivka MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Německo) 

- skla s výřezem Mini-PROTEAN® podložní sklo s 1.0 mm mezerou (Bio-rad, Praha 4, 

Česká republika) 

- krycí skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-rad, Praha 4, Česká republika) 

- skleněná jehla Hamilton (Hamilton, Nevada, USA) 
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3.2 Seznam chemikálií a reagencií  

- 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) - v textu uváděn pod zkratkou CHAPS  

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

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

- amoniak vodný roztok 26% (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- bromfenolová modř (Lachema, Neratovice, ČR)  

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

- citrát sodný (Penta, Chrudim, ČR)  

- červená krevní sůl (Penta, Chrudim, ČR)  

- destilovaná voda 

- DeStreak Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Švédsko)  

- dihydrogenfosforečnan draselný (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uváděn pod zkratkou DTT  

- dodecylsulfát sodný (Lachema, Neratovice, ČR) - v textu uváděn pod zkratkou SDS  

- dusičnan stříbrný (Penta, Chrudim, ČR)  

- etanol (Lachema, Neratovice, ČR)  

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

zkratkou PMSF 

- formaldehyd 36 - 38% vodný roztok (Penta, Chrudim, ČR)   

- flutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

- glycerol (Penta, Chrudim, ČR)  

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

- hovězí sérový albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uváděn pod 

zkratkou BSA  

- hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát (Penta, Chrudim, ČR)  

- hydroxid sodný (Penta, Chrudim, ČR)  
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- chlorid draselný (Penta, Chrudim, ČR)  

- chlorid sodný (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- jodacetamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uváděn pod zkratkou IAA  

- konjugát - anti-human IgG (whole molecule) – peroxidáza, sekundární kozí protilátky  – 

A8667 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)   

- kyselina citronová bezvodá (Fluka, Buchs, Švýcarsko) 

- kyselina octová 99% (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- metanol (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)  

- minerální olej (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)  

- močovina (Lach:ner, Neratovice, ČR)  

- modifikovaný trypsin pro sekvenování (Promega, Madison, WI, USA)  

- N,N´-metylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

- odtučněné sušené mléko (Aditiva CZ, Praha, ČR)  

- persíran amonný (Lachema, Neratovice, ČR)  

- síran železnatý (Lachema, Neratovice, ČR)  

- směs amfolytů Pharmalyte™ pH 3 – 10 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Švédsko)  

- směs amfolytů Pharmalyte™ pH 8 – 10,5 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Švédsko)  

- standard molekulových hmotností (10 – 250 kDa) Precision Plus Protein Unstained 

Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)  

- standard molekulových hmotností (10 – 250 kDa) Precision Plus Protein Dual Color 

Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)  

- substrát pro imunodetekci Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)   

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

- Tris(hydroxymethyl)aminometan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uváděn 

pod zkratkou Tris   
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- Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

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

Použitá lidská nádorová buněčná linie: 

Suspenzní 

- RPMI 8226 – pocházející z B-lymfocytů izolovaných od pacientů s mnohočetným 

myelomem 

Použitá séra: 

 20 sér od pacientů s MM s paraproteiny třídy IgG.  

 Séra pro negativní kontrolu byla získána od dobrovolných dárců, kteří poskytli tzv. 

informovaný souhlas a v době odběru neměli žádné nádorové ani autoimunitní 

onemocnění.  

3.4 Příprava buněčného lyzátu 

- Lyzační pufr pro 2D-elektroforetickou separaci: 

o 7 M močovina 

o 2 M thiomočovina 

o 4% CHAPS 

o 1 % DTT 

o 0,2 % Pharmalyte (3-10) 

o 1 mM PMSF 

Příprava buněčného lyzátu pro 2D-elektroforetickou separaci: 

Čerstvě připravený buněčný lyzační pufr pro 2D-elektroforézu (400 μl) je přidán k 

peletě RPMI buněčné linie (5 x 106 buněk), která byla zmrazena na -80°C. Následuje 

postup promíchání, přenesení buněčného lyzátu do nové mikrozkumavky a zahájíme 

sonikaci (30 s, Amplituda 80%, cyklus 1). Pomocí sonikace dojde k rozrušení buněk. Po 

provedené sonikace následuje centrifugace buněk po dobu 10 min a 12 300 rpm (11 900 x 

G). Poté je roztok s proteiny odpipetován od pelety do nové mikrozkumavky. 
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3.5 Rehydratace gelových proužků 

- RTS-D rehydratační roztok: 

o 6 M močovina 

o 2 M thiomočovina 

o 4% CHAPS 

o 40 mM Tris 

o 1,2% DeStreak 

o 10 μl zásobního roztoku 1% bromfenolové modře 

Pomůcky: 

- filtrační papírky Protean IEF systém-Electrode wicks (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)  

Postup: 

Gelové proužky délky 7 cm s pH rozmezím od 3 do 10 je před použitím nutné 

rehydratovat. Na dno plastové nádobky je naneseno 120 μl směsi, která vznikla smícháním 

buněčného lyzátu (60 μl) a rehydratačního roztoku (80 μl) a přídavkem dvou roztoků 

Pharmalyte o pH 3-10 (1,3 μl) a pH 8-10,5 (0,65 μl). Na nadávkovaný roztok je opatrně 

položen gelem dolů proužek tak, aby pod ním nezůstaly bublinky. Následně je převrstven 

minerálním olejem. Gelové proužky jsou asi 18 hodin hydratovány při teplotě 20°C. 

3.6 Izoelektrická fokuzace – IEF 

Postup: 

Po noční hydrataci je gelový proužek opláchnut (destilovanou vodou), osušen a na 

namočené filtrační papírky položen na elektrody ve správné pólové orientaci. Poté je 

převrstven minerálním olejem a vložen do přístroje (PROTEAN® IEF systém), ve kterém 

probíhá izoelektrická fokuzace při nastavení dle tabulky 8. Doba separace je přibližně 8 

hodin, během jednotlivých kroků by hodnota proudu neměla přesáhnout 90 μA, ideální je 

asi 50 μA. Z tohoto důvodu bylo nastavováno 75 μA / proužek. K ukončení IEF může 

dojít, až hodnota (Vh) na přístroji dosáhne rozmezí 9 000 – 10 000 Vh. Poté je proužek 

opláchnut destilovanou vodou, osušen a pro uchování zamrazen (-20°C). 
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Tabulka č. 1: Nastavení IEF 

krok celkové napětí čas / doba 

Č. 1 150 V 2 h 

Č. 2 300 V 1 h 

Č. 3 900 V 1 h 

Č. 4 2 100 V 1 h 20 min 

Č. 5 3 500 V 1 h 

Č. 6 3 500 V 1 h 

Č. 7 3 500 V 4 500 Vh 

 

3.7 Polyakrylamidová gelová elektroforetická separace v prostředí SDS  

- Ekvilibrační roztok: 

o 6M močovina 

o 30% glycerol 

o 0,07M SDS 

o 3,34% 1,5 M Tris, pH 8,8 

- 0,5% agaróza v elektrodovém pufru s bromfenolovou modří 

Postup: 

Po rozmrazení je gelový proužek ekvilibrován nejprve 15 minut v 1,5 ml 1% DTT v 

ekvilibračním roztoku (0,1 g DTT / 10 ml ekv. roztoku) na třepačce, poté je opláchnut a 

osušen. Dalších 15 minut je proužek ekvilibrován na třepačce ve tmě také v 1,5 ml 4% 

IAA s ekvilibračním roztokem (0,4 g IAA / 10 ml ekv. roztoku). Mezitím jsou připravena 

skla s 1 mm tloušťkou pro gel. Je připraven 12% dělící gel (Tabulka č. 2), který je 

převrstven butanolem. Po polymeraci gelu je butanol odsát filtračním papírem a převrstven 

5% zaostřovacím roztokem, do něhož je zasunuta šablona pro 2D-elektroforézu. Po 

ztuhnutí jsou skla s gelem vložena do stojanu, přenesena do elektroforetické vany a 

doplněno elektrodovým pufrem. Šablona je opatrně vyjmuta z gelu a jamka pro proužek 

opatrně propláchnuta. Následně je za pomocí filtračního papíru odsát elektrodový pufr 

z jamky. IPG gelové proužky jsou opláchnuty destilovanou vodou, osušeny, zkráceny (na 

velikost jamky) a zasunuty mezi skla gelem ke kratší straně. Kovovými kopisty je gelový 

proužek zasunut až ke gelu, tak aby mezi proužkem a gelem nezůstala žádná bublinka a (+) 

konec proužku byl v levém rohu, hned vedle jamky pro standard molekulových hmotností. 

Filtračními papíry je opatrně odsát pufr nad gelovým proužkem a poté je prostor zalit 0,5% 
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agarózou s bromfenolovou modří. Po ztuhnutí agarózy je vana doplněna elektrodovým 

pufrem až po okraj a jako poslední je nadávkován standard molekulových hmotností (6 μl 

Dual Color) Hamiltonovou mikrostříkačkou. Poté je elektroforetická vana uzavřena a 

připojena ke zdroji napětí. Prvních 5-10 minut probíhá separace při napětí 60 V. Poté je 

hodnota napětí zvýšena na 180 V, proud je nastaven 30 mA / gel. Separace proteinů 

probíhá přibližně hodinu a je potřeba, aby barvivo, které je obsaženo v molekulovém 

markeru opustilo gel. Po proběhnutí elektroforetické separace jsou skla s gely vyjmuta z 

aparatury a je možné je barvit či blotovat na membránu. 

Tabulka č. 2: Postup přípravy 12% a 5% polyakrylamidových gelů 

 12% dělící gel 5% zaostřovací gel 

destilovaná voda 6,72 ml 4,2 ml 

A – 30% AA a bisAA 8 ml 1 ml 

B – 1,5 M Tris, pH 8,8 5 ml X 

C – 1 M Tris pH 6,8 X 0,75 ml 

D – 10% SDS 0,2 ml 0,06 ml 

E – 10% APS 0,2 ml 0,06 ml 

TEMED 0,008 ml 0,006 ml 
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3.8 Vizualizace proteinů na gelu po elektroforetické separaci 

3.8.1 Barvení gelů dusičnanem stříbrným 

Barvící roztok: 

- Fixační roztok: 5% kyselina octová + 50% etanol 

- 10% roztok glutaraldehydu 

- Vyvolávací roztok: 0,05% kyselina citronová + 0,05% formaldehyd 

- Ustalovací roztok: 5% kyselina octová 

- Roztok amoniakálního stříbra:  

o 20% vodný roztok dusičnanu stříbrného je postupně přikapáván ke směsi 

destilované vody (21 ml), vodného roztoku amoniaku (1,4 ml) a 9 M hydroxidu 

sodného (239 μl) až do doby vzniku světle béžově-hnědého zákalu. Poté je roztok 

doplněn na 100 ml destilovanou vodou. Toto množství vystačí pro barvení 3-4 

gelů. Roztok je připravován těsně před použitím. 

Postup: 

Po dokončené elektroforetické separace je gel propláchnut destilovanou vodou. 

Následně je gel 30 min fixován ve fixačním roztoku na třepačce. Lze fixovat i přes noc při 

teplotě 4° C. Poté je gel 30 minut na třepačce rehydratován v destilované vodě a 30 minut 

inkubován s roztokem 10% glutaraldehydu. Na tento krok navazuje 10 min promývání 

destilovanou vodou, které se 6x opakuje. Po této fázi je ke gelu přidán roztok 

amoniakálního stříbra, inkubace trvá 6 – 10 minut. Následuje opláchnutí gelu destilovanou 

vodou a aplikace vyvolávacího roztoku, kdy za mírného třepání dochází k postupné 

vizualizaci proteinů na gelu. Když barvení dosáhne požadované intenzity, je ukončeno a je 

přidán ustalovací roztok, ve kterém je při 4° C gel možné i skladovat.  

Tento postup byl aplikován na gely po proběhlém Western blotu. Důvodem bylo 

zjistit, zda došlo ke kvantitativnímu přenesení proteinů z gelu na nitrocelulózovou (NC) 

membránu. 
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3.9 Western blot s následnou imunodetekcí 

Roztoky a reagencie: 

- PBS-T, pH 7,4 (1 l) 

o 137 mM NaCl (8 g) 

o 2,7 mM KCl (0,2 g) 

o 1,47 mM KH2PO4 (0,2 g) 

o 8,1 mM Na2HPO4 · 12H2O (2,9 g) 

o 0,1 % Tween (4 ml) 

- Blokovací roztok: 5% sušené odtučněné mléko v PBS-T (5 g / 100 ml PBS-T) 

- Ředící roztok pro primární protilátku a konjugát: blokovací roztok 

- Transferový roztok (Towbin, 1 l): 

o 25 mM Tris (3,03 g) 

o 192 mM glycin (14,4 glycin) 

o 20% metanol (200 ml)  

o Destilovaná voda (800 ml) 

- Primární protilátka: pacientské sérum (ředění 1 : 500) 

- Konjugát: anti-human IgG (ředění 1 : 5 000) 

- Substrát: Clarity Western ECL Substrate 

Postup: 

 Postup pro vypracování Western blotu přímo navazuje na proteinovou 2D-

elektroforézu. Po proběhnutí elektroforetické separace je gel vyjmut z aparatury, opláchnut 

destilovanou vodou a vložen do transferového roztoku (Towbin). Do transferového roztoku 

jsou také namočeny tlusté filtrační papíry a také membrány NC, ustřižené pro správnou 

velikost dle šablony. Víko aparatury pro semi-dry WB je třeba odklopit a odstranit vrchní 

elektrodu (katodu). Na spodní elektrodu (anodu), je nejprve vložen mokrý tlustý filtrační 

papír, který je uhlazen pomocí válečku (dojde k vytlačení případných vzduchových 

bublin). Následně je na filtrační papír nanesena NC membrána a na ni přenesen gel. Vše je 

zakryto druhým silným filtračním papírem namočeným předtím v transferovém roztoku a 

opět uhlazeno válečkem. Veškeré potřebné komponenty jsou postupně vrstveny, tak aby 

žádná nepřesahovala přes okraj prvního filtračního papíru. Poté jsou vráceny zpět vrchní 

elektroda a kryt aparatury. Po připojení ke zdroji elektrického napětí probíhá transfer po 

dobu 60-75 min při napětí 12V a 0,3 A/ na gel. Během transferu je připraven blokovací 

roztok (cca 10 ml/membránu). Ten je následně pomocí nálevky a filtračního papíru 
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přefiltrován. Důvodem je zamezení přítomnosti nerozpuštěných částic, které by mohly 

způsobit zanešení a posléze ucpání hadiček promývací stanice FW 400. Po dokončení 

filtrace dojde k přípravě roztoků obsahujících primární protilátku. Jedná se o směs 

skládající se ze séra obsahující primární protilátku a blokovacího roztoku v poměru 1:500. 

Další roztok, který je nezbytný pro zjištění imunoreaktivity séra je směs konjugátu (anti-

human IgG) a blokovacího roztoku v poměru 1:5000.  

 Po dokončení transferu jsou NC membrány vyjmuty a přeneseny v transférovém 

roztoku do promývací stanice FW 400. Zde jsou membrány položeny do plastových misek, 

ve kterých podle předem nastaveného programu (Tabulka č. 3) dojde k těmto krokům: 

blokace membrány pomocí blokovacího roztoku, inkubace s primární protilátkou, promytí 

pomocí roztoku PBS-T a následná inkubace s konjugátem. Metoda byla vždy spuštěna tak, 

aby celý nastavený program probíhal přes noc.  Následující den byly membrány vyjmuty a 

bylo k ním přidáno 10 ml substrátu (poměr 1:1). Inkubace membrán probíhala 5 minut. Po 

proběhlé inkubaci byly membrány jemně osušeny a vyfotografovány ve stanici CDC 

kamerou. Pořízené snímky byly dále vyhodnocovány pomocí softwaru ImageLab. 

Tabulka č. 3: Nastavený program na promývací stanici FW 400 

 
Objem (ml) Čas (min) Opakování 

A (blokovací roztok) 10 60 1x 

A (blokovací roztok) 1 1 1x 

B (1° ab – pac. sérum) 10 480 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 4x 

C (2°ab – anti-human IgG) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 50 6x 

Celkový čas 
 

651 
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3.10 Vizualizace proteinů na membráně po Western blotu 

3.10.1 Barvení koloidním stříbrem 

Roztok: 

- Barvící roztok koloidního stříbra (100 ml): 

o 40% citrát sodný  

o 20% síran železnatý 

o 20% dusičnan stříbrný 

- Odbarvovací roztok (100 ml): 

o 50 mM thiosulfát sodný 

o 15 mM hexakyanoželezitan draselný 

Postup: 

Nejprve je membrána promyta destilovanou vodou 3x po 5 minutách. Poté je 

vložena do roztoku koloidního stříbra a inkubována asi 10 minut. Po oplachu destilovanou 

vodou je NC membrána vyfocena CDC kamerou. Poté je možné membránu odbarvit 

v odbarvovacím roztoku, až je barva zcela vymytá. Následně je membrána důkladně 

promyta (3x 5 minutí) destilovanou vodou. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE  

4.1 Implementace promývací stanice FlexiWash 400 do metody SERPA 

Promývací stanice FW400 je určena pro plné automatizované promývání a inkubaci 

membrán pro techniku Western blot. Poté co dojde k přenesení proteinů na NC membránu, 

je membrána vložena do promývací stanice, kde proběhnou všechny nastavené kroky – 

blokování, inkubace s primární i sekundární protilátkou a promývací cykly. Práce uživatele 

je pouze připravit potřebné pracovní roztoky, nastavit pracovní program a spustit 

promývací stanici. FW400 umožňuje spustit hned čtyři zcela nezávislé programy.  

Tato stanice může být použita nejen pro WB membrány ale i pro barvení a 

odbarvování proteinových nebo DNA gelů.  

V této části jsem se V první řadě bylo za úkol zjistit, zda v obou případech, tj. práce 

manuální + práce s automatickou promývačkou, jsou výsledné záznamy shodné. Dále bylo 

nutné zjistit, jaké objemy roztoků jsou nutné pro jeden cyklus promývání.   

4.1.1 Optimalizace pracovního postupu 

Aby bylo možné říci jaké je ideální nastavení promývací stanice pro samotnou 

analýzu, byly vytvořeny 3 programy lišící se v době inkubace s primární protilátkou 

(pozitivní pacientské sérum). První program byl nastaven na hodinovou inkubaci, která 

probíhá dle původně zavedeného pracovního protokolu. Druhý program byl nastaven na  

8 hodinovou inkubaci a třetí program na 14 hodinovou inkubaci. Bylo také nutné zjistit, 

zda inkubace za pokojové teploty nebude mít vliv na reaktivitu protilátek s cílovými 

antigeny.    
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Tabulka č. 4:  Program č. 1 – nastavený program na promývací stanici FW4100 

 
objem (ml) čas (min) opakování 

A (blokovací roztok) 10 60 1x 

A (blokovací roztok) 1 1 1x 

B (1° ab – pac. sérum) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 4x 

C (2° ab – anti-human IgG) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 6x 

Celkový čas 
 

231 
 

 

Tabulka č. 5: Program č. 2 – nastavený program na promývací stanici FW400 

 
objem (ml) čas (min) opakování 

A (blokovací roztok) 10 60 1x 

A (blokovací roztok) 1 1 1x 

B (1° ab – pac. sérum) 10 480 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 4x 

C (2° ab – anti-human IgG) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 6x 

Celkový čas 
 

651 
 

 

Tabulka č. 6: Program č. 3 – nastavený progra na promývací stanici FW400 

 
objem (ml) čas (min) opakování 

A (blokovací roztok) 10 60 1x 

A (blokovací roztok) 1 1 1x 

B (1° ab – pac. sérum) 10 840 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 4x 

C (2° ab – anti-human IgG) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 50 6x 

Celkový čas 
 

1011 
 

 

 Po proběhlém experimentu bylo možné vyhodnotit, že u membrán ošetřené dle 

programu číslo 2 a 3, po následné průkazu imunoreaktivity séra, je možné zaznamenat 

anti-ENOL1 protilátky a tím potvrdit, že i inkubace za pokojové teploty nijak zásadně 

imunoreaktivitu neovlivňuje. U membrány ošetřené dle programu číslo 1 nebylo možné 

zaznamenat protilátky anti-ENOL1, a to z důvodu neúmyslného vypaření promývacího 
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roztoku PBS-T, které vedlo k poškození samotné membrány (viz Obrázek č. 8). Z tohoto 

důvodu bylo nutné zopakovat celý postup znovu a upravit pracovní postupy tak, aby 

nedošlo ke stejné chybě jako u programu číslo 1.  

 

Obrázek č. 8: Výsledek imunoblotové analýzy kontrolního pozitivního séra s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu – membrána ošetřená dle programu č. 1 nebo 2; M – molekulový marker  

 

 

Obrázek č. 9:  Výsledek imunoblotové analýzy kontrolního pozitivního séra s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu – membrána ošetřena dle programu č. 3; M – molekulový marker 

 Při opakovaném experimentu bylo možné zaznamenat protilátky anti-ENOL1 

opakovaně u membrán programu č. 2 a 3 a nově také u programu č. 1. Byl také upraven 

promývací čas, který následuje po inkubaci se sekundární protilátkou. Důvodem bylo 

zamezení poškození membrány vlivem vysušení.  

  

č. 1 č. 2 

č. 3 

M M 

M 
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Tabulka č. 7: Program č. 2 – nastavený program na promývací stanici FW400 

 
objem (ml) čas (min) opakování 

A (blokovací roztok) 10 60 1x 

A (blokovací roztok) 1 1 1x 

B (1° ab – pac. sérum) 10 480 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 5 4x 

C (2° ab – anti-human IgG) 10 60 1x 

W (promývací roztok PBS – T) 10 50 6x 

Celkový čas 
 

921 
 

 

 

Obrázek č. 10:  Výsledek imunoblotové analýzy kontrolního pozitivního séra s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu  – membrána ošetřená dle programu č. 1 nebo 2; M – molekulový marker 

 

 

Obrázek č. 11:Výsledek imunoblotové analýzy kontrolního pozitivního séra s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu – membrána ošetřena dle programu č. 3; M – molekulový marker 

  

č. 1 č. 2 

č. 3 

M M 

M 
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 Jak je možné na obrázcích opakované analýzy vidět, všechny nastavené programy 

poskytují reakční podmínky pro vazbu autoreaktivních protilátek. Je důležité si ale 

povšimnout, že u membrány programu č. 1 byla intenzita skvrny odpovídající místu 

imunokomplexu nižší, proto byl pro analýzu pacientských sér vybrán pracovní program č. 

2. Jedním z důvodů je také časové rozložení samotné práce. Promývací program č. 2 

probíhá 15,5 hodiny, což znamená, že probíhá přes noc. Implementace této promývací 

stanice lze hodnotit za úspěšnou a je možné jí použít v rámci protokolu pracovního postupu 

SERPA. Díky této stanici je možné zkrátit dobu potřebnou k analýze pacientského séra 

z původních 4 dnů na 2 dny a v neposlední řadě je také možné analyzovat až 4 pacientská 

séra současně.   
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4.2 Analýza pacientských sér metodou serologické proteomové analýzy 

Cílem této analýzy bylo zaznamenat přítomnost anti-ENOL1, případně další 

autoreaktivních protilátek v sérech pacientů s MM. Pro toto stanovení byla vybrána RPMI 

buněčná linie pocházející z myelomových buněk jedince s MM (komerční nádorová linie). 

Po provedení rehydratace a IEF gelových proužků byla uskutečněna 2D-elektroforéza za 

vzniku proteinových map na předem vytvořeném gelu. Následoval přenos proteinů z gelu 

na membránu, která byla posléze barvena pomocí koloidního stříbra. Kontrolně obarvena 

byla pouze jedna membrána, kdy u ostatních byla prokazována imunoreaktivita séra 

pomocí blotové techniky. Tato technika probíhala pro každý pacientský vzorek i negativní 

kontrolu, vždy na nové membráně. Pacientská séra byla měřena pouze jednou, a to včetně 

negativní kontroly.  

Za pomocí substrátu ECL, který funguje na principu chemiluminiscence, byl na NC 

membráně zachycen signál. Chemiluminiscence vzniká po reakci mezi HRP nacházející se 

na konjugátu a ECL substrátu. Snímky membrán byly po obarvení a průkazu 

imunoreaktivity séra pomocí blotové techniky, vytvořeny skenovací stanicí 

ChemiDocTMXRS a programu ImageLab. V tomto programu bylo možné prokládat mezi 

sebou jednotlivé snímky, což bylo klíčové při samotném vyhodnocování výsledků.  
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4.2.1 Vyhodnocení imunoreaktivity pacientských sér s proteiny RPMI buněk 

V této části práce byla proměřena séra tří pacientů s MM a jedno kontrolní negativní 

sérum. Jedná se o pacienty MM s označením 1-13-128, 1-13-130, MM-15-41 a 

negativního pacientské sérum C201009107368.  Hledaná enoláza má molekulovou 

hmotnost 46,9 kDa a izoelektrický bod 7,58 – 7,73.  

Tabulka č. 8: Seznam testovaných pacientských sér; DG – období diagnózy onemocnění;  

CR – kompletní remise 

pacient období odběru pacient období odběru pacient období odběru 

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 buněčné linie RPMI 

Na následujících obrázcích jsou zobrazeny výřezy záznamů výsledných NC 

membrán po imunoreaktivitě séra. Tento výřez je zaměřen na prostor, kde má s největší 

pravděpodobností docházet k detekci auto-ENOL1 protilátek. Následující snímky 

odpovídají době expozice 300s. 

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

 

Obrázek č. 12: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra  (1-13-128) s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu  - výřezy výsledků reaktivity pacientských sér odebraných v různých obdobích 

onemocnění na NC membránách.  

Na následujících obrázcích jsou zobrazeny celé snímky NC membrán po proběhlé 

imunoreaktivitě séra. Snímky odpovídají době expozice 300s. 

 

Obrázek č. 13: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po vazbě 

anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu.  

 

DG DG+3 
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Obrázek č. 14: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG+6 a DG+9 s proteiny 

RPMI buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po 

vazbě anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové 

struktury (antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

Obrázek č. 15: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra CR a CR+3 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po vazbě 

anti-ENOL1 protilátek. 

DG+6 

CR+3 

DG+9 

CR 
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Obrázek č. 16: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra CR+6 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po vazbě 

anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

U pacienta 1-13-128 byla provedena detekce 7 sér, a to z období DG, DG+3, 

DG+6, DG+9, CR, CR+3 a CR+6. Sada snímků byla vytvořena v horizontu 300s po 20 

snímcích, kdy první snímek byl vytvořen při 2. s. Je možné si povšimnout, že sérum tohoto 

pacienta vykazuje výraznou reaktivitu s proteinem ENOL-1 (ohraničeno červeným 

kroužkem). Naopak si lze povšimnout i dalších spotů v jiné pozici (ohraničeno modře), u 

nichž nebyla doposud určena identita cílových struktur. V následující etapě výzkumu bude 

proveden výřez gelu daného spotu a po štěpení trypsinem v gelu bude následovat MS 

analýza. Jedině tak bude možné přesně identifikovat další cílovou strukturu, se kterou 

sérum pacienta vykazuje reaktivitu.  U tohoto pacienta se intenzita spotu odpovídající anti-

ENOL1 zvyšovala v rámci měřených intervalů. U séra z období DG vidíme nepatrný nález 

anti-ENOL1 autoprotilátky a také reaktivitu jiných proteinů, která postupně v čase slábla 

na intenzitě. U autoprotilátek anti-ENOL1 tomu bylo naopak. S každým dalším odebraným 

sérem v dalším období onemocnění se dá z výsledků imunoblotové analýzy usuzovat, že 

hladiny anti-ENOL1 měly vzestupný trend. Nejvyšší intenzita byla nalezena u séra 

v období CR (kompletní remise). Kvantifikace množství těchto autoreaktivních úprotilátek 

nemůže být provedena touto technikou. V dalším období výzkumu bude vyvinuta metoda 

ELISA pro průkaz ěchto anti-ENOL1 protilátek a bude přesně určeno jejich množství pro 

každé sledované období. Jedině tak bude možné přesně zhodnotit, jak probíhala dynamika 

tvorby těchto protilátek a zda lze jejich výskytu přisuzovat nějaký klinický význam.  

 V další fázi výzkumu by bylo zajímavé se v první řadě zaměřit na kvantitu anti-

ENOL1 v jednotlivých sérech, a tím potvrdit, že se hladiny protilátek mění v čase s v určité 

CR+6 
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souvislosti se jeho zdravotním stavem a průběhem onemocnění, také jak pacient odpovídal 

na terapii. Ve druhé řadě by bylo vhodné se zaměřit na identifikaci dalších cílových 

proteinů, které byly detekovány současně s protilátkou anti-ENOL1. K určení neznámých 

proteinů zachycených na NC membráně by bylo nutné vyříznout daný spot z gelu, kde se 

s největší pravděpodobností protein nachází a dále by byla provedena analýza pomocí MS-

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

Na následujících obrázcích jsou zobrazeny výřezy výsledků po imunoreaktiviě 

pacientských sér na NC membráně. Tento výřez je zaměřen na prostor, kde má s největší 

pravděpodobností docházet k detekci anti-ENOL1 protilátek. Snímky odpovídají době 

expozice 300s.  

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

 

Obrázek č. 17: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra (1-13-130) s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu - výřezy výsledků reaktivity pacientských sér odebraných v různých obdobích 

onemocnění na NC membránách. 

 

Na následujících obrázcích jsou zobrazeny celé snímky NC membrán po proběhlé 

imunoreaktivitě sér. Snímky odpovídají době expozice 300s. 

 

Obrázek č. 18:  Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

DG DG+3 
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Obrázek č. 19: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG+6 a DG+9 s proteiny 

RPMI buněčného lyzátu. 

 

Obrázek č.  20: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG+12 a DG+15 s proteiny 

RPMI buněčného lyzátu; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

DG+6 DG+9 

DG+12 DG+15 
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Obrázek č. 21: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra CR s proteiny RPMI buněčného 

lyzátu; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury (antigeny), proti 

nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

U pacienta 1-13-130 bylo detekováno rovněž sedm snímků, ale liší se obdobím 

odběru. Byla detekována séra z období DG, DG+3, DG+6, DG+9, DG+12, DG+15 a CR. 

Tento pacient nevykazoval přítomnost anti-ENOL1 protilátek. Co však bylo pozorováno je 

velké množství různých artefaktů, a to nejvíce na NC membráně odpovídající DG+3 séru. 

Tyto artefakty nebyly blíže určeny, mohlo se také jednat o nespecifickou vaznost mezi 

protilátkami a konjugátem. Dále je možné pozorovat reaktivitu séra s jinými  proteiny, než 

jak tomu bylo například u pacienta 1-13-128. V tomto případě však nelze blíže ověřit 

korelaci výskytu protilátky s množstvím jiných proteinů. Bylo by vhodné analyzovat 

neznámé proteiny pomocí MS-MALDI. 

  

CR 
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Imunoreaktivita sér pacienta M-15-41 s proteiny buněčné linie RPMI 

Na následujících obrázcích jsou zobrazeny výřezy výsledků po imunoreaktivitě 

pacientských sér na NC membráně. Tento výřez je zaměřen na prostor, kde má s největší 

pravděpodobností docházet k detekci anti-ENOL1 protilátek. Snímky odpovídají době 

expozice 300s.  

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

 

Obrázek č.  22: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra MM-15-41 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu - výřezy výsledků reaktivity pacientských sér odebraných v různých obdobích 

onemocnění na NC membránách. 

 

Následující obrázky poskytují snímky NC membrán po proběhlé imunoreaktivitě 

sér. Snímky odpovídají době expozice 300s. 

 

Obrázek č. 23: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG a DG+3 s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po vazbě 

anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

DG DG+3 
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Obrázek č. 24: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra DG+6 a CR s proteiny RPMI 

buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po vazbě 

anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové struktury 

(antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

Obrázek č. 25: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského séra CR+3 a CR+6 s proteiny 

RPMI buněčného lyzátu; (červeným kroužkem jsou ohraničeny imunoreaktivní skvrny (spoty) po 

vazbě anti-ENOL1 protilátek; modře ohraničené skvrny (lze i spoty) poukazují na nové cílové 

struktury (antigeny), proti nimž sérum pacienta vykazuje reaktivitu. 

 

U posledního pacienta MM-15.41 bylo detekováno 6 sér, a to z období DG, DG+3, 

DG+6, CR, CR+3, CR+6. Opět se jedná o úplně odlišný obraz detekovaných výsledků. V 

séru bylo obsaženo určité množství anti-ENOL1 protilátek. Dle získaných snímků vyplývá, 

že první známky přítomnosti anti-ENOL1 bylo možné pozorovat u séra DG+3. Co však 

nemůžeme říct, že protilátka nebyla přítomna před samotnou diagnózou. Ze snímků NC 

membrán lze také vypozorovat, že největší koncentrace anti-ENOL1 protilátek se 

nacházela v séru DG+3. S postupem času u pacienta docházelo ke ztrátám této protilátky 

DG+6 CR 

CR+3 CR+6 
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až nakonec v séru DG+6 nebyly žádné známky její přítomnosti. Byly přítomny i 

nevysvětlené artefakty i reaktivity neznámých proteinů (vyznačeny modře). V tomto 

případě vidíme, že intenzita reaktivních proteinů je největší u séra z období diagnózy. 

U séra odebraného v období DG+3 vidíme, že většina reaktivních proteinů mizí a objevuje 

se důkaz přítomnosti protilátky. V tomto séru je i její intenzita ze všech uvedených sér 

nejvýznamnější. V následujících vzorcích sér hladiny protilátek klesaly a opět docházelo 

k výskytu reaktivních proteinů. Lze se domnívat, že tyto proteiny mohou hrát důležitou 

roli.  

 V tomto případě by bylo opět vhodné provést kvantitativní analýzu pomocí metody 

ELISA i identifikaci zobrazených reaktivních proteinů pomocí metody MS-MALDI.   
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Imunoreaktivita sér zdravého pacienta C201009107368 s proteiny buněčné linie 

RPMI 

Na následujícím obrázku je zobrazen výsledek imunoreaktivity séra zdravého 

pacientského séra. Toto sérum bylo analyzováno jelikož má charakter kontrolního 

negativního séra. To znamená, že by zde nemělo dojít k zobrazení spotů, jaké pozorujeme 

u pacientů s MM. Snímek odpovídá 2 vteřině doby expozice.  

 

Obrázek č. 26: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského negativního séra (C201009107368) 

s proteiny RPMI buněčného lyzátu. 
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Snímky v závislosti na době expozice  

Na těchto snímcích je možné pozorovat, že obraz snímku závisí také na době 

nastavení expozice. Čím déle snímek fotíme, tím je vyšší intenzita jednotlivých spotů, 

artefaktů i pozadí. Snímky jsou vytvořené z analýzy zdravého pacientského séra. Expozice 

byla nastavena dle pracovního protokolu metody SERPA na dobu snímání 300s, 20 

snímků, kdy první snímek je vytvořen při 2. s.  

 

Obrázek č. 27: Výsledky imunoblotové analýzy pacientského negativního séra (C201009107368) 

s proteiny RPMI buněčného lyzátu v různých časových intervalech 

 

2s 33,4s 

96.1s 174,5s 

252,6s 300s 
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Sérum pacienta C201009107368 sloužilo jako negativní kontrola. Tento vzorek byl 

měřen pouze jednou a je možné konstatovat, že přítomnost anti-ENOL1 není patrná. 

Těchto šest snímků bylo provedeno v rámci jednoho průkazu imunoreaktivity séra. Liší se 

v čase vytvoření snímku. Důvodem prezentace snímků bylo poukázat na změnu intenzity 

pozadí i zobrazení spotů či artefaktů v čase záznamu detekce Na snímku vytvořeném při 2. 

s nebyl nalezen původně téměř žádný artefakt či jiný protein. S rostoucím časem však 

docházelo jednak ke změně pozadí, tak i k zvýšenému výskytu artefaktů, včetně náznaku 

reaktivních proteinů, které bylo možné pozorovat u všech tří pacientů s MM. Můžeme se 

tedy domnívat, že tyto reaktivní proteiny mohou, ale nemusí mít zásadní význam u 

pacientů postižených MM. Co se týká podmínek pro pořizování snímků, byly u všech 

hodnocených sér stejné. Měření probíhalo po dobu 300s, kdy bylo vytvořeno 20 snímků a 

první snímek byl vytvořen při  2. s doby expozice.  

Barvení NC membrány koloidním stříbrem 

V rámci každé analýzy pacientských sér bylo provedeno jedno kontrolní barvení NC 

membrány koloidním stříbrem. Důvodem bylo zjistit, zda došlo ke správné 2D separaci.  

 

Obrázek č. 28: Kontrolní barvení NC membrány koloidním stříbrem; M (molekulový marker), 

přítomné spoty odpovídají jednotlivým proteinům 

 

Na obrázku č. 25 je možné pozorovat, že došlo k úspěšné v 2D separaci. Proteiny jsou 

rozděleny dle jejich izoelektrických bodů a molekulové hmotnosti, to je vyjádřeno 

tmavými spoty na uvedené membráně (Obrázek č. 25). 

  

M 
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Kontrolní barvení gelů AgNO3 

  V rámci každé analýzy pacientských sér bylo provedeno jedno kontrolní barvení 

gelu dusičnanem stříbrným. Důvodem bylo zjistit, zda došlo ke kvantitativnímu přenesení 

proteinů z gelu na NC membránu metodou Western blot.  

 

Obrázek č. 29: Kontrolní barvení gelů AgNO3   

 

 Na obrázku č. 26 je možné pozorovat dva snímky kontrolního barvení gelů. Snímek 

č. 1 představuje gel, u kterého došlo ke přenosu většího množství proteinů na NC 

membránu, nežli u snímku č. 2. 

  

č. 1 č. 2 
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ZÁVĚR 

V této práci byla použita metoda SERPA spolu s nově implementovanou promývací 

stanicí FW400, konkrétně pro průkaz imunoreaktivity sér u pacientů s MM v remisi.  

V rámci této práce byla nastavena a implementována promývací stanice FW400 tak, 

aby ji bylo možné zařadit do metody SERPA a tím umožnit analyzovat reprodukovatelně 

více NC membrán a v kratším čase. Dále byly provedeny analýzy imunoproteomu u 

vybraných pacientů v 3 – 6 měsíčních intervalech od okamžiku diagnózy a v průběhu léčby 

a dosažení tzv. CR. V rámci analýzy pacientských sér bylo úkolem zjistit, zda séra 

nevykazují reaktivitu s ENOL1 a dalšími proteiny z buněčného lyzátu. Pomocí 

bioinformatiky se hledaly souvislosti mezi výskytem těchto specifických autoprotilátek 

s klinickým průběhem onemocnění u sledovaného pacienta s MM v remisi. Pro stanovení 

specifických autoprotilátek byla použita buněčná linie RPMI 8226.  

Proteiny z buněčné linie RPMI 8226 byly separovány pomocí 2D-elektroforézy a 

přeneseny na NC membránu metodou Western blot. Jedna membrána byla vždy barvena 

koloidním stříbrem, tak aby bylo jasné, zda došlo k úspěšné 2D separaci. Důkazem byl 

vznik proteinové mapy. Následovalo zjišťování imunoreaktivity sér probíhající 

v promývací stanici, za působení blokovacího roztoku, pacientského séra fungující jako 

primární protilátka a konjugátu značeného enzymem křenovou peroxidázou (HRP). 

Závěrem byl přidán substrát, který vedl k vizualizaci imunoreaktivních proteinů na NC 

membráně, kdy intenzita jeho signálu měla odpovídat množství antigenu. Na čem však 

také záleželo je afinita mezi antigenem a protilátkou.  

Na přítomnost anti-ENOL1 protilátky byly pozitivní dva ze tří analyzovaných 

pacientů s MM v remisi. Pozitivní nález na tuto protilátku byl detekován u pacientů 1-13-

128 a MM-15-41. Spolu s těmito proteinovými skvrnami bylo možné zaznamenat skvrny, 

které neodpovídaly této protilátce. Tyto skvrny nebyly dále identifikovány hmotnostním 

spektrometrem, tudíž nelze říct o jaký typ se jedná. Pacient  

1-13-130 byl na průkaz protilátky negativní.  

Výskytem anti-ENOL1 protilátek u sér pacientů s MM v remisi lze říci, že by se 

v budoucno mohlo jednat o diagnostický marker nebo by mohl být využit při diagnostice 

tohoto onemocnění. Dále by mohl sloužit jako ukazatel úspěšnosti zvolené terapie.  
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