Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Komparativni proteomova analyza nadorovych bunécnych linii

Diplomova prace

2023 Bc. Michaela Dvorakova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni: Bc. Michaela Dvorakova

Osobni ¢islo: C21446

Studijni program: N0914P360001 Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnic-
tvi

Téma préace: Komparativni proteomova analyza nadorovych bunécnych linii

Téma prace anglicky: Comparative Proteomic Analysis of Human Cancer Cells
Zadavajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Lésady pro vypracovani

Teoreticka Cast:

1. Z&kladni informace o nadorovém onemocnéni Mnohocetny myelom — patogeneze onemocnéni,
symptomy, laboratorni diagnostika, terapie - sou¢asny stav poznani.

2. Vlyhledejte nové poznatky tykajici se vlastnosti a struktury myelomovych bunék jedinch trpicich
mnohocetnym myelomem. Komentujte, zda Ize nalézt souvislost mezi charakterem téchto bunék
a progndzou onemocnéni nebo G¢innosti terapie.

3. Shromazdéte recentnf informace o vybranych nadorovych bunéénych liniich odvozenych z plazmo-
cytomd a dalSich bunéénych linii, které se dnes v laboratofi pouzivaji v ramci vyzkumu, klinickych
studii nebo pfi vyhledavani novych Iéciv.

4. Popiste metody, které se dnes pouzivaji pro charakterizaci modelovych bunéénych linii, uréeni
jejich identity a kvality. Zaméite se na metody proteomické analyzy (MS, DIGE, 2D elektroforéza),
imunofenotypizaci.

5. Zaméite se zhodnoceni védeckych vysledkd dosazenych v poslednich 5-10 letech.

Experimentalni ¢ast:

1. Poutziti elektroforetickych technik a Western Blott metody s imunochemickou detekci pro analyzu
proteind bunéénych lyzat, lidského séra.

2. Zavedeni dvourozmérné elektroforetické techniky pro separaci bunéénych proteind s naslednou
imunodetekci.

3. Imunoproteomické profilovani sér odebranych v predem stanovenych intervalech pacientiim s di-
agnodzou Mnohocetny myelom. Vyhodnoceni vysledka.

4. Komparativni analyza vybranych bunéénych linii s ddrazem na pfitomnost vybranych klinicky vy-
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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva zejména vyskytem autoprotilatek u pacientll s onemocnénim
mnohocetny myelom a jejich roli v protinddorové imunité. Teoretickd ¢ast se zaméfuje na
onemocnéni mnohocetny myelom, myelomové buiiky, potencidlni nddorové biomarkery,
nadorové bunécné linie a metody pouzivané pro charakterizaci modelovych bunéénych linii.
Experimentalni ¢ast se vénuje sérologické proteomové analyze, pomoci niz byla provedena
komparativni proteomova analyza vybranych nadorovych bunécnych linii a imunoproteomické

profilovani vzorki sér pacientl s mnohoc¢etnym myelomem.

KLICOVA SLOVA

mnohocetny myelom, sérologicka proteomovéa analyza, autoprotilatky, enoldza 1, karbonicka

anhydraza 1

TITLE

Comparative proteomic analysis of human cancer cells

ANNOTATION

This diploma thesis deals mainly with the occurrence of autoantibodies in patients with multiple
myeloma and their role in antitumor immunity. The theoretical part focuses on the multiple
myeloma, myeloma cells, potential tumor biomarkers, tumor cell lines and methods used for
the characterization of model cell lines. In the experimental part we used serological proteome
analysis to perform a comparative proteomic analysis of selected tumor cell lines and

immunoproteomic profiling of sera samples from patients with multiple myeloma.

KEYWORDS

multiple myeloma, serological proteome analysis, autoantibodies, enolase 1, carbonic

anhydrase 1
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SEZNAM ZKRATEK

2D-DIGE dvourozmeérné diferen¢ni gelova elektroforéza
B2M beta-2-mikroglobulin
BCMA antigen zrani B-lymfocytt

(z angl. ,,B-cell Maturation Antigen®)

CA karbonické anhydrazy
(z angl. ,,Carbonic Anhydrases®)

CAl karbonicka anhydréaza 1

CA125 nadorovy antigen 125
(z angl. ,,Cancer Antigen 125°)

CAR-T terapie terapie zalozend na chimérickém antigennim receptoru T-lymfocytl

CD diferenciacni skupina

(z angl. ,,Cluster of Differentiation®)
CRP C-reaktivni protein

CRS syndrom uvolnéni cytokinti

(z angl. ,,Cytokine Release Syndrome*)

CT pocitacova tomografie

(z angl. ,,Computed Tomography*)

DBP vitamin D vazajici protein

(z angl. ,,Vitamin D Binding Protein®)
DNA deoxyribonukleova kyselina

EGFR receptor pro epidermalni rastovy faktor

(z angl. ,,Epidermal Growth Factor Receptor®)
ELFO elektroforéza

ENO1 enolaza 1



EpCAM

ESI

FISH
FITC

FSC

GLUT1
GLUT3

HER?2

HSP

ICANS

IEF
IL-6
LDH

MAF

MALDI

MCT

MGUS

epitelidlni bunécna adhezni molekula

(z angl. ,,Epithelial Cell Adhesion Molecule*)

ionizace elektrosprejem

(z angl. ,,Electrospray Ionization®)
fluorescencni in-situ hybridizace

fluorescein izothiokyanat

ptimy rozptyl

(z angl. ,,Forward Scatter*)
glukézovy transportér 1
glukézovy transportér 3

receptor 2 lidského epidermalniho rustového faktoru

(z angl. ,,Human Epidermal Growth Factor Receptor-2*)

protein teplotniho Soku

(z angl. ,,Heat Shock Protein*)

syndrom neurotoxicity spojené s imunitnimi efektorovymi buitkami

(z angl. ,Jmmune Effector Cell Associated Neurotoxicity Syndrome**)
izoelektrické fokuzace

interleukin 6

laktatdehydrogenaza

transkrip¢ni faktory muskuloaponeurotického fibrosarkomu

(z angl. ,,Musculoaponeurotic Fibrosarcoma®)

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

(z angl. ,,Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation®)

monokarboxylatovy transportér

(z angl. ,,Monocarboxylate Transporter*)

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
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UvVOD

Mnohocetny myelom je maligni nadorové onemocnéni kostni diené, které je typické proliferaci
a akumulaci klondln¢ zménénych plazmatickych bunék, tzv. myelomovych bunék, jez
produkuji monoklondlni imunoglobulin. Patii mezi nejcastéj$i onemocnéni krvetvorby,
pri¢emz byva diagnostikovan pievazné u starsich osob. Podle Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky se u nas s mnohocetnym myelomem 1¢¢i piiblizn¢ 4000 pacientl a kazdy rok jich
ptibyva kolem 500. Projevuje se zejména dlouhotrvajicimi bolestmi kosti, postizenim ledvin,
hyperkalcémii a anémii. Pfi¢ina propuknuti tohoto onemocnéni neni doposud znama
a mnohocetny myelom je v soucasnosti dostupnymi prostiedky stidle onemocnénim
nevyléCitelnym. Velkou nadéji vSak pfinaSi vyzkum novych diagnostickych i1 lé€ebnych
postupt, ktery jde znacnym tempem neustale kupiedu a v poslednich letech zaznamenava
obrovsky pokrok. Vcasné stanoveni diagndézy je pro pacienty s mnohocetnym myelomem

klicové a je znamo, ze cinna lécba jim mize pomoci prozit fadu let plnohodnotného zivota.

Onemocnéni mnohocetny myelom je zradné v tom, ze mnohdy nastupuje plizive, postupné
nabird na intenzit¢ a jeho pribéh a zejména odpovéd na 1éc¢bu je velmi individudlni. Vétsina
pacientl na ni zareaguje dobfe a dostane se do obdobi dlouhodobé remise, kdy ¢aste¢né nebo
uplné vymizi laboratorni znamky a klinické ptiznaky nemoci, u nékterych pacientli ov§em
odezva na 1écbu tak ptizniva neni. Pro€ je tomu tak je stale pfedméetem badani. Témét u vSech
pacientd s mnoho¢etnym myelomem vSak diive ¢i pozdé€ji nakonec dochazi k relapsu

onemocnéni, tedy k opétovnému objeveni ptiznakil a aktivity nemoci.

Pritbéh onemocnéni 1 t€innost 1€¢by jednoznaéné vyznamné ovliviiuje imunitni systém. Ten
totiz udrzuje nad dénim v organismu imunitni dozor a miZe nadorovy proces UspéSné
potlacovat, napfiklad diky autoreaktivit¢ namifené proti nddorovym bunkam, které Casto
exprimuji specifické proteiny. A pravé takové molekuly, které jsou specifické pro nadorové
buiiky, jsou objektem z4jmu a v dne$ni dob¢ pfedmétem intenzivniho vyzkumu, nebot’ mohou
byt potencialnimi biomarkery pro diagnostiku a cilovymi strukturami pro 1écbu. Vyskyt celé
fady autoprotilatek je davan do souvislosti s pfiznivou prognézou onemocnéni, a tak se jejich
studium a identifikace, stejné tak jako struktur, proti nimZ jsou namifeny, zda byt spravnym
vyzkumnym smérem. Mezi takové autoprotilatky patfi 1 autoprotildtky namifené proti

enzymim enoldza 1 a karbonicka anhydraza 1, jez jsou v této diplomové praci zminovany.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (neboli Kahlerova nemoc) je krevni nadorové onemocnéni vznikajici na
zaklad¢ maligni transformace plazmatickych bun¢k [1]. Plazmatické bunky (téz plazmocyty)
jsou diferencované B-lymfocyty, jejichz tkolem je produkce protilatek nezbytnych pro
obranyschopnost organismu (viz Obrazek 1). V disledku tohoto onemocnéni vSak dochézi ke
klonalni expanzi malign€ transformovanych plazmatickych bunék (myelomovych bunék), které
jednak infiltruji kostni dfen, a zdroven produkuji nepotiebny monoklondlni imunoglobulin
(M-protein, M-komponenta, paraprotein) namisto potfebnych funkénich protilatek [2]. ,, Nazev
onemocnéni je odvozen podle nazvoslovi nadoru, které zavedl Wirchow — slozenina od nazvu
tkane, ze které nador vyrusta: myelé (latinsky dren) a -om je pripona pro nddor a protoze
v dobé diagnozy je vétsinou postizeni jiz na vice mistech skeletu, odtud nazev mnohocetny “ [3,

5. 26].
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Obrazek 1 — Schéma vyvoje zdkladnich typt krevnich bunék [4]

Jedna se o druhou nejcastéj$i hematologickou malignitu (po ne-Hodgkinovych lymfomech)
— tvoii 10 % ze vSech naddorovych onemocnéni krve a soucasné 1 % ze vSech onkologickych

onemocnéni [5; 6]. Incidence mnohodetného myelomu v Ceské republice se v letech
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2016—2018 pohybovala v poctu 5,3—6,1 ptipadi/100 000 obyvatel. V Evropé se kazdy rok
objevi vice nez 40 000 novych piipadii. Postihuje zejména populaci vyssiho véku v rozmezi

60—84 let, pfi¢emz se vyskytuje o néco Castéji u muzi nez u Zen [7].

1.1.1 Patogeneze onemocnéni

Kone¢nym vyvojovym stadiem B lymfocytarni vétve jsou plazmatické bunky secernujici
molekuly imunoglobulind rozliSované do péti tfid. Za fyziologickych okolnosti plazmatické
bunky vytvafeji jednotlive tfidy protilatek (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM) podle momentalni potieby

organismu, nebot’ kazd4 z nich zastupuje v ramci imunitniho systému svou funkci [8].

Mnohoc¢etny myelom ovSem spada do skupiny onemocnéni nazyvanych maligni monoklonélni
gamapatie. Za tohoto patologického stavu abnormalni plazmatické buniky (myelomové buiiky)
produkuji homogenni imunoglobuliny nalezejici vzdy jen k jedné z imunoglobulinovych tfid
(nejcastéji IgG, dale IgA, vzacné IgD a IgE) [8]. Pokud vznikaji pouze protilatky t¥idy IgM,
jedné se o tzv. Waldenstromovu makroglobulinémii (monoklondlni gamapatii typu IgM) [9].
V nékterych pifipadech vSak nemusi dochazet k distribuci kompletniho imunoglobulinu, ale
pouze jeho casti — lehkych (kappa ¢i lambda), nebo mnohem vzicnéji tézkych fetézct.
Myelomové buiiky jsou, na rozdil od normalnich plazmocytt, které pritbézné proliferuji a poté
1 zanikaji, prakticky nesmrtelné, nédsledkem ¢ehoz se hromadi v kostni dfeni, brzdi tvorbu

funkénich polyklondlnich protilatek a zodpovidaji za projevy spjaté s timto onemocnénim [4].

ZjednoduSené lze fict, Ze mnohocetny myelom vznika, vymkne-li se vyvoj plazmatickych
bunck kontrolnim mechanismim. Ve skutecnosti je ale patogeneze mnohocetného myelomu
velmi spletity multifaktorialni proces sahajici az k molekuldrni urovni. Klicovou roli hraji nejen
chromozomalni aberace (pfedevsim translokace a hyperdiploidie), k nimz dochazi v dasledku
chyb nastavajicich béhem vyvoje B-lymfocyti, ale také mutace tykajici se onkogennich drah
a nadorovych supresor, mikroprostfedi kostni dien¢ (stromalni bunky kostni dien¢,
mezenchymalni kmenové buiiky, endotelidlni bunky, builky imunitniho systému a fada
solubilnich faktorl) a epigenetické zmeény [10]. Vzhledem ktomu, Ze patogeneze
mnohocetného myelomu je znacné¢ komplexni déj, nebyla doposud zcela objasnéna a nadale
zlstava predmétem vyzkumil. Pochopeni téchto mechanismil je totiZ zcela zasadni zejména pro

rozvoj novych terapeutickych strategii [11].
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Propuknuti mnohoc¢etného myelomu ptredchdzi monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu
(MGUS, zangl. ,,Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance®) a doutnajici
myelom (SMM, z angl. ,,Smoldering Multiple Myeloma*) (viz Obrazek 2) [10]. MGUS se
projevuje pritomnosti paraproteinu v krvi a pfipadné i v moci, nicméné jeho vyskyt
nezpusobuje zadné zdravotni obtize. Doutnajici myelom je jiz typicky tim, Ze se v kostni dfeni
nachdzi vice nez 10 % klonalnich plazmatickych bunék a/nebo koncentrace paraproteinu
dosahuje hodnot vysSich nez 30 g/l, pfesto stale nebyvaji pfitomny zdravotni obtize.
V plazmocelularni leukemii pak mnohocetny myelom pfechazi, jakmile maligni klon
plazmatickych buné€k prestane byt soustied’'ovan pouze v kostni dieni a zacne se vyplavovat do

periferni krve [4].

podatek onemocnéni progrese / relaps onemocnéni
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nezraly produkujicich monoklonalni imunoglobuliny
B lymfocyt
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bunék

Obriazek 2 — Vzijemna souvislost onemocnéni patficich mezi tzv. monoklonalni gamapatie [4]

1.1.2 Symptomy

Klinické projevy doprovazejici mnohocetny myelom jsou nasledkem infiltrace kostni diené
malignimi plazmatickymi buiikami, a protoze jsou velice rozmanité, byva mnohocetny myelom

mnohdy pfirovnavan k chameleonovi [12]. Pro oznaceni nejcastéjSich symptoml se vzil
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akronym CRAB, kdy C = hyperCalcemia (hyperkalcémie), R = Renal failure (rendlni

postizeni), A = Anemia (anémie) a B = Bone marrow (kostni postizeni) [13].

NejnapadnéjSim a zaroven nejcasnejSim piiznakem byva bolest kosti obvykle v oblasti bederni
a hrudni patete, ale mize byt pocitovana i v dalSich lokalitach kostry (viz Obrazek 3). Zpocatku
se objevuje pouze po ndmaze, postupem casu vsak jeji intenzita stoupd, prichazi i v klidové
fazi, az nakonec pfetrvava téz v prubéhu noci [4]. Pfi¢ina téchto bolesti tkvi v tom, ze
myelomové bunky interaguji s mikroprostiedim kostni diené a déavaji podnét k aktivaci
osteoklasti (bun€k odbouravajicich kostni hmotu) a naopak k potlaceni aktivity osteoblastl
(bunék syntetizujicich kostni hmotu), coz vyusti v odbourdavani kostni tkané a ve vznik
osteolytickych lozisek nebo rozvoj osteopordzy [11]. Osteolyticka loziska jsou dutiny
nachdzejici se hlavné v oblasti patete, v panevnich kostech, Zzebrech a lebce, které v misté svého
vyskytu kost oslabuji, a maji tak na svédomi typické patologické fraktury [4]. Oznaceni myelom
tedy neni ndhodné, nebot’ pochdzi z feCtiny a znamena otvor v kosti [14]. Vytvareji se tam, kde
se myelomové bunky shlukuji. Pokud jsou myelomové buniky v kostfe difuzné rozptyleny, vede

to k osteoporoze, kdy se kosti stavaji kiehkymi a téz hrozi kostni zlomeniny [4].
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Obrazek 3 — Frekvence postizeni jednotlivych ¢asti kostry u mnohocetného myelomu dle RTG nalezl [15]
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S odbouravanim kostni hmoty ma pfimou souvislost hyperkalcémie. Pii tomto odbourdvani se
totiz vapnik, zakladni stavebni kdmen kosti, uvoliuje a jeho hladina v krevnim ob&hu stoupa
nad normu [16]. To s sebou nese mnoha tuskali v podobé polyurie vedouci k dehydrataci,
Ziznivosti, zacpy, odporu k jidlu, zvraceni, svalové slabosti a svalovych kieci, srdecni arytmie,
unavy, zmatenosti az poruchy védomi [4; 12]. Hyperkalcémii navic lze povazovat za Spatny
prognosticky marker — je spojovdna s vyS$S§i mortalitou a kratSi dobou pfeziti pacientl

s mnohoc¢etnym myelomem [17].

Nemén¢ zavaznou komplikaci je rendlni insuficience. Zptsobovat ji mohou volné lehké fetézce
imunoglobulind, které jsou diky své malé velikosti schopny proniknout zkrve pies
glomeruldrni membranu do ledvinnych kandlk, kde se kumuluji a spoleéné
s Tamm-Horsfallovym proteinem tvoii valce, ¢imz tubuly blokuji [4]. Dal$imi moznymi
pri¢inami poskozeni funkce ledvin jsou jiz zminovana hyperkalcémie, hyperurikémie, Casté

bakteridlni infekce, které jsou projevem oslabeného imunitniho systému, nebo amyloidoza [18].

S mnohocetnym myelomem se poji také fada hematologickych symptomi. Nekontrolovana
proliferace malignich plazmatickych bun€k v kostni dfeni ma dopad na krvetvorbu. Projevuje
se bézn¢ nejprve poklesem erytrocytl, nasleduje ovSem pokles leukocyti a pozdéji
1 trombocyti. K anémii se tak s rozvojem nemoci pfidava leukopenie a trombocytopenie, aZ se
postupné vyvine pancytopenie, kdy se v krvi snizi mnozstvi vS§ech krevnich bun¢k [19]. Anémie
zpisobuje obtize jako je bolest hlavy, unava, malatnost a dusnost, v disledku leukopenie
vzristd néachylnost kinfekcim a trombocytopenie zapfiCifiuje zvySenou krvacivost
manifestujici se v podobé petechii, zvySené tvorby hematomi, epistaxe a krvaceni z dasni [4].
Zavaznou komplikaci jsou také trombocytopatie vedouci k abnormalni koagulaci. Lehké
fetézce imunoglobulinil totiz mohou adherovat na povrch trombocyti, a tim ovliviiovat jejich
agregaci. Pacienti s mnohoc¢etnym myelomem tak maji zvySeny sklon k tvorb¢ trombii a vyskyt
tromboembolickych pifihod je u nich vyssi nez u zdravych jedinci, pro coz svéd¢i 1 zvySené
koncentrace D-dimert v krvi pacientii s mnohoCetnym myelomem [20]. Koagulaéni
mechanismy jsou v jejich pfipadé zasadné ovlivnény krevni hyperviskozitou, kterd je dana
jednak ptitomnosti nadmérného mnozstvi sérového paraproteinu, ale také jeho vlastnostmi
(agregaci a kryoprecipitaci). Jde o tzv. hyperviskozni syndrom, jenZz se, pro své fatalni
komplikace, fadi mezi akutni hematologické stavy. Nasledkem hyperviskozity krve dochdzi ke
zpomaleni krevniho toku a nasledné k hypoperfuzi tkéani, ktera je podnétem pro neurologické
a psychické potize, cévni mozkovou piihodu, srdecni a respiracni selhavani i ischemickou

akutni tubularni nekrézu [21]. Hyperviskozita je patrnd téZ na ocnim pozadi, kde byva
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shledévan jako typicky nalez tzv. fundus paraproteinemicus. Jedné se o to, ze cévy v této oblasti
oka dilatuji a objevuje se drobné krvéceni, které byva pozorovano pii oftalmologickém

vySetteni [22].

V neposledni fadé je pro mnohocetny myelom typickd vysokd nachylnost k infekcim. Ty
postihuji hlavné dychaci cesty, a navic byvaji Casto recidivujici. Dé&je se tak, protoze
myelomové builky piisobi utlum fyziologickych plazmatickych bunék, ¢imz vazne tvorba
funk¢nich protilatek, jichz je nasledkem toho zna¢ny nedostatek [4]. S nedostateCnym
mnozstvim a nefunk¢nosti lymfocyti pak souvisi i insuficientni odpovidavost pacient
s mnohocetnym myelomem na ockovani — odpovidaji na n¢j hiife nebo dokonce viibec. Piesto
je vakcinace zejména proti chiipce, pneumokokovym ndkazdm a onemocnéni covid-19 témto

pacientlim doporucovana, a to jesté pred zahdjenim onkologické 1écby [23].

1.1.3 Laboratorni diagnostika

K diagnéze mnohocetného myelomu mohou lékafe nasmérovat jiz zdkladni laboratorni
vySeteni krve. Prvotnimi signdly byvaji zvySend sedimentace erytrocytl, anémie, zvySena
hodnota celkové bilkoviny a zvySené hodnoty kreatininu v séru. V piipadé, ze vzejde podezieni
na toto onemocnéni, je pro potvrzeni ¢i vyvraceni nezbytné provést dalsi laboratorni vySetteni
— stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu v séru 1 v moc¢i a vySetieni kostni dfené. Pro
findlni stanoveni diagndzy jsou nepostradatelné nejen laboratorni vysledky, ale také vysledky
vySetfeni pomoci zobrazovacich metod — rentgenu (RTG), pocitatové tomografie (CT, z angl.
,»Computed Tomography*), magnetické rezonance (MR) a pozitronové emisni tomografie
(PET). Laboratorni diagnostika je vSak nezbytnd nejen pro stanoveni diagnozy, ale 1 pro

monitorovani G¢innosti terapeutickych postupti [4].

Hematologicka vySetieni

Nejbéznéjsim hematologickym vySetienim je krevni obraz, v némz byva zjiSténa nejcastéji
normochromni anémie a mnohdy i trombocytopenie a leukopenie (viz Obrazek 4), coz
poukazuje na moznou infiltraci kostni diené¢ myelomovymi buiikami (podrobné&ji rozepsano
v kapitole 1.2 Myelomové bunky). Dale se provadi sedimentace erytrocyt, kterd byva velmi
vysokd, protoze vyskyt paraproteinu zptisobuje zvySenou viskozitu plazmy, a erytrocyty tak
sedimentuji pomaleji [4]. Sedimentace erytrocytl je vSak v soucasnosti zejména v ordinacich

praktickych 1ékaii nahrazovéana vysetienim CRP (C-reaktivniho proteinu), jehoz provedeni je
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rychlejsi a jednodussi, coz je v diagnostice mnohocetného myelomu velky problém. Zanétlivé
markery véetné CRP jsou totiz leckdy v normé, pfestoze sedimentace je vysoka a moznosti, ze
by se mohlo jednat o mnohocetny myelom, neni vénovana pozornost [24]. Opominano by
nemélo byt ani zdkladni koagula¢ni vySetieni, které mize odhalit hypokoagulaci
i hyperkoagulaci, a to se eventudln¢ doplituje o zdkladni funkéni vySetieni trombocyt

(vysetfeni jejich agregace) [25].
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Obrazek 4 — Zmnozeni myelomovych bunék v kostni dieni [26]
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Zikladni biochemicka vySetreni

V ramci zékladniho biochemického vySetfeni se stanovuje urea, kreatinin, kyselina mocova,
vapnik, ionizovany vépnik, sodik, draslik, chloridy, fosfaty, bilirubin, jaterni enzymy,
glykémie, LDH (laktitdehydrogendza), CRP, sérovd koncentrace celkové bilkoviny
a albuminu, kvantitativni proteinurie ze sbéru moci za 24 hodin a kreatininova clearance [25].
Kontroluje se tak pfedevS§im hyperkalcémie, kterd je pro mnohocetny myelom charakteristicka,
hladina albuminu, jez pii nemoci klesa, a zhorSend funkce ledvin signalizujici myelomovou

ledvinu [4; 27].

Specializovana vysetieni bilkovin

Specializované vysetfeni bilkovin zahrnuje elektroforézu bilkovin séra a zahusténé moci
s naslednou imunofixaci (viz Obrazek 5). Elektroforézou s denzitometrickym vyhodnocenim

se nejprve uréi mnozstvi monoklonalniho imunoglobulinu (M-proteinu) a metodou
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imunofixace poté jeho typ [25]. Aby bylo mozné pfesné zhodnotit mnozstvi monoklonalniho
imunoglobulinu v mo¢i, musi pacient sbirat mo¢ po dobu 24 hodin, pficemz jeho koncentrace
se pak udava nejen v gramech na litr, ale 1 v gramech za 24 hodin, coz je povazovano za
dulezitéjsi udaj [4]. Volné lehké fetézce detekované v moci nesou oznaceni Bence-Jonesova
bilkovina. Pokud v séru nachazime pouze volné lehké fetézce imunoglobulint nebo jsou v ném
monoklonélni imunoglobuliny pfitomny v nizké koncentraci, vyuziva se téz metoda stanoveni

volnych lehkych fetézch v séru zaloZend na imunoturbidimetrii [25].

elektroforéza bilkovin
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Obrazek 5 — Elektroforéza sérovych bilkovin, stanoveni koncentrace M-Ig a imunofixace s [gG-kappa [4]

Vysetreni kostni direné

Pro potvrzeni diagn6zy mnohocetného myelomu je nepostradatelné vySetteni kostni diené, ve
které se zjiStuje ptfitomnost monoklondlnich plazmatickych bunck. Téch by se v ptipadé
onemocnéni mélo v kostni dfeni vyskytovat vice nez 10 % a (nebo) by mél byt prokazan
plazmocytom [25]. Kostni dien se odebira bud’ punkci z hrudni kosti, nebo z lopaty kosti
kycelni, nebo se provadi trepanobiopsie z lopaty kosti kycelni. Vyhoda trepanobiopsie spoc¢iva
v tom, ze krom¢ odbéru bun€k kostni dfené k cytologickému vySetfeni umoziiuje odebrat

1 valecek kostni dfené, ktery lze vyuZit k histologickému vySetieni [4].
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Cytogeneticka vySetieni

Sviij vyznam ma u pacientti s mnohocetnym myelomem i cytogenetické vysetieni. Provadi se
karyotypizace a analyza FISH (fluorescen¢ni in-situ hybridizace) [25]. Cytogenetické
abnormality totiz maji vliv na riizné aspekty od vyvoje malignity a jejiho klinického projevu az
po odpoveéd na 1écbu, a zvlasté pak na prognézu onemocnéni. RozliSuji se cytogenetické
abnormality primarni, u nichz se ptedpoklada, ze hraji roli v pocatecni patogenezi onemocnéni
a na zakladé nichz se monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu a mnohocetny myelom
rozde€luji do né€kolika riznych podtypi, a sekundarni, jez se mohou vyskytovat u kteréhokoli
z téchto podtypti [28]. Obvyklymi nalezy jsou trizomie lichych chromozomu s vyjimkou
chromozomu 1, 13 a 21; translokace: t(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16), t(14;20);
delece: del(1p), del(13p), del(17p); amplifikace: amp(1q) a mutace genu TP53, s nimz je
spojeno poskozeni p53 [28; 29].

1.1.4 Diagnosticka kritéria

Stanoveni diagnézy mnohocetného myelomu se opird o diagnostickd kritéria dle Durieho
a Salmona z roku 1975 (viz Tabulka 1), podle nichz se stanovuje i klinické stadium nemoci,
a diagnosticka kritéria dle International Myeloma Working Group z roku 2003 (viz Tabulka 2),
ktera byla v roce 2014 aktualizovana (viz Tabulka 3) ptredev§im z divodu pokroku v 1écbé

mnohocetného myelomu [25].

Tabulka 1 — Diagnosticka kritéria mnohoc¢etného myelomu dle Durieho a Salmona, 1975 [30]

Velka kritéria Mala kritéria
1) plazmocytom (histologie tkang) a) v kostni dieni 10—30 % plazmocyti
2) pocet plazmocyti v kostni dfeni > 30 % b) koncentrace M-Ig nizs8i nez v bod¢ 3

L o ¢) pfitomna osteolyticka loziska
3) sérové koncentrace monoklonalniho ) P Y

imunoglobulinu (M-Ig): d) §niZeni ostatr.lich fyziologickych
e M-IgG > 35 g/l 1munoglobu11n,u ’
e M-IgA >20 g/l (< 50 % normalni hodnoty)

e nebo mnozstvi lehkych fetézcti v moci * IgM<0,5 g1
za24 hodin>1 g * IgA<1,0g1
o [gG<6,0g/1
Diagnéza mnohocetného myelomu je jasna, je-li pfitomno jedno velké a jedno malé kritérium,
anebo jsou-li pfitomna kritéria a + b a dale kritérium ¢ nebo d.

26



Tabulka 2 — Stanoveni klinického stadia mnohocetného myelomu dle Durieho a Salmona, 1975 [25]

Jsou splnény vSechny niZe uvedené podminky: Masa nadorovych bunék:
¢ koncentrace Hb > 100 g/l

e koncentrace Ca < 3 mmol/l

e normadlni kostni struktura anebo solitarni kostni

lozisko plazmocytomu

I. stadium <0,6 x 10'*/m?

e relativné nizka koncentrace M-Ig:
a) M-IgG <50 g/l
b) M-IgA <30 g/l
c) exkrece lehkych fetézcli v moci
<4 g/24 hodin.

IL. stadium | Nejsou splnény podminky I. ani III. stadia. 0,6—1,2 x 10'%/m?

Je splnéna alespon jedna z nasledujicich podminek:
e koncentrace hemoglobinu < 85 g/l
e zvySena koncentrace Ca > 3 mmol/l
e pokrocilé postizeni skeletu s mnohocetnymi
0L stadium osteolytickymi loZisky a/nebo zlomeninami > 1,2 x 10'%/m?
¢ vysoké koncentrace M-Ig:
a) M-IgG>70 g/l
b) M-IgA > 50 g/l
c) vylouceni > 12 g lehkych fetézcti v moci za
24 hodin.
Subklasifikace: A — kreatinin < 177 pmol/l (2 mg/ml)

B —renélni insuficience s retenci dusikatych latek, kreatinin > 177 pmol/l

Tabulka 3 — Diagnosticka kritéria mnohocetného myelomu dle International Myeloma Working Group, 2003 [30]

Pro diagnézu mnohocetného myelomu je nutno splnit v§echna tii kritéria:
1. Pocet monoklonalnich plazmatickych bunék v kostni dfeni je > 10 % a (nebo) biopsie
kostni dfen¢ prokazala plazmocytom.
2. Je ptitomen monoklonalni imunoglobulin v krvi a (nebo) v moci.
3. Je pfitomna nejméné jedna dysfunkce ¢i poSkozeni organu zptisobené mnohocetnym
myelomem:
o (C - calcium) zvysena hladina kalcemie nad 2,8 mmol/I ¢i nad horni limit
® (R — renal) renalni insuficience s kreatininem nad 176,8 mmol/l (2 mg/I)
® (A — anemia) anémie, hemoglobin pod 100 g/l nebo 20 g/l pod dolni limit
normy
e (B — bone) osteolytické kostni destrukce nebo osteopordza
Poznamka:
Tato kritéria identifikuji stadium IB, Il a Il A i B dle Durieho a Salmona. Stadium IA je témito kritérii
fazeno do doutnajiciho ¢i indolentniho myelomu.
Cetné jiné typy organového poskozeni se vyjimeéné mohou objevit a predstavovat tak indikaci
k 1écbé. V piipade, Ze je prokazana souvislost s mnohocetnym myelomem (gamapatii), vedou také ke
stanoveni diagnézy mnohoc¢etného myelomu.
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Tabulka 4 — Revidovana diagnosticka kritéria mnohocetného myelomu dle International Myeloma Working
Group, 2014 [25]

Pocet klonalnich plazmatickych buné€k v kostni dieni > 10 % nebo biopticky potvrzeny kostni nebo
extramedularni plazmocytom a pritomnost jedné nebo vice nasledujicich skutecnosti s myelomem
souvisejicich (MDE =, myeloma defining events®):
o znamky poskozeni organti nebo tkani podminéné proliferaci plazmatickych bunék, zejména:
e hyperkalcemie: koncentrace sérového Ca o > 25 mmol/l (1 mg/dl) vyss§i nez horni limit
normalniho rozmezi nebo > 2,75 mmol/l (11 mg/dl)
¢ renalni insuficience: sniZeni clearance kreatininu < 40 ml/min (= 0,67 ml/s) nebo koncentrace
sérového kreatininu > 177 umol/l (2 mg/dl)
e anémie: koncentrace hemoglobinu o > 20 g/l niz$i nez dolni limit normalniho rozmezi nebo
<100 g/l
e kostni postiZzeni: jedno nebo vice osteolytickych lozisek na RTG skeletu, CT nebo CT/PET?

o jedna nebo vice z nasledujicich znamek maligniho procesu:
e zmnozeni klondlnich plazmatickych bunék v kostni dfeni > 60 %'
e pomér postizenych/nepostizenym volnym fetézcim v séru > 10 %
e > 1 lozisko pii vySetfeni pomoci MR*

Klonalita by méla byt stanovena pomoci pritkazu k/A restrikce lehkych fetézel pfi vySetieni pomoci
pritokové cytometrie, imunohistochemie nebo imunofluorescence, pocet plazmatickych bunék by
mél byt prfednostné stanoven z biopie kostni dien€. V piipadé€ rozdilu v procentudlnim zastoupeni
plazmatickych bun¢k zjisténém v aspiratu a bioptickém vzorku by méla byt pouzita vyssi hodnota.
*Pokud je pocet klonalnich plazmatickych buné&k v kostni dfeni < 10 %, pak je nutna ptitomnost vice
nez jednoho loziska k odliSeni od solitarniho plazmocytomu s minimalnim postiZenim kostni dfen¢.
3Pfi pouziti stanoveni pomoci metody Freelite© (The Binding Site, Birmingham, UK).

“Velikost loZiska musi byt minimalné 5 mm.

1.1.5 Terapie onemocnéni

Mnohocetny myelom je sice onemocnéni nevylécitelné, nicméné diky rozsahlé paleté léciv
a neustale se rozvijejicim lécebnym moznostem se dafi jeho klinické projevy uspésné
potlacovat a vyznamné tim zlepSovat prognodzu pacienttl, ktefi i s takovou diagnézou mohou jiz
v dnes$ni dob¢ prozit fadu let kvalitniho zivota. Klicova u mnohocetného myelomu je v€asna

a spravna diagnostika, od niZ se zahajeni terapie odviji [4].

Terapie mnohocetného myelomu je zalozena na dvou paralelné probihajicich typech 1écby
—1écbé likvidujici myelomové bunky a 1€¢bé podptrné. Cilem 1é¢by je dosahnout co nejvétsiho
snizeni poctu myelomovych buné€k, nejlépe az jejich Uplné eliminace (tj. dosaZzeni negativity
minimalni rezidualni nemoci), které povede k odeznéni klinickych projevii onemocnéni [4].

Mezi momentalné pouzivand terapeutika patfi proteazomové inhibitory (bortezomib,
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karfilzomib a ixazomib), imunomodulac¢ni latky (thalidomid, lenalidomid a pomalidomid),
glukokortikoidy, monoklondlni protilatky (daratumab, isatuximab, elotuzumab a belantamab
mafodotin), cytostatika a bispecifické protilatky [3; 4]. Vzhledem k tomu, Ze jednotliva 1éCiva
maji odlisné mechanismy ucinku, vyuziva se zpravidla kombinovand Iécba, nebot bylo
prokazéano, ze je tak dosazeno vyssi 1éCebné Ucinnosti. Lécba takovymi preparaty s sebou
samoziejm¢ nese mnohd uskali v podobé nezaddoucich tc¢inka a pacienti jsou po celou dobu
jejiho trvani sledovani a kontrolovani na zéklad¢ pravidelnych odbérti periferni krve, obcasnych
odbért kostni diené a pomoci zobrazovacich vySetieni. Znacna pozornost je dnes vénovana
novodob¢ 1écebné metodé — CAR-T bunécné terapii (terapie zalozend na chimérickém
antigennim receptoru T-lymfocytl, viz Obrazek 6). Neopomenutelnd je téz vysokodavkovana
chemoterapie nasledovana transplantaci kmenovych krvetvornych bunék, kterd je obvykle
autologni. Chemoterapie byva nékdy dopliiovdna radioterapii, kdy se vlivem ozafovani

poskozuje genetickd informace v myelomovych bunkéch, a ty jsou v diisledku toho zni¢eny [4].

CAR (chiméricky antigenni receptor) -T bunécna terapie je forma imunoterapie, pii niz se
pacientovi pomoci leukaferézy odeberou jeho vlastni T-lymfocyty a jsou v laboratofi geneticky
modifikovany tak, aby se na jejich povrchu vytvotil chiméricky antigenni receptor, ¢imz ziskaji
schopnost vazat se na specifické antigeny na myelomovych bunkéch. Takto upravené
T-lymfocyty jsou po absolvovani chemoterapie vpraveny zpét do krevniho ob¢hu pacienta, kde
proliferuji, rozpoznavaji myelomové buiiky a vysilaji signaly k dalSim bunikdm imunitniho
systému, coz nakonec vyusti v imunitni reakci, jez vede k masivni likvidaci myelomovych
bunck [31]. CAR-T buriky jsou zacilené na antigen zrani B lymfocyti (BCMA, z angl. ,,B-cell
Maturation Antigen®), coZ je povrchovy protein, ktery je exprimovan zejména zralymi
B-lymfocyty a jeho nadmérnd exprese je spojovana s myelomovymi bunkami [32].
V soucasnosti existuji dva produkty CAR technologie schvalené US FDA (americky Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv, z angl. ,,United States Food and Drug Administration®). Jedna se
o idecaptagene vicleucel (ide-cel) a ciltacabtagene autoleucel (cilta-cel). Oba jsou schvaleny
pro 1écbu relabujiciho/refrakterniho myelomu, pokud ma pacient za sebou jiz Ctyfi nebo vice
linii terapie v€etné vyzkousSeni inhibitoru proteazomu, imunomodulaénich 1é¢iv a anti-CD38
fizené terapie. Cilta-cel mad dva BCMA receptory, z nichz kazdy vaze jiny BCMA epitop,

zatimco ide-cel ma pouze jednu vazebnou doménu [33].
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Obrazek 6 — CAR-T buné¢na terapie [34]

(1) Pacientovi je odebrana krev (leukaferézou) a jsou izolovany T-lymfocyty. (2) T-lymfocyty jsou geneticky
modifikovany tak, aby vznikly CAR-T-lymfocyty. (3) CAR-T-lymfocyty se namnozi. (4) Pacientovi je podavana
lymfodeplecni chemoterapie a nasledné€ infuze CAR-T-lymfocytt. (5) CAR-T-lymfocyty napadaji nadorové
buniky a likviduji je. Je ovSem potieba sledovat mozné nezadouci ucinky jako je CRS (z angl. ,,Cytokine Release
Syndrome*, syndrom uvolnéni cytokini) a ICANS (z angl. ,,Jmmune Effector Cell Associated Neurotoxicity

Syndrome*, syndrom neurotoxicity spojené s imunitnimi efektorovymi buiikami).

Prvnim krokem pfi autologni transplantaci je odbér kmenovych krvetvornych bun¢k pacienta,
po kterém nasleduje vysokodavkovana chemoterapie. Ta ovSem vymyti nejen nadorové
myelomové bunky, ale 1 zdravé krvetvorné bunky, ¢imz dochazi k utlumu kostni dfené
a vyvstava riziko infek¢énich komplikaci. Pfesto je vSak autologni transplantace kmenovych

krvetvornych bun¢k velmi pfinosnou metodou, jejiz vyhodou oproti dlouhodobé kombinované
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1€¢bé je to, Ze po jejim absolvovani pacient podstupuje jiz pouze nenarocnou udrzovaci 1éCbu,

ktera je zatizena jen minimem nezadoucich ucinku [35].

JestliZe pacienti odpovidaji na 1écbu a podati se myelomové bunky zredukovat, dostavaji se do
obdobi remise, tedy obdobi pietrvavajici odpovédi na 1éCbu. Potiz je v tom, ze u vétSiny
pacientil po n&jaké dob& onemocnéni propukne znovu. Se vzplanutim onemocnéni se poji dva
terminy, a to progrese a relaps. Progrese je stav, kdy pacient nezareaguje na lécbu, a nemoc tak
postupuje (progreduje). Relaps byva oznacovan jako znovuvzplanuti, které nastane po dosazeni
kompletni odpovéedi na 1écbu (kompletni remise). Stfidani remise a relapsu je pro mnohocetny

myelom typické — jedna se o tzv. vlnovity priibéh mnohocetného myelomu (viz Obrazek 7) [4].
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Obriazek 7 — Vinovity pribéh mnohocetného myelomu [4]
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1.2 Myelomové burky

Plazmatické bunky, podilejici se na imunitni obrané organismu produkci protilatek, jsou
kone¢nym vyvojovym stadiem B-lymfocytt. Za normélnich okolnosti se vyskytuji pouze
v kostni dieni, sleziné¢ a lymfatickych uzlindch. Pfitomnost zralych plazmatickych bunék
v periferni krvi svéd¢i pro plazmocytarni leukemii, kterd je ovSem pomérné raritni. V periferni
krvi je mnohem castéjsi vyskyt jim podobnych ,,plazmocytoidnich® lymfocyti (reaktivnich
B-lymfocytt), jenz poukazuje na patologicky stav v podob¢ probihajici chronické nebo akutni
infek¢ni choroby, jaterniho onemocnéni, revmatismu ¢i dalSich systémovych onemocnéni.
Zmnozeni plazmatickych bunék v kostni dieni pak nasvédcuje diagndéze mnohocetného

myelomu (viz Obrézek 8) [36].

Healthy Bone Marrow Multiple Myeloma

Damaged

White Blood Cell
(B-Cell)

Plasma Cell Multiple Myeloma Cell

i Y @
Normal A A L
Antibodies A Neelio= e Paraprotein

Antigens

White
. Blood Cell
(B-Cell)

Obrazek 8 — Rozdil mezi fyziologickymi plazmatickymi buiikami a myelomovymi buiikami [37]

Fyziologické plazmatické buiikky maji obvykle ovalny tvar a v porovnani s lymfocyty jsou vétsi
— jejich primér byva 14-20 um (viz Obrazek 9). Maji nizky nukleocytoplazmaticky pomér.
Jadro je zpravidla uloZeno excentricky, miva paprskovité uspotadany hutny chromatin
(ptipomind kolo s loukotémi) a kolem jadra (v oblasti Golgiho aparatu) byva zietelné

perinukledrni projasnéni. Jadérka nebyvaji patrnd. Cytoplazmaticky lem je Siroky a objemny,
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modrofialovy az tmavomodry (bazofilni az inkoustovy) a né€kdy v ném byva piitomna
vakuolizace [36]. Pro plazmatické bunky je typickd membranova exprese znakti CD19, CD38,
CD79a a CD138, naopak znaky CD20 a CD45 plazmatické buiiky neexprimuji. Na zakladé
toho je mozné je odliSit od ostatnich bunéénych populaci, cehoz se hojné vyuziva pfti jejich
detekci i izolaci [38]. Jednotlivé tiidy imunoglobulinti produkuji v zastoupeni IgG > IgA > IgM
> IgD a lehké fetézce kappa a lambda v poméru 2—3 : 1 [39].

@

Obriazek 9 — Plazmaticka buiika (bila Sipka, upraveno) [40]

Myelomové bunky je oznaceni pro nddorové zvrhlé nekontrolované se mnozici plazmatické
buiiky produkujici monoklonélni imunoglobulin a vyskytujici se pfi onemocnéni mnohocetny
myelom (viz Obrazek 10). Mohou vypadat jako fyziologické plazmatické bunky, avS§ak mnohdy
jsou u nich spatfovany jisté abnormality — zejména neobvykla velikost (pfili§ malé/nadméerné
velké) a vicejadernost. Vzacnéji se objevuji Russelova téliska (eozinofilni cytoplazmatické
inkluze), Dutcherova téliska (intranukledrni vakuoly s nahromadénym monoklondlnim
imunoglobulinem) a Mottovy buiiky (hroznovité buiky, jejichZz cytoplazma je vyplnéna
inkluzemi vznikajicimi v disledku nadmérné akumulace imunoglobulinu; viz Obrazek 11) [36;

38].
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Obrazek 10 — Myelomové buiky [41]

B 4

Obrazek 11 — Mottovy bunky [42]
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1.2.1 Vztah myelomovych bunék s prognézou onemocnéni a icinnosti terapie

Je prokéazano, ze charakter myelomovych bunék ovlivituje prognézu onemocnéni i u¢innost
terapie, nicmén¢ veskeré souvislosti doposud objasnény nejsou. Na proliferaci myelomovych
bunék, a tim i progresi onemocnéni, progndzu a rezistenci k 1écbe, mé zcela urcité velky vliv
imunitni systém a mikroprostfedi kostni dfen¢. Cilem vyzkum je nejen objasiiovat interakce
mezi myelomovymi bunkami, imunitnim systémem a mikroprostfedim kostni dien¢, ale také
vyhledavat antigeny na myelomovych bunkéch a zjist'ovat jejich expresi, coz by mohlo byt pti

urovani progndzy onemocnéni i predikci ucinnosti terapie velmi ndpomocné [43].

Mikroprostiedi kostni dfen¢ se skladd z bunéénych a nebunéénych slozek. Bunéénou slozku
tvoifi rizné hematopoetické i nehematopoetické buiiky (stromalni buiiky, endotelidlni bunky,
osteoklasty a osteoblasty), zatimco nebunécna slozka zahrnuje extraceluldrni matrix a proteiny
(cytokiny, chemokiny a rustové faktory) [44]. Je znamo, Zze naptiklad interakce
plazmocytoidnich dendritickych bunék s myelomovymi bunikami podporuji ptezivani
myelomovych bungk a jejich rezistenci vici 1écbe. Stejné tak supresorové bunky odvozené
z myeloidni linie (regulac¢ni T-lymfocyty, Th17 lymfocyty, makrofagy asociované s nadory,
mezenchymalni stromélni buiiky a osteoklasty) vyznamné pftispivaji k tniku nadoru pied
imunitnim dozorem a k imunokompromitovanému stavu [45]. Extracelularni matrix je pfi
onemocnéni mnohocetnym myelomem remodelovéna tak, aby bylo zajisténo pifiznivé prostiedi
pro nadorovy rust. V ruznych fazich onemocnéni jsou exprimovany odlisné proteiny
extracelularni matrix, a mohou tak pfedstavovat potencidlni diagnosticky 1 prognosticky marker

[44].

Ve spojitosti s myelomovymi buitkami byva zminiovana exprese znakii CD27, CD45 a CD56.
CD27 se oznacuje jako antigen diferenciace plazmatickych bun¢k a jeho exprese ma podle
vSeho vliv na progresi onemocnéni — nizka exprese koreluje s krat§Sim celkovym pfezitim,
a znaci tak Spatnou progndzu. Snizend exprese CD45 je téz spojovana s kratSim prezitim. CD56
se oznacuje jako antigen kotvici plazmatické bunky ve stromalnim prostiedi, jedna se o bézn¢
pouzivany marker pro identifikaci abnormélnich plazmatickych bunék a uvadi se, ze jeho

sniZzend exprese koreluje s pritomnosti cirkulujicich nadorovych plazmatickych buné€k [46].

Cirkulujici nddorové buiiky jsou nddorové buiiky uvolnované z primarniho nadoru do krevniho
ob¢hu a urCuji metastaticky potencial solidnich nadora [47]. Bylo ovSem zjiSténo, Ze 1 pii
onemocnéni mnohocetnym myelomem maligni plazmatické bunky vycestovavaji z kostni

dfené do krevniho ob¢hu, a stavaji se tak diagnostickymi a prognostickymi biomarkery [44].
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Uvadi se, ze pritomnost cirkulujicich plazmatickych bun€k vypovida o agresivnim prab¢hu
onemocnéni, protoze takové bunky maji diky své migracni schopnosti potencial tvofit
metastazy a vyvolavat relaps onemocnéni [48]. Analyza cirkulujicich plazmocytii v periferni
krvi multiparametrickou pratokovou cytometrii by v blizké budoucnosti mohla byt vyhodnou
nahradou za biopsii kostni dfeng, ktera je pomé&mé naro¢nou invazivni metodou [49]. Uskalim
biopsie kostni dfen¢ je i to, ze se vzorky obvykle odebiraji z jednoho mista. Pro mnohocetny
myelom je vSak mnohdy typicky vyskyt riznych klonii myelomovych bunck, které jsou
rozprostieny v odliSnych lokalitach kostni dfené, a nékteré se dokonce vibec nevyskytuji
v kostni dfeni, nybrz extramedularné. Z toho plyne, Ze zjednoho odbéru kostni dien¢ se
nepodaii zjistit informace o vSech klonech myelomovych bun¢k. Vyzkumy ukdazaly, ze
v periferni krvi se kromé cirkulujicich nddorovych bunék vyskytuji také cirkulujici molekuly
nukleovych kyselin. Informace o molekularnim profilu daného klonu myelomovych bunck
muze byt velmi ndpomocna a uplatnit se zejména pii nastavovani 1écby. Divodu, proc€ je dnes
tekuté biopsii vénovana takova pozornost, je tedy hned né¢kolik — ve srovnani s béznou biopsii

4

Castéji, coz by usnadnilo monitorovani pribéhu onemocnéni [50].

Ptitomnost myelomovych bunék produkujicich lehké fetézce lambda je rizikovym faktorem
zkracujicim celkovou dobu pieziti, naopak myelomové plazmatické buiniky produkujici lehké
fetézce kappa jsou spojovany s delsi celkovou dobou pieZiti. Myelomové buniky produkujici
lehke fetézce lambda také negativné ovliviiuji odpoveéd’ na 1é€bu imunomodula¢nimi Iéky [45;
51]. Déle jsou v souvislosti s 1é¢bou zkouméany né€které CD znaky na myelomovych bunkéach,
a to CD38, CD55, CD59 a CD64. Exprese CD38 koreluje s lepsSimi vysledky pii 1écbe
daratumumabem, zatimco exprese CD55 a CD59 je davdna do souvislosti s progresi
onemocnéni a nedostatecnou odpovédi na léCbu. Vysokd exprese CD64 u pacienti
s mnohoc¢etnym myelomem uzivajicich bortezomib, thalidomid a dexamethason je spojovana

s krat$i dobou preziti [44].

S tcinnosti 1é€by pravdépodobné souvisi také exprese mnohych proteinti, mezi néZ patii napf.
haptoglobin, kininogen-1, transferin, sérovy amyloid A, plazmaticky kallikrein, integrin
alfa-11, apolipoprotein A-1, sulthydryloxidaza-1 a izoforma-1 multimerinu-1. ZvySeny vyskyt
proteind spojenych se sbalovanim proteinti a s funkci proteazomu, mezi néz se fadi napft. protein
teplotnitho Soku (HSP, zangl. ,Heat Shock Protein*), a sniZzeny vyskyt prozanétlivych
a proapoptotickych proteini ma souvislost s refrakterni odpovédi na 1€cbu bortezomibem [44].

Bortezomib je totiz inhibitorem 26S proteazomu a také NF-«xB (jaderny faktor kappa B, z angl.
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»Nuclear Factor Kappa B*), které hraji klicovou roli v proliferaci a pfezivani myelomovych

bunék [52].

Zminovany jsou také proteiny z rodiny MAF (transkripcni faktory muskuloaponeurotického
fibrosarkomu, z angl. ,,Musculoaponeurotic Fibrosarcoma®) — cMAF a MAFB. cMAF je
onkogenni transkripéni faktor ovliviiujici myelomagenezi. Vysoké exprese MAFB je jednim
z nejcastéjSich znakli onkogenniho procesu v ramci progrese mnohocetného myelomu, a i ta
ud¢luje rezistenci k proteazomovym inhibitortim vcetné¢ bortezomibu. Nizka exprese POMP
(protein vyzravani proteazomu, z angl. ,,Proteasome Maturation Protein®) je spojena s delSim
celkovym piezitim. Naopak zvysena exprese POMP je také jednim z mechanismi rezistence
vuci proteazomovym inhibitorim. POMP je totiZ nezbytny pro de novo biogenezi proteazomu.
V souvislosti s proteazomovymi inhibitory se vyzkumy zabyvaji téZ NRF2 (jaderny
transkripcni faktor odvozeny od erytroidi, z angl. ,,Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor
2%), ktery je klicovym regulatorem ptezivani myelomovych buné¢k u pacienti 1éCenych
proteazomovymi inhibitory. Inhibice NRF2 v kombinaci s 1é¢bou proteazomovymi inhibitory
vyznamné zvysuje apoptézu myelomovych bunék [52]. SniZzeny vyskyt dalSich proteini, napf.
amyloidu A a DBP (vitamin D vazajici protein, z angl. ,,Vitamin D Binding Protein*), hraje roli
v ur¢ovani predikce odpovédi pacienti s mnohocetnym myelomem na lé¢bu thalidomidem.
Proteomické markery by se taktéZ mohly stat uZitecnymi diagnostickymi a prognostickymi

markery [44].

Za normalnich okolnosti plazmatické buiiky vyckavaji v kostni dieni v klidovém stavu — jejich
bunécny cyklus je zastaven ve fazi GO/G1, dokud nepfijde podnét k aktivaci. Pfi mnohocetném
myelomu ov§em myelomové buiniky ziskavaji abnormalni ristové a proliferacni schopnosti. Pro
myelomové bunky je také typickd hyperaktivace opravnych mechanismii DNA, kterd jim
zajiSt'uje preziti a rezistenci vici lécbe. Vyznamnou roli u myelomovych bunék hraji 1 telomery

a aktivita telomerazy [44].

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich chromozomii klicové pro zajiSténi
chromozomalni stability a integrity. Na koncich chromozomovych ramen tvoii cepicky,
a zabranuji tak degradaci gend a nespravnym opravam DNA v téchto koncovych oblastech.
Telomeraza je ribonukleoproteinovy komplex a byva nazyvana jako enzym nesmrtelnosti
(viz Obrazek 12). Ma totiz vyjime¢nou schopnost — v buiikach, v nichz je aktivni, dokaze
kompenzovat zkracovani telomer. Bézn€ je aktivita telomerazy piisné regulovana

a fyziologicky je telomerdza aktivni pouze u vybranych typti bunék (béhem embryonalniho
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vyvoje v zarode¢nych buiikach, v kmenovych krvetvornych bunikach). Za normalnich okolnosti
se tedy u valné vétSiny bunék telomery zkracuji pfi kazdém bunéném cyklu a na zékladé toho
je pocet bunéénych déleni omezeny. V myelomovych buiikach oviem byva telomeraza aktivni,
¢imz jim dava neomezeny délici potencidl a s tim souvisejici nesmrtelnost. Bylo zjisténo, ze
zmény ve struktufe telomer jsou specifické pro rizné faze mnohocetného myelomu a koreluji

s agresivitou tohoto onemocnéni [53].

Tel Orl'ﬁ ere

Telomerase
lengthening
chromosome

Obrazek 12 — Telomery a telomeraza [54]
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1.3 Potencialni nadorové biomarkery

Nadorové biomarkery jsou definovany jako latky laboratorn¢ prokazatelné v télnich tekutinach,
nejcastéji vséru a vmoci, nebo v tkanich, jez jsou v organismu ptitomny v dasledku
nadorového procesu. Mnohé nddorové biomarkery jsou sice tvofeny jak nadorovymi, tak
fyziologickymi bunkami, ovSem fyziologickymi v porovnani s nadorovymi ve zna¢né omezené
mife. Pfi nddorovém onemocnéni jsou produkovany bud’ piimo naddorovymi buiikami, nebo
organismem jako odpovéd na probihajici nadorové bujeni [55]. Mohou jimi byt proteiny
(hlavné enzymy a imunoglobuliny), sacharidy, nukleové kyseliny, hormony a hormondlni
metabolity, onkofetdlni antigeny, fragmenty cytoplazmatickych struktur uvoliiované pii zaniku
bunky a dalsi. Jednim z nejstar§ich nadorovych biomarkert je M-protein vyskytujici se pii
onemocnéni mnohocetnym myelomem [56]. Stanoveni nadorovych biomarkerd méa vyznam
zejména pro uréovani progndzy, monitorovani prubéhu onemocnéni a pro predikci odpovédi na
1écbu. V kombinaci s dal$imi laboratornimi parametry jsou uzite¢nymi ukazateli i v rdmci
diagnostiky [57]. Idealni nddorovy biomarker by m¢l spliiovat nékolik kritérii, mezi néz patii
vysoka organova specifi¢nost, vysoka specifi¢nost vzhledem k malignimu onemocnéni, vysoka
senzitivita a korelace mezi vySi laboratorniho parametru a velikosti nadoru (mnozstvim

nadorovych bun¢k) [56].

1.3.1 Enolazal

Enoldza 1 (ENOI1) neboli a-enoldza, znama také jako 2-fosfo-D-glycerathydrolaza, je
glykolyticky enzym, ktery v glykolytické draze katalyzuje preménu 2-fosfoglyceratu na
fosfoenolpyruvat. Jedna se o jeden ze Ctyt izoenzymu enolazy vyskytujicich se u savei, pficemz
ENOI1 (a-enoldza) je nejrozsifenéjsi a je povazovana za nejvyznamnéjsi. Nejen, Ze je jednim
z kritickych enzymi v glykolytické draze, ale zaroven se jednd o protein s prokazatelné
onkogennimi vlastnostmi, nebot’ podporuje proliferaci, migraci a invazi nddorovych bunék, coz
vede k progresi riiznych nadorti [58]. Kromé glykolyzy ptisobi také ve fibrinolytickém systému,
kde na povrchu bunék plni funkci plazminogenového receptoru [59], déle se i€astni oxida¢niho
stresu, bakterialnich, plisnovych a parazitickych infekci a jako autoantigen mtize vyvolat reakci

imunitniho systému [60].

Ptitomnost ENO1 byla potvrzena u fady nddorovych onemocnéni (napt. karcinomu plic [61],

karcinomu pankreatu [62], kolorektalniho karcinomu [63] a mnohocetného myelomu [64]), ale

39



i u mnohych autoimunitnich onemocnéni (napt. systémového lupus erythematodes [65],
revmatoidni artritidy [66], ulcerézni kolitidy, Crohnovy choroby [67], retinopatie [68]
a Hashimotovy encefalopatie [69]). V poslednich letech je tak ENO1 ohniskem vyzkumi a zda

se, ze by mohla byt zdsadnim terapeutickym cilem [70].

ENO1 je vSudypfitomné exprimovana ve vétSin€ lidskych tkani, ovSem nadmémé je
exprimovana u mnoha typt nadorovych onemocnéni. ENO2 (B-enolaza), také znama jako
neuron-specifickd enolaza, je pievazné exprimovana v neuronech a neuroendokrinnich
nadorech. ENO3 (y-enoldza) se vyskytuje ptedevsim ve svalovych tkanich [60]. ENO4 pfispiva

k normalnimu sestaveni vlaknitého pouzdra v hlavni ¢asti biciku spermie [71].

Jednim z charakteristickych znakti nddorovych bun¢k je metabolické pfeprogramovani, jehoz
nejznaméjsim piikladem je metabolizmus glukozy (viz Obrazek 13). Jde o specificky jev
vyskytujici se u nadorovych bunék (tzv. Warburglv efekt), kdy upfednostiiuji relativné
energeticky deficitni anaerobni glykolyzu ptfed energeticky vyhodnéjsi oxidacni fosforylaci
(aerobni ¢asti bunééného dychdni), a to 1 v normoxii, kdy je mnozstvi kysliku v tkanich
dostacujici. Fyziologické builkky naopak ve vétSin€ ptipadt vyuzivaji k zajisténi svych
energetickych potieb pravé oxidacni fosforylaci. Toto metabolické pfeprogramovani hraje
v expanzi naddoru dilezitou roli [72]. Na bunééné membrané nadorovych bunck jsou nadmérné
exprimovany transportéry glukézy (GLUTI1/GLUT3). Divodem je, Ze produkce energie
anaerobni glykolyzou je nizka, a aby bylo vyhovéno energetickym pozadavkiim nadorovych
bunék, zdkonité¢ vyrazné nartistd spotieba glukozy [73]. Meziprodukty vznikajici v ramci
glykolyzy podporuji biosyntézu nukleotidli, aminokyselin a triglyceridi, a to v§echno dovoluje
nadorovym bunkam rychlou proliferaci. Kone¢nym produktem metabolizmu glukédzy je
kyselina mlé¢na, kterou nadorové buitky vylucuji. Tim se tvoii kyselé¢ mikroprostfedi nadoru,
které je nepfiznivé pro okolni imunitni bunky [74]. Enzymy, které se podileji na glykolyze
v nddorovych bunkéch, jsou tak, zda se, slibnymi cili, které mohou otevfit zcela nové

terapeutické moznosti v 1é€bé nadorovych onemocnéni [75].
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Obrazek 13 — Porovnani metabolizmu glukézy v normalnich a nadorovych buikach [76]

(A) Normalni bunka: pfi aerobni glykolyze je vytézek az 38 ATP, pfi anaerobni glykolyze je vytézek 2 ATP.

(B) Nadorova bunka: bez ohledu na pfitomnost nebo neptitomnost kysliku vyuziva anaerobni glykolyzu, jejimz

vytézkem jsou 2 ATP, proto k ziskani energie ve srovnani s normalni buitkou potiebuje vice glukdzy.

1.3.2 Karbonicka anhydraza 1

Karbonické anhydrazy (CA) jsou velkou skupinou metaloenzymi, které katalyzuji reverzibilni

hydrataci oxidu uhli¢itého za vzniku hydrogenuhli¢itanového aniontu a protonu, coz je reakce

dilezita v mnoha fyziologickych dé&jich, ale zaroven vyznamna pro udrzovani pH v nadorovych

bunkach (viz Obrazek 14) [77].

CARBONIC
ANHYDRASE

!

CO2 + H20<——> CO3H2 <——>> CO3H + H*

1 2
REVERSIBLE SPONTANEQUS
ENZYMATIC NON ENZYMATIC
REACTION DISSOCIATION

Obrazek 14 — Reakce katalyzovana karbonickou anhydrazou [77]
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Utastni se také rtiznych biologickych procest, véetné dychani, kalcifikace, udrzovani
acidobazické rovnovahy, kostni resorpce a tvorby komorové vody, mozkomisniho moku, slin
a zaludecnich §tav [78]. Je znamych 16 izoforem CA, pficemz CA1l, CA2, CA3 a CA7 se
vyskytuji v cytozolu, CA4, CA9, CA12 a CA14 jsou situovany v bunécnych membranach, CAS
je mitochondrialni, CA6 je vylucovéana ve slinach a n€které CA nevykazuji enzymatickou
aktivitu [77]. Karbonicka anhydraza 1 (CA1) je exprimovana v cytoplazmé a v jadre leukocytt,

dale v kostni dfeni, slezin¢ a v tlustém stieve [78].

Oxid uhli¢ity je hlavnim oxida¢nim produktem bunééného metabolizmu a hraje dilezitou roli
v udrzovani acidobazické rovnovéhy bunky. Ve zdravych tkanich je pH striktné¢ regulovano
mezi hodnotami 7,35 a 7,45, aby byla zachovana normalni fyziologie a bunéény metabolizmus.
Je ovSem zndmo, Ze v nddorové tkani dochazi k dysregulaci acidobazickych homeostatickych

mechanismi, disledkem ¢ehoz je pH kyselé a pohybuje se mezi 6,3 a 7,0 [79].

Témet pred sto lety publikoval némecky biochemik Otto Heinrich Warburg své kli¢ové
pozorovani, pii némz nadorové tkan metabolizovala glukézu na kyselinu mlécnou namisto
oxidu uhli¢itého, a to 1 v pritomnosti kysliku. Toto pozorovani bylo nazvano Warburgiiv efekt
a vedlo nejprve k mylnému piredpokladu, Ze kyselina mléna produkovanid nadorovymi
bunikami bude mit tendenci okyselovat jejich cytoplazmu, a snizovat tak jejich intracelularni
pH. Mikroelektrodové studie na pevnych nadorech navic také podporovaly tvrzeni, Ze jejich
intracelularni 1 extracelularni pH je kyselé. Toto dogma bylo vyvraceno na pocatku 80. let, kdy
bylo pomoci magnetické rezonancni spektroskopie (MRS) prokézéano, Ze intracelularni pH
solidnich nadorid je obvykle mirn¢ zésadité podobné jako u vétSiny fyziologickych bunék.
Nasledné studie MRS vyuZivajici extracelularni pH sondy stanovily zavér, ze kyselé pH je

typické pro extracelularni prostedi nadord [79].

V poslednich letech se acidické nadorové mikroprostiedi stalo uzndvanym nadorovym rysem,
ktery mé vliv na progresi nadorového onemocnéni [80]. Bylo zjiSténo, Ze klicovou roli
v kontrole nad pH v nadorové tkani hraje prav€ enzym karbonickd anhydraza, zejména
izoforma CA9 (viz Obrazek 15) [81]. Pozornost je vSak vénovana i izoformé& CAl, jejiZ exprese
byla, podobn¢ jako u ENOI, prokdzana u mnoha nddorovych i autoimunitnich onemocnéni
(napf. systémového lupus erythematodes, Sjogrenova syndromu, autoimunitni/idiopatické
chronické pankreatitidy, onemocnéni pojivové tkdn¢ a dalSich revmatickych onemocnéni).
Z klinického hlediska se tak i karbonicka anhydraza stdva potencidlnim terapeutickym cilem

[82].
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Obrazek 15 — Role karbonické anhydrazy v regulaci pH [79]

CA9 propojuje energeticky metabolizmus nadorové bunky s regulaci pH. (1) CO; difunduje pies fosfolipidovou
dvouvrstvu bunééné membrany do extracelularniho prostoru. (2) Na extracelularnim povrchu bunééné membrany
katalyzuje CA9 hydrataci CO; za vzniku H" a HCOs™. (3) Laktat, koneény produkt metabolizmu glykolyzy, opousti

buniku pfes MCT (monokarboxylatovy transportér) rychlosti, ktera je ovlivnéna pH gradientem.
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1.4 Nadorové bunééné linie

Nadorové bunécné linie jsou in vitro modelové bunécné systémy, které jsou bézné pouzivany
pro studium biologie nadort, hleddni nddorovych markerti a definovéani G€innosti 1é¢iv [83; 84].
Ptestoze nadorové buiiky jsou typické svym expanzivnim rastem in vivo, kde unikaji vSem
imunitnim mechanismiim, nasazeni a stabilizace nadorovych bunécnych linii in vitro je
slozitym procesem. Obtiznost je dana zejména rozdily mezi in vivo a in vitro prostfedim (napf.
zavislost na rustovych faktorech, pfisun kysliku, interakce s nadorovou tkani a dalSimi
bunkami). Kazd4a nadorova bunécné linie vychazi z nddorovych bunék pacienta, jemuz byly
odebrany [83]. Nadorové bunécné linie umoziuji zkoumdani vlastnosti bunky, jejiz intenzivni
proliferaci pfislusné nddorové nemocnéni vznikd, a provadét in vitro experimenty, které in vivo
provést nelze. Vyhodou je, Ze nadorové bunécéné linie si zachovavaji vétSinu vlastnosti

puvodniho nadoru, proto se stavaji tak uzite¢nymi modelovymi systémy pro vyzkum [85].

Mezi pozadavky kladené na nové zavddéné nadorové bunééné linie patii podrobna
charakterizace, znalost skute¢ného plivodu bunék, nesmrtelnost bunééné kultury, dikaz
neoplasticity, védecky vyznam a dostupnost. Bunééné linie jsou podrobné charakterizovany
pomoci ,,omickych* technologii — genomiky, transkriptomiky a proteomiky a ziskana data jsou
publikovana a zpfistupfiovana v online databézich, coz umoznuje studovat a porovnavat zmény
na bunécéné 1 molekularni Grovni véetné mutaci, expresi genil a proteind a variaci poctu kopii.
Diky tomu se vyznamné usnadiiuje proces vyberu nejvhodnéjSich bunéénych modelovych

systému pro experimentalni ucely [86].

1.4.1 RPMI-8226

RPMI-8226 je lidska B-lymfocytarni bunécna linie, ktera byla v roce 1966 izolovéana z periferni
krve 61let¢tho muze s mnohocetnym myelomem [87]. Je uchovavana v médiu RPMI 1640,
jehoz nazev je odvozen z anglického Roswell Park Memorial Insitute [88]. Toto médium je
vynikajicim bunéénym kultivaénim médiem pro lymfocyty, a to jak pro normalni, tak
neoplastické. Jedna se o solny roztok s pufrem tvofenym pievazné chloridem sodnym
a hydrogenfosforeCnanem draselnym. Obsahuje optimalni mnozstvi mineralii, aminokyselin,
vitamind a glukozy pro prosperovani savéich bunék [89]. Bunécna linie RPMI-8226 produkuje
lehké imunoglobulinové fetézce lambda [87]. Podle Atlasu lidskych proteinii (The Human

Protein Atlas) exprimuje enzym enoldza 1 (ENOI1), ale neexprimuje enzym karbonicka
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anhydraza (CA1) [90; 91]. Je vhodna pro vyzkum poruch imunitniho systému lymfocytarniho
puvodu [87].

1.4.2 HEL

Bunécna linie HEL je lidské erytroblastova bunécna linie izolovana v roce 1980 od 30letého
muze z Evropy s akutni erytroidni leukémii v relapsu (po 1é¢bé Hodgkinova lymfomu) [92].
Tyto buniky jsou schopné spontdnni i indukované syntézy globinu a byla u nich prokédzana
mutace JAK2V617F [93; 94]. Informace o expresi enzymil enoldza 1 (ENOI1) a karbonické
anhydraza 1 (CA1l) neni v Atlasu lidskych proteinti (The Human Protein Atlas) k dispozici [90;

91]. Je to bunéc¢na linie pouzivana v biomedicinském vyzkumu [92].

1.4.3 ANBL-6

ANBL-6 je lidskd myelomova bunécna linie, kterd byla izolovana z periferni krve 67leté zeny
s mnohocetnym myelomem [95]. Tato bunéénd linie je zavisla na IL-6, ktery je dulezitou
soucasti mikroprostredi kostni diené, kde podporuje riist nadoru [96]. Cytogenetické studie
navic potvrdily existenci dvou aneuploidnich karyotypil v této buné¢né linii a odhalily klonalni
vztah mezi témito karyotypy [97]. Je povaZovana za vysoce reprezentativni bunéény model
mnohocetného myelomu [95]. Informace o expresi enzymi enoldza 1 (ENO1) a karbonicka
anhydraza 1 (CA1) neni v Atlasu lidskych proteinti (The Human Protein Atlas) k dispozici [90;
91].

144 PC-3

PC-3 je lidska buné¢na linie, ktera byla izolovana post mortem z metastdz v kostni dieni
62let¢ho muze s karcinomem prostaty (jednalo se o Spatné diferencovany adenokarcinom) po
androgenni supresni terapii. V literatufe je popsano, Ze tyto builky rostou na mékkém agaru,
nereaguji na lébu androgeny a vykazuji nizkou aktivitu kysel¢ fosfatdzy
a testosteron-5-a-reduktazy [98]. Podle Atlasu lidskych proteind (The Human Protein Atlas)
tato bunécnd linie exprimuje enzym enoldza 1 (ENO1), ale neexprimuje enzym karbonicka

anhydraza (CAl) [90; 91]. Byla pouzita ke zkouméani antiproliferativnich uéinkti Ferulago
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Mughlea na nadorové bunky a U¢inkd palmitoylkarnitinu na genovou expresi a prozanétlivé

dréhy u karcinomu prostaty [99].

1.5 Metody pouzivané pro charakterizaci modelovych bunécnych linii

Primarni nadorové bunécné linie pochézeji zresekovanych tkani, které jsou pacientim
odebirany nejcastéji pii biopsiich a operacnich zdkrocich. Jsou pfedmétem intenzivniho
zkoumani, nebot’ maji znacny vyznam pro rozvoj onkologie. Po odebrani nadorové tkan¢ je
zapotiebi ji upravit tak, aby byla ziskdana bunétna suspenze. To se provadi nejcastéji
enzymatickym Stépenim (kolagenazou, dispdzou nebo Dndzou), chemickym Stépenim
(kyselinou ethylendiamintetraoctovou nebo kyselinou ethylenglykoltetraoctovou) ¢i
mechanickym rozrusenim tkdné. Builky ziskané ze vzorku tkané jsou kultivovany ve formé
monovrstvy €1 trojrozmérné bunééné kultury. Kazdé primarni nddorova bunééna linie musi byt
dostateén¢ charakterizovana — musi byt zndm jeji puvod, Cistota a vyznamné rysy. Pro
charakterizaci jsou pouzivany metody jako je imunohistochemie, imunocytochemie
a imunofluorescence, imunofenotypizace pomoci pritokové cytometrie, polymerazova
fetézova reakce v redlném case, karyotypizace, sekvenovani nové generace, Western blot,
dvourozmérnd gelova elektroforéza, dvourozmérnd diferencni gelova elektroforéza

a hmotnostni spektrometrie [83].

1.5.1 Imunohistochemie

Imunohistochemie je histologickd laboratorni metoda, kterou se ve vysSetfovaném vzorku tkané
prokazuje pfitomnost urcitych antigent pomoci specifickych protilatek. Jakmile se protilatky
navazou na antigen ve vzorku tkang, je tato vazba vizualizovana a lze preparat pozorovat pod
mikroskopem. V patologii mé tato metoda diagnosticky i prognosticky vyznam, a to zejména
u onkologickych onemocnéni [100]. Zna¢nou vyhodou imunohistochemie je, Ze na rozdil od
jinych metod umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu cilovych antigent in situ [101].
V ramci charakterizace bunéénych linii je jednou z nejrozsifenéjSich metod pro hodnoceni
vlastnosti bun¢k jako je napf. exprese hormondlnich receptorli (estrogenovych
a progesteronovych), receptoru epidermalniho riistového faktoru (EGFR, z angl. ,.Epidermal
Growth Factor Receptor®) u rakoviny prsu nebo charakteristickych znaku epitelidlnich bunék

u rakoviny vajec¢niki (EpCAM, CA125 a MOC-31) [83].
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Vzorek tkané se nejprve fixuje ve formalinu. Cilem fixace je zachovat strukturu bunék ve forme
co nejvice podobné in vivo stavu. Nasledné je tkan zalita parafinovym voskem, ¢imz vznikne
parafinovy blocek se vzorkem tkané€. Ten je poté roziezan mikrotomem na tenké platky, jez se
umisti do teplé vodni lazn¢ a pak jsou pfendseny na podlozni sklicka, na nichz je nanesené
tkanové lepidlo. B€hem fixace neni vyloucen vznik riznych ktizovych vazeb, proto je zddouci
tkanové tezy pied dalSim zpracovavanim oSetfit tak, aby se dosahlo optimalizace prezentace
antigentl. Jedna se o to, aby se co nejvice odkryly cilové epitopy a byly maximalné piistupné
primarni protilatce. Toho se dosdhne deparafinaci a rehydrataci fezi nasledovanou pouzitim
protedz ¢i mikrovinného zareni. Pfed ptfidanim primarni protilatky je nezbytné blokovat
nespecifické vazby, coz se provadi inkubaci v pufru obsahujicim blokujici ¢inidlo. Dal$im
krokem je jiz aplikovani specifick¢ primérni protilatky, ktera se vdze na cilové epitopy.
Nenavéazana protildtka je odstranéna oplachnutim sklicek v promyvacim roztoku. Metoda
detekce muze byt pfima, nepfimd, imunofluorescencni ¢i imunoenzymova. Zalezi na tom, jestli
je s fluorescenéni ¢i enzymovou znackou konjugovana primarni protilatka (pfima detekce) nebo
sekundéarni protilatka (nepiimd detekce). Po detekci se pfistupuje k barveni pozadi, které
usnadni orientaci v preparatu (viz Obrazek 17). Obarveny tkdnovy fez na podloznim skli¢ku se
piikryje krycim skli¢kem, které se upevni pryskyfici. Timto je vzorek pfipraven k analyze
svételnou, fluorescencni, pfipadné konfokalni mikroskopii [102]. Princip imunohistochemie je

graficky zndzornén na Obrazku 16.

Immunostaining
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Antigen

Obrazek 16 — Princip imunohistochemie [103]
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Obrazek 17 — Priklady imunohistochemickych nalezt u mnohocetného myelomu [104]

1.5.2 Imunocytochemie

Imunocytochemie je bé€znd laboratorni metoda, kterou se v bunikach prokazuje pfitomnost
urcitych antigenti pomoci specifickych protilatek. Je tedy zaloZena na stejném principu jako
imunohistochemie, piesto se vSak tyto dvé metody odliSuji. Rozdil mezi imunocytochemii
a imunohistochemii je ten, Ze vradmci imunohistochemie jsou zpracovavany vzorky
komplexnich tkanovych fezli, zatimco imunocytochemie je aplikovana na vzorky, z nichz byla
odstranéna vétSina extracelularni matrix — jedna se o vzorky sestavajici z bunék, které jiz byly

izolovany z tkané (viz Obrazek 18) [105].
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Obrazek 18 — Porovnani imunocytochemického a imunohistochemického preparatu [105]
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Vyuziva se kurceni homogenity a molekularniho profilu bunéénych linii a k odhaleni
subcelularni lokalizace konkrétnich antigent jako jsou napf. estrogenové a progesteronové
receptory a HER2 (receptor 2 lidského epidermalniho rastového faktoru, z angl. ,,Human
Epidermal Growth Factor Receptor-2*) v buné¢nych liniich rakoviny prsu a také k detekci
pfitomnosti keratintl, napf. keratinu 19, ktery je biomarkerem u mnoha nadorovych onemocnéni

vcetné rakoviny prsu [83].

1.5.3 Imunofluorescence

Imunofluorescence je bézna laboratorni metoda, kterd slouzi k detekci antigent v buitkach
1 vtkanich (pfimd imunofluorescence) a také cirkulujicich protilatek v séru (nepiima
imunofluorescence). Pii pfimé fluorescenci se konjugdt vaze piimo na antigen, zatimco
u nepiimé fluorescence se v prvnim kroku protilatka navaze na antigen a ve druhém kroku se
na tuto protilatku navaze konjugat (viz Obrazek 19). Konjugat je protilatka s navazanym
fluorescenénim barvivem (fluorochromem), nejcastéji fluorescein izothiokyanatem (FITC),
které emituje zelené svétlo. Vysledek se odecitd pod fluorescenénim mikroskopem

(viz Obrazek 20) [106].

Uplatiluje se zejména pii diagnostice autoimunitnich onemocnéni k prikazu specifickych
autoprotilatek a v ramci bunéénych linii se vyuziva k odhalovani cytoskeletarnich struktur jako

jsou filamenta, cytokeratiny a vimentin a pii detekci mykoplazmové kontaminace [83; 107].

Fluorophore / Enzyme

Fluorophore / Enzyme Secondary antibody

Primary antibody Primary antibody

Direct Indirect
immunofluorescence assay immunofluorescence assay

Obrazek 19 — Princip piimé a neptimé imunofluorescence [108]
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Obrazek 20 — Imunofluorescence u myelomovych bunék [109]

Modra fluorescence: myelomové buiiky; zelena fluorescence: BCMA antigen na myelomovych burnikach.

1.5.4 Imunofenotypizace pomoci pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie je metodou, kterd se v laboratofich pouZiva piedevSim ke stanoveni
zastoupeni riznych bunéénych subpopulaci v bunécné suspenzi (periferni krve, aspiratu kostni
difené¢, mozkomiSniho moku atd.) na zdkladé imunofenotypizace. Je zaloZzena na
imunofluorescenénim prikazu povrchovych, cytoplazmatickych nebo jadernych antigenti
pomoci monoklonélnich protiléatek, jeZ jsou typické pro urcitou bunécénou subpopulaci [110].
Nachazi uplatnéni pii diagnostice hematologickych a autoimunitnich onemocnéni, pii detekci
minimalniho rezidudlniho onemocnéni, potransplanta¢nich komplikaci a v rdmci problematiky
bunéénych linii napomahd pfi jejich kategorizaci na zdkladé pfitomnosti ¢1 nepfitomnosti
konkrétnich markert asociovanych s urcitym typem buné€k a definujicich ptivod izolovanych

bunck. Je velmi ptinosné také pro hodnoceni bunécné viability a apoptozy [83; 110].

Pritokovy cytometr se skladd ze tfi systémi — z fluidiky, optiky a elektroniky. Princip
priutokové cytometrie je znazornén na Obrazku 21. Kbunééné suspenzi se piidavaji
fluorescenéné zna¢ené monoklonalni protilatky cilené na povrchové nebo intracelularni znaky
analyzovanych bun¢k. Principem pritokové cytometrie je hydrodynamickd fokuzace, kdy je
bunécna suspenze unasena proudem nosné kapaliny a usmériiovéana tak, aby méticim bodem
pritokové cely prochazela v dany moment analyzy vzdy prave jedna butika. Pi priichodu timto

bodem jsou buiiky ozafovany laserovym paprskem, dochazi k odrazu svétla v piimém uhlu
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(FSC, ptimy rozptyl, z angl. ,,Forward Scatter*), k lomu svétla pod tthlem 90° (SSC, bo¢ni
rozptyl, z angl. ,,Side Scatter) a pokud jsou na buiikkdch navadzany fluorescencné znacené
protilatky, tak po excitaci fluorochromu 1 k emisi svétla o ptislusné vinové délce (viz Obrazek
21). Diky soustavé zrcadel a filtri, jimiz pritokovy cytometr disponuje, svétlo dopada na
detektory. Naméfena data jsou nésledné pocitacoveé zpracovana, pfi¢emz vystupem analyzy je
grafické zobrazeni naméfenych dat v podobé jednoparametrovych histogrami ¢i
dvouparametrovych dot ploth (viz Obrazek 22). Jsou ziskdvany informace o velikosti
a granularité bunék, Clenitosti bunééného jadra a imunofenotypu dané bunécné subpopulace

[110].

Sample
Stained cells in suspension

%

Sheath
fluid

Nozzle

Hydrodynamic
Focusing

Cells pass through
in ‘single file’

N

000 000’ RSP0

Fluorescence emitted
from stained cells
detected
1 .
HD Forward and side
' ! scattered light from
—~ all cells detected
Laser light O
source O

Obrazek 21 — Princip pratokové cytometrie [111]
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Obrazek 22 — Laboratorni vysledky potvrzujici diagnézu mnohocéetného myelomu [112]

(A), (B) myelomové buiiky v natéru kostni dien€, barveni Wright-Giemsa, zvétseni 1000x

(C) detekce myelomovych bunék CD138+, CD38+ a CD56+ pomoci pritokové cytometrie

(D) myelomové buiiky v biopsii kostni dien€, barveni hematoxylin-eosin, lamba, kappa, CD138,
zvétSeni 400x

(E) M-protein (typ IgG lambda) pozorovany pomoci metody imunofixace
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1.5.5 Reverzni transkriptiazova kvantitativni polymerazova retézova reakce

Reverzni transkriptdzova kvantitativni polymerazova fetézova reakce (RT-qPCR) je metoda
zalozena na klasické PCR reakci, ktera ovSem sleduje amplifikaci DNA v realném case.
Odehrava se totiz ve specidlnim cycleru, ktery zaznamendva mnozstvi DNA kontinudlné
v prubehu kazdého PCR cyklu. Templatem je izolovand DNA, ptipadné RNA, ktera vSak musi
byt podrobena reverzni transkripci, pii niz je z mRNA piepsana do cDNA. Na rozdil od klasické
PCR obsahuje reakéni smés pro real-time PCR reakci navic fluorescencni reportérové
molekuly, které¢ produkuji fluorescenéni signal, a na zakladé toho je umoznéno monitorovat
mnozstvi templatu v redlném Case, nebot” intenzita signalu roste se zvySujicim se mnozstvim

amplikonu [113]. Princip RT-qPCR je graficky zndzornén na Obrazku 23.

Pii charakterizaci bunéénych linii lze RT-qPCR pouzit pro zkoumani exprese markert
rakovinnych bunék, jimiz jsou napt. CD znaky CD24, CD44, CD133 a CD166. Tato metoda
také umozituje detekovat geny potfebné pro charakterizaci bunééné linie, napt. B2M a RPL29

v ptipad¢ bunééné linie karcinomu jazyka [83].

mRNA ) cDNA

RT Mix Master Mix with
Tag DNAP, dNTP and dye

—— [___GPCR 2

Obrazek 23 — Princip RT-qPCR [114]

1.5.6 Karyotypizace

Karyotypizace je zakladni cytogeneticka laboratorni metoda, kterd se zamétuje na zkoumani
chromozomového vybaveni buiiky (karyotypu) vcetné numerickych a strukturnich aberaci.
Nejprve jsou buniky namnozeny a nasledné je jejich d€leni zastaveno kolcemidem v metafdznim
stadiu. Poté jsou buiky pfevedeny do hypotonického roztoku, vzorek je fixovan, nakapan na
podlozni sklo, vysusen, obarven a hodnocen v optickém mikroskopu (viz Obrazek 24) [115].

Karyotypizace nachdzi uplatnéni nejen v ramci genetickych vySetfeni, kde je cilem vyloucit

53



pravé numerické ¢i strukturni chromozomadlni aberace (viz Obrazek 25), ale také pii

charakterizaci bunéénych linii [83].
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Obrazek 24 — Princip karyotypizace [116]
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Obrazek 25 — Karyotyp pacienta s doutnajicim myelomem (G-pruhovani) [117]
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1.5.7 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani neboli ¢teni DNA, je urCovani potadi nukleotidii v molekule deoxyribonukleové
kyseliny. Sekvenovani nové generace je pak oznaCeni pro metody, které umoznuji rychlé
sekvenovani velkého mnozstvi vzorkll najednou, a to diky paralelizaci. Tyto metody jsou totiz
zalozeny na masivnim paralelnim sekvenovani mnoha fragmenti DNA. Je potieba pfipravit
tzv. sekvenacni knihovnu, coz zahrnuje izolaci DNA ze vzorku nebo ptipadné piepis RNA do
cDNA, fragmentaci DNA, navazani adaptorti na koncové fragmenty DNA, amplifikaci a fixaci.
V dalsim kroku probiha samotnd sekvenace, kdy jsou k fragmentim DNA pfipojovany
jednotlivé nukleotidy na zéklad¢ komplementarity, pfi¢emz dochézi k vysilani odpovidajiciho
signalu, jenz je zachycen detektorem. Poslednim krokem je bioinformatické analyza ziskanych
sekvenci jednotlivych fragmentid [118]. Princip sekvenovani nové generace je graficky

znazornén na Obrazku 26.
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Obrazek 26 — Princip sekvenovani nové generace [119]
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1.5.8 Waestern blot

Western blot je metoda bézné pouzivana v ramci identifikace proteinli. Nejprve se smés
proteinti separuje elektroforeticky a nasledn¢ jsou proteiny pieneseny (pfeblotovany) z gelu na
nitrocelul6zovou membranu, kterd byva inkubovana se specifickymi protilatkami. Blotovaci
zatizeni se skldda z anody (spodni dil) a katody (horni dil). Na anodu se jako prvni polozi tlusty
filtratni papir namoceny v transferovém pufru, nasledné¢ se na n¢j polozi nitrocelul6zova
membrana, poté gel a posledni vrstvou je opét tlusty filtraéni papir. Na tento vznikly ,,sendvic*
se vlozi katoda a zaklapne se viko blotovaciho zafizeni (viz Obrazek 27). Zaporné nabité
proteiny jsou béhem blotovani vlivem pisobeni elektrického pole ptitahovany ke kladné anodé,
a pfenesou se tak z gelu na membranu [120]. Princip separace a imunodetekce proteintl, jejiz

soucasti je pravé Western blot, je graficky znazornén na Obrazku 28.
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Obrazek 27 — Usporadani vrstev pfi pfenosu z gelu na membranu — metoda Western blot [121]
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Obrazek 28 — Princip separace a imunodetekce proteind [120]
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1.5.9 Dvourozmérna gelova elektroforéza

Dvourozmérna gelova elektroforéza je metoda, ktera slouzi k separaci proteinti ve dvou
rozmérech. Prvnim rozmérem je izoelektrickd fokuzace, kdy se proteiny rozdé€li podle svych
izoelektrickych bodt (pI), coz je hodnota pH, pii niz jsou molekuly elektroneutralni.
Separacnim médiem je gel s gradientem pH. Nabité proteiny tak putuji gradientem a v miste,
které¢ odpovida jejich pl, se zastavi. Druhym rozmérem je elektroforetickd separace
v polyakrylamidovém gelu, pii niz se proteiny rozd¢li podle svych molekulovych hmotnosti ve
sméru kolmém k prvnimu rozméru. Nésledné jsou proteiny detekovany barvenim Coomassie
Blue nebo stiibrem, fluorescencné ¢i autoradiograficky. Vybrané proteinové spoty je v zavéru
mozné zgelu vyfiznout a proteiny v nich obsazené identifikovat pomoci hmotnostni
spektrometrie [122]. Princip dvourozmérné gelové elektroforézy je graficky znazornén na

Obrazku 29.
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Obrazek 29 — Princip dvourozmérné gelové elektroforézy [123]
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1.5.10 Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza

Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza (2D-DIGE) je moderni modifikace
dvourozmérné gelové elektroforézy, pii niz jsou proteinové vzorky pifed samotnym
elektroforetickym délenim oznaceny fluorescencnimi barvivy. Diky tomu je mozné nanéset na
jeden strip s imobilizovanym pH gradientem rizné vzorky znacené odlisnymi fluorescen¢nimi
barvivy a smésny vzorek, ktery vznika smichanim vSech vzorkd, s nimiz se v daném
experimentu pracuje, a slouzi jako interni standard. U klasické dvourozmérné elektroforézy je
hlavnim problémem reprodukovatelnost dvourozmérnych geli. Tento problém je
u dvourozmérné diferen¢ni gelové elektroforézy zna¢né€ eliminovan, a to prave diky internimu
standardu. Vyhodou dvourozmérné diferencni gelové elektroforézy ve srovnani s klasickou
dvourozmérnou gelovou elektroforézou je tedy moznost kvantitativniho porovnavani dvou
vzorkll v jednom gelu soucasné a pouziti interniho standardu, ktery minimalizuje problém
s opakovatelnosti elektroforetické analyzy. Vybrané proteinové spoty je v zavéru mozné, stejné
jako u klasické dvourozmérné gelové elektroforézy, z gelu vytfiznout a proteiny v nich obsazené
identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie [124]. Princip dvourozmérné diferen¢ni gelové

elektroforézy je graficky znazornén na Obrazku 30.
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Obrazek 30 — Princip dvourozmérné diferencni gelové elektroforézy [125]
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1.5.11 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, jejimz principem je ionizace molekul, rozliSeni
vzniklych iontl podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a zaznamenani relativnich intenzit
jednotlivych iontl. Hmotnostni spektrometr se sklada ze ti1 hlavnich ¢asti — z iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji se analyty vhodnymi ioniza¢nimi
technikami pfevad¢ji na ionty. lonizace biologickych makromolekularnich latek se provadi tzv.
mékkymi ioniza¢nimi technikami, jimiz jsou obvykle ionizace pomoci laseru za iCasti matrice
(MALDI, z angl. ,Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation), ionizace elektrosprejem
(ESI, zangl. ,Electrospray Ionization®) nebo ionizace nanosprejem (nanoESI). Mékké
ionizaéni techniky totiz nezptsobuji fragmentaci latek. lonty pak putuji dale do hmotnostniho
analyzatoru, kde jsou separovany podle m/z. Separované ionty dopadaji na detektor, ktery je
poslednim prvkem hmotnostniho spektrometru, jenz zaznamenéava pocet ionti pro jednotlivé
m/z hodnoty. Vysledkem méfeni je hmotnostni spektrum, coz je graf zavislosti intenzity ionti

na jejich m/z [126]. Princip hmotnostni spektrometrie je graficky zndzornén na Obrazku 31.

V dnesni dob¢ je hmotnostni spektrometrie jednim z hlavnich néstroji biologického vyzkumu
a jednou znejpouzivanéjSich metod v proteomice, nebot byva detekéni koncovkou
proteomickych postupii. Vyuziva se k identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteini, ke
kontrole kvality rekombinantnich proteinti, hledani biomarkerti pro dand onemocnéni a také

k charakterizaci posttransla¢nich modifikaci [126].

Laser

_ 1. lonizace molekul

pomoci laseru

4@ >~ _$ | ¥ 7 m/z

Intenzita

Akceleracni
potencial »  Detektor
2. Urychleni 3. Pohyb iontd nulovym elektrickym
iontd pomoci polem dolil po délce MS pristroje k
akceleracniho detektoru, ktery méfi TOF
potencialu

Obriazek 31 — Princip hmotnostni spektrometrie typu MALDI-TOF [127]
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2 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo provést:

1) porovnani dvou zptsobti imunodetekce;
2) komparativni proteomovou analyzu vybranych nddorovych bunécnych linii;
3) imunoproteomické profilovani vzorkt lidskych sér pacientl s diagndézou mnohocetny

myelom, které jim byly odebrany v pfedem stanovenych intervalech.

Pozornost byla cilena zejména na klinicky vyznamné proteiny a potencidlni nddorové

biomarkery, konkrétné na enzymy enolaza (ENO1) a karbonicka anhydraza (CAl).

StéZejni metodou pro veskeré experimenty byla sérologicka proteomova analyza (SERPA),

ktera je kombinaci elektroforetickych technik, Western blotu a imunochemické detekce.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam laboratorniho vybaveni

e analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)

e aparatura pro blotovaci ptenos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, CA, USA)

e aparatura pro diskontinudlni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, CA, USA)

e automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Beckman Coulter Multisizer™ 4e Coulter Counter (Beckman Coulter, Indianapolis, USA)

e blotovaci nitrocelul6zova membrana (NC) Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2 pm
(Bio-Rad, CA, USA)

e centrifugacni zatizeni MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko)

e destilacni zafizeni pro upravu Cistoty vody (zasobnik s redestilovanou vodou) Halios 40
Type 1 (Neptec, Elbtal, Némecko)

e gelové stripy s imobilizovanym gradientem pH Immobiline™ DryStrip pH 3—10 NL, 7 cm
(GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

e kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-Rad, Praha, CR)

e laboratorni tfepacky: multifunkéni Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, Lotyssko),
Vortex mixer Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy), Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA,
Riga, LotySsko)

e magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, LotySsko)

e mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

e promyvaci stanice FlexiWash FW400 (Cellagen Technology, Praha, CR)

e predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e skla Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 1,0 mm Integrated Spacers (Bio-Rad, Praha,
CR)

e svatecka folii Freshie 1762 a plastové folie (Eta, Praha, CR)

e Spicky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)

e ultrazvukovy procesor UP100H (Hielscher, Berlin, Némecko)

e zafizeni pro izoelektrickou fokuzaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, CA, USA)
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zdroj napéti Power-Pac 200 (Bio-Rad, CA, USA)

zkumavky centrifugacni, typ Falcon, 15 ml a 50 ml (Verkon, Praha)

zobrazovaci systém G:BOX Chemi XX6 (CCD kamera s GeneSys a GeneTools softwary)
(Syngene, USA)

zobrazovaci systém ChemiDoc™ XRS+ (CCD kamera s ImageLab softwarem), (Bio-Rad,
CA, USA)
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3.2 Seznam chemikalii

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat — CHAPS (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA)

e agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

e bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

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

e citronan sodny (Penta, Chrudim, CR)

e Coomassie Blue G-250 Stain (Bio-Rad, CA, USA)

e (istici roztok Coulter CLENZ Cleaning Agent (Beckman Coulter, SA, Svédsko)

e destilovana voda, redestilovana voda

e DeStreak Reagent, hydroxyethyl disulfid (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)

e dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e dithiothreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e dodecylsulfat sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)

e DPBS, Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e dusi¢nan st¥{brny (Sigma-Aldrich, Chrudim, CR)

e cthanol (Penta, Chrudim, CR)

e fenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e glycerol (Penta, Chrudim, CR)

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

e hexakyanoZelezitan tridraselny (Penta, Chrudim CR)

¢ hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrét (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

e chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)

e chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e inaktivatni médium (80% RPMI 1640, 20% FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e jodacetamid, [AA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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kultiva¢ni médium pro RPMI-8226 (90% RPMI 1640, 10% FBS, 2mM glutamin, penicilin
50 ul/ml, streptamycin 50 pl/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

kultiva¢ni médium pro PC-3 (90% RPMI 1640, 10% FBS, penicilin 50 pl/ml, streptamycin
50 pl/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

kyselina citronové bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

methanol (Penta, Chrudim, CR)

mineralni olej (Bio-Rad, CA, USA)

modovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin, TEMED (Bio-Rad, CA, USA)
N,N’-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

peroxid vodiku (Penta, Chrudim, CR)

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

peroxodisiran amonny, APS (Penta, Chrudim, CR)

protilatka anti-CA1 (ptivod krali¢i, TA326896, OriGene)

protilatka anti-ENOI1 (ptivod kralici, 80578-T52, Sino Biological)

protilatka anti-human IgG (WM, HRP, ptivod kozi, A8667, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

protilatka anti-rabbit I[gG (WM, HRP, piivod kozi, A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

siran Zeleznaty heptahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

smés amfolytd Pharmalyte pH 3—10 pro IEF (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)

smés amfolytii Pharmalyte pH 8—10,5 pro IEF (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)

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

substrat Clarity Western ECL (Enhanced Chemiluminescence, luminol, peroxid vodiku,
Bio-Rad, CA, USA)

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

thiosulfat sodny (Sigma, St. Luis, MO, USA)
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e Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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3.3 Seznam biologického materialu

3.3.1 Nadorové bunécné linie

e ANBL-6 (sbirka Biomedicinského centra Slovenské akademie véd)

e HEL (Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH)

e PC-3 (sbirka Biomedicinského centra Slovenské akademie véd)

e RPMI-8226 (Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH)

3.3.2 Vzorky pacientskych sér

e sérum pacientky s mnohocetnym myelomem s velmi silnou a specifickou imunoreaktivitou
(Klinika hematologie a transfuzioldgie LF UK, SZU a UNB)

e séra dobrovolnych darcii bez nddorového a autoimunitniho onemocnéni (Katedra
biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice)

e séra pacientll s mnohocetnym myelomem (Biobanka Kliniky hematoonkologie Fakultni

nemocnice v Ostrave)
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3.4 Sérologicka proteomova analyza (SERPA)

3.4.1 Priprava suché pelety bunék

Pristroje a pomiicky:

e analyzator, centrifuga, pipety, zkumavky, kultiva¢ni lahvicka

Reagencie a roztoky:

e inaktivaéni médium, kultivaéni médium, DPBS

Biologicky material:

e nadorova bunécna linie

Pracovni postup:

Do ptipravené zkumavky se napipetuji 3 ml inaktivaéniho média. Z tekutého dusiku se vyndaji
buiiky, rozmrazi se ve vodni lazni a okamZzité se pipetou ptenesou do zkumavky s inaktiva¢nim
médiem. Nasleduje odstredéni pii 1500 otackach/5 min, pak se odebere supernatant a vznikla
peleta se resuspenduje v 1 ml kultivacniho média. VSe se pfenese do kultivacni lahvicky, do

které se napipetuje 9 ml kultivaéniho média. Kultivace probiha 4 dny.

Po 4 dnech se do ptfipravené zkumavky odebere veskeré médium a 3 ml DPBS se oplachne dno
kultivacni lahvicky, aby se z né&j uvolnily ptisedlé bunky, které se ptidaji se do pfipravené
zkumavky. Opét se odstfed’uje pii 1500 otdckach/5 min. Po odstfedéni se supernatant odstrani,
k peleté se napipetuje 5 ml DPBS a resuspenduje se. Poté se odebere 100 pl a buniky se spocitaji
na analyzatoru. Do kryozkumavky se pienese 5 x 10°bunék (véetné DPBS). Obsah zkumavky
se opét odstredi, DPBS se odpipetuje do odpadu a ziskd se peleta bunék. Ta se na zaver 3x

ponoii do tekutého dusiku a uchovava se v —80 °C.

3.4.2 Priprava bunécného lyzatu

Pristroje a pomiicky:

e analytické vahy, vortex, sonikator, minicentrifuga, pipety, zkumavky
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Reagencie a roztoky:

e lyzacni roztok (7M mocovina, 2M thiomocovina, 4% CHAPS, 1% DTT, 0,2% Pharmalyte
3—-10, ImM PMSF)

Biologicky material:

e suchd peleta bungk (5 x 10° bunék, uskladnéno v kryozkumavce v —80 °C)

Pracovni postup:

Prvnim krokem je ptiprava smési, kterd nasledné slouzi k ptipravé kompletniho lyzac¢niho
roztoku. 5 ml této smési se sklada z 2,1 g mocoviny, 0,76 g thiomocoviny a 0,2 g CHAPS. Po
ptipravé jsou ud€lany alikvoty a skladovény v —20 °C. Ptfed pfipravou bunécného lyzatu se
alikvot rozmrazi a dikladné zvortexuje. Do zkumavky se navazi 0,004 g DTT, k némuz se
napipetuje 400 pl rozmrazené smési. Po rozpusténi DTT ve smési se pfida 8 ul Pharmalyte

3—10 a 4 pl PMSF. Timto je lyza¢ni roztok kompletni a je jiz ptipraven k pouZiti.

400 pl kompletniho lyza¢niho roztoku se napipetuje do kryozkumavky se suchou peletou
bunék. Pipetou se vse peclivé promicha a poté se veskery obsah kryozkumavky ptenese do nové
zkumavky. Nasleduje sonikace, jejimzZ cilem je rozruSeni bunék pomoci ultrazvuku a uvolnéni
intracelularniho obsahu do roztoku. Pfed i po sonikaci se jehla sonikatoru omyva vodou
a vzapéti ethanolem. Samotna sonikace probihd za téchto podminek: ¢as 17 s, amplituda 80 %,
cyklus 1. Po sonikaci se zkumavka se vzorkem centrifuguje 10 min pii 12 300 rpm. Ziskany
bunécny lyzat v podob¢ supernatantu se odpipetuje do nové zkumavky a plivodni zkumavka se
zbylou peletou se zlikviduje. Bunéény lyzat je moZné ihned pouzit k rehydrataci gelovych

stripd, pripadné uchovat v —20 °C pro pozdéjsi pouziti.

3.4.3 Rehydratace gelovych stript

Pristroje a pomiicky:

gelové stripy (Immobilline DryStrip, pH 3—10 NL, 7 cm), plastova kazetka, pinzety, stanice
PROTEAN® IEF Cell

Reagencie a roztoky:

e rehydrataéni roztok (6M mocCovina, 2M thiomocCovina, 4% CHAPS, 40mM Tris,

1,2% DeStreak, 1% bromfenolova modr)
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e Pharmalyte 3—10
e Pharmalyte 8—10,5

e mineralni olej

Biologicky material:

e Dbunécny lyzat

Pracovni postup:

Na ptipravu 5 ml rehydrata¢niho roztoku, ktery se nasledné uchovava v alikvotech v —20 °C,
je potieba 1,8 g moc€oviny, 0,76 g thiomocoviny, 0,2 g CHAPS, 0,024 g TRIS, 60 pl DeStreak
a 10 pl bromfenolové modii. Do zkumavky se pfipravi smésny roztok dle Tabulky 5, jehoz

objem se odviji od poctu stripd.

Tabulka 5 — Ptiprava smésného roztoku na rehydrataci

Reagencie MnoZstvi na 1 strip

Rehydratacni roztok | 80 pl

Bunécény lyzat 60 ul

Pharmalyte 3—10 1,3 ul

Pharmalyte 8—10,5 0,65 ul

Smésny roztok se napipetuje do jamek kazetky urcené pro gelové stripy (120 ul smésného
roztoku/1 jamka). Z gelovych stripii se pomoci pinzety odstrani ochranna folie a stripy se
vkladaji gelovou stranou smérem dolti do jamek se smésnym roztokem. Poté se gelové stripy
pfevrstvi 1 ml mineradlniho oleje. Je potieba zkontrolovat, zda se pod gelovymi stripy
nevyskytuji vzduchové bubliny. V pfipadé, Ze ano, je nezbytné je odstranit opatrnym
poklepanim pinzetou na horni stranu stripu. Takto pfipravend kazetka s gelovymi stripy se
umisti do pfistroje PROTEAN® IEF Cell, na némzZ se nastavi: Rehydratation — Passive
(20 °C, bez proudu) — START. Rehydratace gelovych stripti probiha 16—18 hodin, zahajuje se
proto kolem 15. hodiny odpoledne, probihd pfes noc a nasledujici den rano se pokracuje

v izoelektrické fokuzaci.
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3.4.4 Izoelektricka fokuzace

Pristroje a pomiicky:

gelové stripy (Immobilline DryStrip, pH 3—10 NL, 7 cm), kazetka pro IEF, papirové prouzky
pro IEF, stanice PROTEAN® IEF Cell, pinzety

Reagencie a roztoky:

e destilovana voda

e mineralni olej

Pracovni postup:

Papirové prouzky pro IEF se navlh¢i v destilované vodé a polozi se na dratky elektrod v kazetce
pro IEF. Stripy po rehydrataci se oplachnou destilovanou vodou a opatrné se osusi filtracnim
papirem tak, aby gelova strana zlistala nedotcend. Poté se stripy vkladaji gelem smérem dolt
do kazetky pro IEF na elektrody s papirovymi prouzky. Na zavér se pievrstvi mineralnim
olejem (1 ml/1 jamka) a provede se kontrola, ze pod stripy nejsou vzduchové bubliny. Kazetka
se uzavie vikem a umisti se do stanice PROTEAN® IEF Cell, kde se nastavi: Stored method

— 3—10 rychle — Run — pocet stripi — 75 pA/gel — START.

Proces IEF probiha cca 7,5—8 h, pfi¢emZ po 7,5 h je nutné hlidat celkové Vh a pti hodnotach
9 000 az 10 000 Vh stanici vypnout a IEF ukoncit. Znamkou spravné prob¢hlé 1EF je Zluté
zbarveni koncu stript. Stripy se oplachnou destilovanou vodou, opatrng, ale dikladné se osusi
filtraénim papirem a vloZi se (po 4 ks) do Cisté bilé kazetky. Kazetka se stripy se popiSe, zabali

do f6lie a uchovava se v —20 °C.

3.4.5 Dvourozmérna gelova elektroforéza

Pristroje a pomiicky:
I mm skla, 1 mm hiebinky pro 2D ELFO, stojanky na skla, aparatura pro ptipravu geld,

parafilm, pipety, zkumavky, aparatura pro ELFO, gelové stripy po IEF, pinzety, niizky, kovova
Spachtle

Reagencie a roztoky:

e (destilovana voda
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e roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)

e roztok B (1,5M Tris-HCI pH = 8,8)

e roztok C (1,0M Tris-HCI pH = 6,8)

e roztok D (10% roztok dodecylsiranu sodného)

e roztok E (10% roztok persiranu amonného)

e TEMED

e ckvilibracni roztok (6M mocovina, 30% glycerol, 0,07M SDS, 1,5M Tris-HCI pH = 8,8)
e 1% DTT (s ekvilibra¢nim roztokem)

o 4% IAA (s ekvilibracnim roztokem)

e 0,5% agaroza

e clektrodovy pufr (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS, pH = 8,3—8,6)

e standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein Dual Color Standards

Pracovni postup:

Prvnim krokem je pfiprava roztokt, z nichz se ptipravuji gely na elektroforézu (viz Tabulka 6).
Roztoky A, B, C a D se uchovavaji v lednici, roztok E zamrazeny v alikvotech v —20 °C. Pied

pfipravou geli je nutné vSechny roztoky vytemperovat na laboratorni teplotu.

Tabulka 6 — Piiprava roztokl na gely

11,68 g akrylamid, 0,32 g bisakrylamid, 12 ml dH,O; 30 min na tfepacce, nabobtna;
doplnit dH>O do 40 ml

Roztok B 7,26 g Tris; doplnit dH>O do 40 ml, upravit pH pomoci 6M HClI na 8,8

Roztok A

Roztok C 4,84 g Tris; doplnit dH>O do 40 ml, upravit pH pomoci 6M HCl na 6,8

Roztok D 1 g SDS; doplnit dH,O do 10 ml

Roztok E 0,5 g APS; doplnit dH,O do 5 ml

Po sestaveni aparatury pro pfipravu gelti se jiz pfipravuji samotné gely podle Tabulky 7.
Nejprve se pripravi 12% délici gel, ktery se po naneseni mezi skla prevrstvi butanolem
a nechava se 30—40 min polymerovat. Poté se butanol odsaje filtracnim papirem a mezi skla se
aZz po horni okraj pipetuje zaostfovaci gel, do néhoZ se vklada hiebinek a nechdva se
polymerovat 15—20 min. Pfipravené gely se pouzivaji ihned, pfipadné je mozné je zabalit do

mokrych papirovych utérek a folie a uchovat v lednici do pfiste.
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Tabulka 7 — Pfiprava smésného roztoku na gely

Reagencie (ljl‘:f)ogftl‘i,?ngaelz i) Zaostrovaci gel
Destilovana voda 3,36 ml 2,1 ml

Roztok A 4 ml 0,5 ml

Roztok B 2,5 ml -

Roztok C - 0,375 ml
Roztok D 0,1 ml 0,03 ml

Roztok E 0,1 ml 0,03 ml
TEMED 0,004 ml 0,003 ml

Pied samotnou ELFO je nezbytné provést ekvilibraci gelovych stripii, k cemuz je potieba
pfipravit ekvilibracni roztok (18 g mocoviny, 1 g SDS, 15 ml glycerolu, 1,67 ml roztoku B;
doplnit dH>O do 50 ml). Déle se do jedné zkumavky navazi 0,1 g DTT, do druhé 0,4 g IAA
a ob¢ zkumavky se doplni do 10 ml ekvilibracnim roztokem. Je potieba pfipravit také 2 1
elektrodového pufru (3,03 g Tris-HCI, 10 g SDS, 144 g glycinu; doplnit dH2O do 1 1). Stripy
po IEF se nechaji rozmrazit. Do Cisté bilé kazetky se napipetuje 1,5 ml roztoku DTT/jamka/strip
a nasledné se do jamek s roztokem DTT pinzetou vkladaji stripy gelovou stranou smérem dold.
Inkubace probiha 15 min na tfepacce. Poté je do dalSich jamek napipetovano 1,5 ml roztoku
IAA/jamka/strip, stripy jsou oplachnuty dH20, osuSeny filtraénim papirem a vkladany do jamek
s roztokem [AA. Inkubace probiha 15 min na tfepacce a desticka se piikryva alobalem. Zatimco
probihd inkubace, ptipravuje se elektroforetickd vana, do niZ se umisti gely, jamky se promyji
elektrodovym pufrem a vysusi se filtraCnim papirem. Je potieba také rozehiat agarézu. Po
inkubaci s IAA jsou stripy opé€t oplachnuty dH>O a ponoteny do jamek s elektrodovym pufrem.
Konce gelovych stript se zastfihnou nizkami v misté, kde kon¢i gel, a pinzetou se vkladaji na
gely pfipravené v elektroforetické vané, pfi¢emz jsou orientovany tak, Ze + konec stripu je vzdy
u jamky na marker a gelova strana stripu smétuje ke kratSimu sklu. Poté jsou gelové stripy
ptrevrstveny 250 ul rozehtaté 0,5% agar6zy. Ta béhem chvile ztuhne a elektrodova vana se po
rysku naplni elektrodovym pufrem. Do jamky na marker se napipetuji 4 pl standardu
molekulovych hmotnosti. Elektroforetickd vana se uzavie vikem a piipoji se ke zdroji napéti,
na némz se nastavi: 0,03 A/1 gel, 60 V, 5 min — RUN. Po 5 min se napéti nastavi na 180 V
a ¢as na 50 min. Po uplynuti této doby se elektroforeticka separace kontroluje a ukoncuje se ve

chvili, kdy elektroforetické celo t¢éméi dosahne konce gelu.
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3.4.6 Semi-dry Western blot

Pristroje a pomiicky:
blotovaci zafizeni, nitrocelulézovda membrana, gely po ELFO, tlusty filtracni papir, Petriho

misky, pinzety, Spachtle

Reagencie a roztoky:

e transferovy pufr (25mM Tris, 192mM glycin, 20% methanol)

e destilovana voda

Pracovni postup:

Je potieba pripravit 1 I transferového pufru (3,03 g Tris, 14,4 g glycin, 200 ml methanol; doplnit
dH>O do 1 1). Nitrocelul6zova membrana se nasttihd podle Sablony a tuzkou se v rohu popise.
Nasledné se membrany a tlusté filtrani papiry zaliji transferovym pufrem. Jakmile se ukonci
elektroforéza, skla se odd€li pomoci Spachtle a gely se pfenesou do Petriho misek
s transferovym pufrem. Tlusty filtracni papir se pfilozi na spodni elektrodu v blotovacim
zafizeni, na n¢j se pinzetou pokladaji nitrocelul6zové membrany a nasledné gely. Posledni
vrstvou je opét tlusty filtracni papir. VSe se pfiklopi horni elektrodou, blotovaci zafizeni se
uzavie vikem a ptipoji se ke zdroji, na némz se nastavi: 0,3 A/1 gel, 12 V, 70 min. Po ukonceni
blotovani se gely 1 membrany pifendaji do Petritho misek s destilovanou vodou, v niz se
promyvaji 3 x 5 min. Nésleduje kontrola uspéSnosti pienosu proteintt z gelu na

nitrocelul6zovou membranu barvenim.

3.4.7 Barveni proteinii na nitrocelul6zové membrané

Pristroje a pomiicky:

nitrocelul6zové membrany po Western blotu, Petriho misky, pinzety

Reagencie a roztoky:

e destilovana voda
e barvici roztok (0,2% AgNOs3, 0,8% FeSOa, 2% citrat sodny)

e odbarvovaci roztok (50mM thiosulfat sodny, 15mM hexakyanoZelezitan draselny)
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Pracovni postup:

Je zapotiebi ptipravit barvici roztok (0,17 g AgNOs3, 0,8 g FeSOs, 2 g citrat sodny; doplnit do
100 ml destilovanou vodou) a odbarvovaci roztok (1,24 g thiosulfat sodny, 0,494 g
hexakyanozelezitan draselny; doplnit do 100 ml destilovanou vodou). Membrany se s barvicim
roztokem inkubuji 6 min v Petriho miskach na tfepacce, ¢imz dojde ke zviditelnéni proteomové
mapy. Poté se membrany se promyvaji destilovanou vodou tak dlouho, dokud voda neni ¢ista.
Membrany se vyfoti pomoci G:BOX stanice v programu GeneSys. Po foceni se odbarvuji
odbarvovacim roztokem a nésledné¢ se opét nékolikrat promyvaji destilovanou vodou.

Nasleduje dalsi krok celého procesu, a tim je imunodetekce.

3.4.8 Barveni proteinii na gelu

Pristroje a pomiicky:

gely po Western blotu, Petriho misky, pinzety

Reagencie a roztoky:

e destilovand voda
e fixacni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol, 10% glutaraldehyd)

e (Coomassie Blue

Pracovni postup:

Gely se nejprve pievrstvi fixacnim roztokem, v némzZ se ponechavaji 15 min. Nasledné se
inkubuji 15 min s barvicim roztokem Coomassie Blue. Poté se membrany promyvaji
destilovanou vodou tak dlouho, dokud voda neni ¢ista. Gely se vyfoti pomoci G:BOX stanice
v programu GeneSys. Po foceni gely jiz nejsou v dal§im postupu potieba a mohou se

zlikvidovat.
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3.4.9 Imunodetekce reaktivnich proteinovych spoti

1) Automatizovana imunodetekce na promyvaci stanici FlexiWash FW400

Pristroje a pomiicky:
e promyvaci stanice FlexiWash FW400, plastové misky, pinzety, nitrocelul6zové membrany

S pl’OtCOI’l’lOVOll mapou

Reagencie a roztoky:

e PBS-T pufr (137mM NacCl, 2,7mM KCl, 1,47mM KH,PO4, 8,1mM Na HPO4 x 12H,0,
25% Tween 20)

e 5% odtucnéné susené mlé¢ko

e konjugat (anti-human IgG, anti-rabbit IgG; fedéni 1 : 5000)

e chemiluminiscenéni substrat Clarity Western ECL

e roztoky pro promyvaci stanici FlexiWash FW400: redestilovand voda, PBS-T pufr,
20% ethanol, 8% peroxid vodiku, €istici roztok Coulter CLENZ Cleaning Agent

Biologicky material:

e pacientské sérum (fedéni 1 : 500; siln€¢ imunoreaktivni sérum fedéni 1 : 1500)

Pracovni postup:

Je potteba ptipravit 3 1 PBS-T pufru (na 1 1: 8g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4, 2,9 g Na,HPO4
x 12 H20, 5 ml 25% Tween 20; doplnit dH20 do 1 1) a blokovaci roztok (15 g odtu¢néného
suSené¢ho mléka rozpusténého v 300 ml PBS-T pufru). Promyvaci stanice se promyje Cisticim
roztokem, nasledné n€kolikrat redestilovanou vodou a na zavér PBS-T pufrem. Membrany se
pinzetou pfendaji do plastovych misek a 2x se promyji PBS-T pufrem. Do kadinek se nalije
promyvaci roztok (PBS-T pufr), blokovaci roztok (mléko) a do zkumavek se nachystd
sekundarni protilatka (50 ml mléka s konjugatem v mnozstvi dle pozadovaného fedéni)
a primarni protilatka (12 ml mléka s pacientskym sérem ¢i s komeréni protilatkou v mnozstvi
dle pozadovaného fedéni). Do vSech nddob se ponofi jednotlivé hadicky promyvaci stanice,
zvoli se nastaveny program a stanice se spusti. Proces imunodetekce timto zpiisobem trva témér
18 hodin, stanice se proto spousti v odpolednich hodinach, aby se v praci mohlo pokracovat

dal$i den rano.
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Tabulka 8 — Nastaveni promyvaci stanice FlexiWash

Reagencie Obj eilr: dﬁgﬁ )jle((ll:l(;ﬂi"é Inku([:l?iénl;i S Pocet opakovani
A (blokovaci roztok) 10 60 I
A (blokovaci roztok) 1 1 1x
B (mléko s primarni protilatkou) 10 480 1x
W (PBS-T putfr) 10 5 4x
C (mléko se sekundarni protilatkou) 10 60 I
W (PBS-T putfr) 10 50 9x

Naésledujici den po ukonceni prace na promyvaci stanici je nezbytné provést jeji udrzbu, a to
promytim redestilovanou vodou a na zavér ethanolem. S membranami se pokracuje
chemiluminiscen¢ni detekci s ECL substratem. Roztok ECL substratu se ptipravuje tak, ze se
v poméru 1 : 1 smicha luminol a peroxid vodiku (jsou potieba 2 ml ECL substratu/1 membrana).
Zkumavka s pfipravenym roztokem ECL substrdtu by méla byt zabalend v alobalu
a v laboratofi by se po dobu manipulace s nim mélo udrzovat pfitmi. Membréana se s ECL
substratem inkubuje 30 s, poté se foti ve stanici G:BOX a spousti se program GeneSys, v némz
se zvoli pfednastavena chemiluminiscen¢ni detekce. Vyhodnoceni nafocenych snimkt se poté

provadi v programu GeneTools.

2) Manualni imunodetekce

Piistroje a pomiicky:

e plastové misky, pinzety, nitrocelul6zové membrany s proteomovou mapou, svarecka folii,

folie

Reagencie a roztoky:

e PBS-T pufr (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 1,47mM KH>PO4, 8,1mM Na,HPO4 x 12 H>O,
25% Tween 20)

* 5% odtucnéné susené mleko

e konjugat (anti-human IgG, anti-rabbit IgG; fedéni 1 : 5000)

e komercni primarni protilatky (anti-ENO1, anti-CA1; fedéni 1 : 1000)

e chemiluminiscenéni substrat Clarity Western ECL
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Biologicky material:

e pacientské sérum (fedéni 1 : 500; siln€¢ imunoreaktivni sérum fedéni 1 : 1500)

Pracovni postup:

Je potieba pripravit 3 1 PBS-T pufru (na 1 I: 8g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO4, 2,9 g NaxHPO4
x 12 H20, 5 ml 25% Tween 20, dopnit dH>O do 1 1) a blokovaci roztok (15 g odtu¢néného
suSené¢ho mléka rozpusténého v 300 ml PBS-T pufru). Membrany se pinzetou piendaji do
plastovych misek a 2x se promyji PBS-T pufrem. Nasledn¢ se inkubuji s mlékem 1 h na
tiepacce. Poté se promyvaji PBS-T pufrem 2 x 10 min. Pfipravi se roztok primarni protilatky
(1,5 ml mléka s pacientskym sérem ¢i s komercni protildtkou v mnozstvi dle pozadovaného
fedéni) a roztok sekundarni protilatky (40 ml mléka s konjugatem v mnozstvi dle pozadovaného
fedéni). Folie se nastiiha na obdélniky a po jedné strané se svaii. Do takto pripravenych folii se
pinzetou vkladaji membrany a postupné se zatavuji vSechny strany. Pfed zatavenim posledni
strany se do folie s membranou napipetuje roztok primarni protilatky. Kompletné zatavené folie
s membranami se izolepou piilepi na rotator a ten se vlozi do lednice, kde probiha inkubace
membran s primarni protildtkou pfes noc (16 hodin). Nasledujici den rano se folie rozstiihaji
a membrany se pinzetou piendaji do plastovych misek, v nichz se 4 x 5 min promyji PBS-T
pufrem. Poté se inkubuji 1 h se sekundéarni protilatkou (10 ml mléka s konjugatem/1 membrana)
na tfepacce za laboratorni teploty. Po uplynuti této hodinové inkubace se promyvaji 6 % 5 min
PBS-T pufrem. Nasledujici chemiluminiscen¢ni detekce s ECL substratem probiha stejné jako

u automatizované imunodetekce na promyvaci stanici FlexiWash (popsano vyse).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimenty provadéné v rdmci této diplomové prace byly rozdéleny do tii ¢asti, které zahrnuji
porovnani dvou zplsobli imunodetekce, komparativni proteomovou analyzu vybranych
nadorovych bunéénych linii a imunoproteomické profilovani vzorki sér pacienti

s mnohocetnym myelomem.

4.1 Porovnani dvou zpusobi imunodetekce

Ackoliv byla pfevzata jiz zavedend metodika, bylo nutné vhodnost nékterych krokti ovéfit
a pripadné je optimalizovat. Imunodetekci je mozné provést dvéma riiznymi zptsoby, a to bud’
automatizované na promyvaci stanici FlexiWash FW400, nebo manudln€. Oba postupy maji
své vyhody 1 nevyhody. Cilem této ¢asti bylo zhodnotit, ktery z téchto dvou zplsobii bude pro

nasledujici analyzy vhodné&jsi.

Na nasledujicich obrazcich jsou vysledky sérologické proteomové analyzy (SERPA) v ramci
niZ byly proteomové mapy bunétné linie RPMI-8226 inkubovany se vzorky sér pacientll
s mnohocetnym myelomem (v fedéni 1 : 500) a konjugatem anti-human IgG (v fedéni 1 : 5000).
Metoda SERPA véetné schématu a kompletni vysledky analyz téchto pacientskych sér jsou
popsany v kapitole 4.3 Imunoproteomické profilovani vzorkli sér pacientli s mnohocetnym
myelomem. Imunodetekce byla provedena vzdy obéma moznymi zpusoby, tedy jak
automatizovang, tak manudlné. Na nitrocelul6zovych membranach, u nichZ byla imunodetekce
provedena manudalné, byly pozorovany imunoreaktivni spoty v oblasti predpokladaného
vyskytu enolazy 1, zatimco na nitrocelulézovych membrandch, u nichz byla provedena
automatizovand imunodetekce, byly imunoreaktivni spoty v tomto misté¢ pozorovany bud’

velmi slabé, nebo vibec.
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(1) automatizovana imunodetekce na promyvaci stanici FlexiWash FW400; (2) manualni imunodetekce

Obrazek 32 — Porovnani dvou zpusobd imunodetekce, pacient ¢. 3, M-20-034
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Obrazek 33 — Porovnani dvou zpusobt imunodetekce, pacient ¢. 4, M-21-025
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(1) automatizovana imunodetekce na promyvaci stanici FlexiWash FW400; (2) manualni imunodetekce

Obrazek 34 — Porovnani dvou zpusobd imunodetekce, pacient ¢. 9, M-18-136
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Vyhodou automatizované imunodetekce na promyvaci stanici FlexiWash F400 je mensi casova
a samozfejmé 1 pracovni naro¢nost, nebot’ odpadd opakované manudlni promyvani membran
a manipulaci s nimi. Diky tomu se da povazovat i za mén¢ nachylnou k chybovosti. Nevyhodou
je nutnost péce o promyvaci stanici, u niz je nezbytné vzdy pted i po pouziti provést dikladnou
udrzbu, nebot’ hrozi jeji znecisténi biofilmem. Dalsi nevyhodou je vyssi spotifeba reagencii
(vCetn¢ biologického materidlu) v porovnani s manualni imunodetekei, pfi¢emz je zapotiebi
kupovat specialni Cistici roztok. Bylo také zjiSténo, ze odsavani promyvaci stanice neni
dokonalé, a to ma za nésledek miseni, a tim i fedéni reagencii z jednotlivych promyvacich
krokd, coz rozhodné¢ neni zadouci. Nejvétsi shledanou nevyhodou automatizované
imunodetekce v porovnani s manualni imunodetekci je niz$i senzitivita, ktera je limitujici
zejména pii analyze slab¢ imunoreaktivnich sér (viz obrazky vyse). Svou roli pravdépodobné
sehrava to, ze pfi automatizované imunodetekci probiha inkubace membrany s primarni
protilatkou za laboratorni teploty, zatimco pii manualni imunodetekci se membrana s primarni
protilatkou inkubuje v lednici pii 4 °C. Pravé tato nevyhoda automatizovaného postupu

rozhodla o tom, Ze vradmci vSech experimentl pro tuto diplomovou praci byla nakonec

vyuzivana manuélni imunodetekce.

Nejveétsi vyhodou manualni imunodetekce v porovnani s automatizovanou imunodetekci je, jak
jiz bylo zminéno, vyssi senzitivita, kterd umozZiluje analyzovat i slabé imunoreaktivni séra.
Dalsi zna¢nou vyhodou manualniho postupu je niZsi spotieba reagencii (vcetné biologického
materidlu). Manudlni postup je ovSem casové ndrocngj$i a zahrnuje opakované manualni
promyvani membran, jejich zatavovani do folii a upevilovani k rotatoru. Nevyhodou je i to, Ze
zatimco pfi automatizovaném postupu se nasledujici den rdno rovnou pokracuje

chemiluminiscencni detekci, pfi manudlnim postupu samotné chemiluminiscencni detekci

pfedchazi nékolik promyvacich krokii v€etné inkubace s konjugéatem.
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4.2 Komparativni proteomova analyza vybranych nadorovych bunéénych

linii

Metodou SERPA, jejiz schéma je uvedeno v nasledujici kapitole 4.3 Imunoproteomické
profilovani vzorkt sér pacientll s mnohocetnym myelomem, byly zhotoveny proteomové mapy
¢tyt nddorovych bunécnych linii: RPMI-8226, HEL, PC-3 a ANBL-6. Ze suché pelety bun¢k
byl ptipraven bunécny lyzat, ktery byl pouzit pro rehydrataci gelovych stripti. Nasledovala
izoelektricka fokuzace téchto gelovych stripti, kdy se proteiny z dané bunécné linie rozdélily
v prvnim rozméru podle svého izoelektrického bodu. Poté byla provedena elektroforeticka
separace, kdy proteiny z gelového stripu piestoupily do 12% akrylamidového gelu a rozdélily
se ve druhém sméru podle své molekulové hmotnosti. Pomoci Western blotu pak byly proteiny
z gelu pfeneseny na nitrocelulézovou membranu. Tim byla vytvofena proteomova mapa dané
bunécné linie. Po Western blotu byla nitrocelul6zovd membrana obarvena stfibrem a gel
Coomassie Blue, aby bylo mozné zhodnotit GspéSnost pienosu. V posledni fazi byly v ramci
imunodetekce nitrocelulézové membrany s proteomovymi mapami inkubovany nejprve
s komer¢nimi protilatkami proti enzymim ENO1 a CAl (v fedéni 1 : 1000) a se sérem
pacientky s mnohocetnym myelomem (v fedéni 1 : 1500), které vykazuje velmi silnou
a specifickou imunoreaktivitu v porovnani s jinymi testovanymi pacientskymi séry. Nasledné
probihala inkubace s konjugatem (v fedéni 1 : 5000) anti-rabbit IgG (pfi pouZiti komercnich
protilatek) nebo anti-human IgG (pfi pouZiti pacientského séra) a sroztokem ECL pro
chemiluminiscen¢ni detekci. Enoldza 1 by se na proteomové mapé méla vyskytovat v oblasti
s molekulovou hmotnosti 47,169 kDa a izoelektrickym bodem 7,01 [128], karbonicka
anhydraza v oblasti s molekulovou hmotnosti 28,870 kDa a izoelektrickym bodem 6,59 [129].
Cilem této ¢asti diplomové prace bylo zjistit, které z vybranych nadorovych bunéénych linii
jsou vhodné ke sledovani vyskytu autoprotiladtek proti enzymim enoldza 1 a karbonicka

anhydraza 1 v sérech pacientil s mnohocetnym myelomem.
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4.2.1 RPMI-8226

Bunécna linie RPMI-8226 je lidskéd B-lymfocytarni bunécna linie. Imunodetekci proteomovych
map s komerénimi protilaitkami anti-ENO1 a anti-CA1 bylo zjisténo, Ze bunécnd linie
RPMI-8226 exprimuje enzym enoldza 1, ale enzym karbonicka anhydraza 1 nikoli. Po
imunodetekci proteomové mapy této bunééné linie se sérem pacientky s mnohocetnym

myelomem byla taktéz pozorovana reaktivita v oblasti predpokladaného vyskytu ENO1.
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Obrazek 35 — Komparativni proteomova analyza, nadorova bunécna linie RPMI-8226

(A) proteomova mapa nadorové bunééné linie RPMI-8226, barveni stiibrem
(B) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-ENO1
(C) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-CA 1

(D) vysledek SERPA se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem
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4.2.2 HEL

Bunécna linie HEL je lidska erytroblastova bunécna linie. Imunodetekci proteomovych map
s komer¢nimi protilaitkami anti-ENO1 a anti-CA1l bylo zji$téno, ze bunétna linie HEL
exprimuje enzym enoldza 1 i enzym karbonickd anhydraza 1. Po imunodetekci proteomové
mapy této bunécné linie se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem byla taktéz pozorovana

reaktivita v oblasti predpokladaného vyskytu ENOI.
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Obrazek 36 — Komparativni proteomova analyza, nadorova bunécna linie HEL

(A) proteomova mapa nadorové bunécné linie HEL, barveni stfibrem
(B) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-ENO1
(C) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-CA 1

(D) vysledek SERPA se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem
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4.2.3 ANBL-6

Bunécna linie ANBL-6 je lidska myelomova bunééna linie. Imunodetekci proteomovych map
s komercnimi protildtkami anti-ENO1 a anti-CA1 bylo zjisténo, ze bunécna linie ANBL-6
exprimuje enzym enoldza 1, ale enzym karbonicka anhydrdza 1 nikoli. Po imunodetekci
proteomové mapy této bunécné linie se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem byla taktéz

pozorovana reaktivita v oblasti pfedpokladaného vyskytu ENOI.
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Obrazek 37 — Komparativni proteomova analyza, nddorova bunécna linie ANBL-6

(A) proteomova mapa nadorové bunécné linie ANBL-6, barveni stiibrem
(B) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-ENO1
(C) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-CA 1

(D) vysledek SERPA se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem

84



424 PC-3

Bunécna linie PC-3 je lidska bunécna linie karcinomu prostaty. Imunodetekci proteomovych
map s komerc¢nimi protilatkami anti-ENO1 a anti-CA1 bylo zjisténo, Ze bunécéna linie PC-3
exprimuje enzym enoldza 1 i enzym karbonickd anhydraza 1. Po imunodetekci proteomové
mapy této bunécné linie se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem byla taktéz pozorovana

reaktivita v oblasti pfedpokladaného vyskytu ENOI.
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Obrazek 38 — Komparativni proteomova analyza, nddorova bunécna linie PC-3

(A) proteomova mapa nadorové bunécné linie PC-3, barveni stfibrem
(B) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-ENO1
(C) vysledek SERPA s komer¢ni protilatkou anti-CA 1

(D) vysledek SERPA se sérem pacientky s mnohocetnym myelomem
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Byly zhodnoceny celkem Cctyfi narodové bunécné linie, které byly vybrany na zakladé
dostupnych informaci z databazi (napt. Atlasu lidskych proteint, The Human Protein Atlas)
a Clanka [96]. Hlavnim vybérovym kritériem bylo to, zda vytipované bunécné linie exprimuji

primarné enolazu 1 a pfipadné i karbonickou anhydrazu 1.

V nadorovych bunéénych liniich HEL a PC-3 byla pomoci specifickych komerénich protilatek
prokazana ptitomnost obou cilovych struktur, tedy jak enolazy 1, tak karbonické anhydrazy 1.
Nalez imunoreaktivniho spotu na proteomové map¢ nadorové bunécné linie PC-3 po
imunodetekci s komeréni anti-CA1 protilatkou byl pomérné piekvapivy, nebot’ podle Atlasu
lidskych proteintt (The Human Protein Atlas) nadorova bunécna linie PC-3 karbonickou
anhydrazu 1 neexprimuje [91]. V nédorovych bunéénych liniich RPMI-8226 a ANBL-6 byla
prokazéana pouze ptitomnost enolazy 1, karbonickd anhydraza 1 prokazéna nebyla. Ve vSech
zkoumanych nadorovych bunécnych liniich byla po imunodetekci se sérem pacientky
s mnohocetnym myelomem, které vykazuje velmi silnou a specifickou imunoreaktivitu
v porovnadni s jinymi testovanymi pacientskymi séry a slouzi jako pozitivni kontrola
(viz kapitola 4.3.1 Kontroly), zaznamenéna reaktivita v oblasti pfedpokladan¢ho vyskytu

enolazy 1.

Na zékladé€ dat ziskanych z provedenych analyz 1ze pro prikaz autoreaktivnich proteinii v séru
pacientli s mnohocetnym myelomem metodou SERPA doporucit nadorovou bunécnou linii
RPMI-8226. U t¢é totiz byla prokazana vyrazna reaktivita jak s komercni anti-ENO1 protilatkou,
tak s pozitivni kontrolou. Reaktivita s komer¢ni anti-CA1 protilatkou sice prokazana nebyla,
presto se vSak nadorova bunécéna linie RPMI-8226 pro priikaz autoprotilatek v sérech pacientli
s mnohocetnym myelomem jevi, zejména s piihlédnutim k faktu, Ze se jednd o lidskou
B-lymfocytarni buné¢nou linii a je modelovou myelomovou bunécnou linii, jako nejvhodné;si.
Proto byla nadorova bunécna linie RPMI-8226 zvolena pro experimenty v nasledujici ¢asti této
diplomové prace (viz kapitola 4.3 Imunoproteomické profilovani vzorkd sér pacientl

s mnohocetnym myelomem), nebot’ ta se zaméfuje praveé na vyskyt anti-ENO1 autoprotilatek.

Pokud bychom chtéli prokazovat soucasné¢ autoprotilatky proti enolaze 1 1 karbonické
anhydréaze 1, bylo by vhodné zvolit nadorovou bunécnou linii HEL. Ta vykazuje jak expresi
enoldzy 1, tak karbonické anhydrazy 1. Jednd se ovSem o erytroblastovou bunécnou linii,
a nekoreluje tak s myelomovymi buiitkami. Nam navic primarné §lo o prikaz anti-ENO1

autoprotilatek, proto byla nadorova bunécna linie RPMI-8226 shledana jako vhodnéjsi varianta.
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Bunééna linie ANBL-6 je také jednou z doporucovanych linii pro vyzkum mnohocetného
myelomu. Bylo prokazéno, Ze exprimuje enoldzu 1, ale nikoliv karbonickou anhydrazu 1.
Komercni protilatky reagovaly velmi dobie, byly patrné 1 izoformy, ale reaktivita s pozitivni

kontrolou byla v porovnani s ostatnimi bunécnymi liniemi slabsi.

Bunééna linie PC-3 byla pozitivni na enoldzu 1 i na karbonickou anhydrazu 1. Jedna se ovSem
o nadorovou bunécnou linii odvozenou z metastaz karcinomu prostaty, a tak z porovnavani

stale vychazi nejlépe nadorova bunécna linie RPMI-8226.
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4.3 Imunoproteomické profilovani vzorkii sér pacientii s mnohocetnym

myelomem

Priikaz imunoreaktivnich proteinti v séru pacientli s mnohocetnym myelomem byl proveden
osvédcenou metodou SERPA, ktera zahrnuje nékolik po sobé jdoucich dil¢ich krokt: ptipravu
suché pelety bunck a bunéného lyzatu, rehydrataci stripti a izoelektrickou fokuzaci,
2D SDS-PAGE, Western blot, barveni membrany stfibrem a gelu Coomassie Blue pro kontrolu

uspésnosti prenosu, imunodetekci a néasledné je mozné pokracovat metodou In-gel digest

a identifikaci proteini pomoci hmotnostni spektrometrie (viz Obrazek 39).
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Obrszek 39 — Schéma metody SERPA [127; 130; 131; 132; 133; 134; 135]
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4.3.1 Kontroly

Pozitivni kontrolou bylo sérum pacientky s mnohocetnym myelomem, které vykazuje velmi
silnou a specifickou imunoreaktivitu v porovnani s ostatnimi vysetfovanymi vzorky. Poskytla
ho Klinika hematologie a transfuziologie LF UK, SZU a UNB (pan MUDr. Jan Lakota, CSc.).
Jednalo se o 68letou Zenu stfedoevropského piivodu, které byl mnohocetny myelom
diagnostikovan v lednu 2002. Lécila se v Narodnim onkologickém ustavu v Bratislavé.
Podstoupila standardni chemoterapii, na niz ovSem neodpovidala dobfe, a tak se pfistoupilo
k autologni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék. Dva roky poté u ni byla pozorovana
¢asteCna remise spolu s rozvinutou AA amyloidézou (sekundarni amyloidézou), kterd byva
komplikaci nddorovych onemocnéni vychazejicich z krvetvornych bunék. V letech 2004—-2005
byla pacientka z davodu relapsu onemocnéni lécena IFNo, avSak tato lécba byla kvili

intolerance prerusena. Pacientka byla stabilizovana s ¢aste¢nou remisi a nadale pozorovéana.

Negativni kontrolou byla séra péti dobrovolnych darci ve vékovém rozmezi 50—75 let, kteti
v dobé odbéru netrpéli Zddnym nadorovym ani autoimunitnim onemocnénim. Jejich vzorky sér
byly vySetieny metodou imunofixace s negativnim vysledkem. Dobrovolni darci podepsali
informovany souhlas a byli pouceni o tcelu odbéru. Krevni vzorky byly odebrany odbornym
pracovnikem na Katedfe biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické

Univerzity Pardubice.
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Obriazek 40 — Kontrolni vzorky

(1) pozitivni kontrola; (2) negativni kontrola

89



4.3.2 Vzorky sér pacientii s mnohocetnym myelomem

Bylo analyzovano celkem 46 vzorkl sér 10 pacientii s mnohocetnym myelomem, jez poskytla
Biobanka Kliniky hematoonkologie Fakultni nemocnice v Ostravé (piednosta kliniky, pan
prof. MUDr. Roman Hajek, CSc., a vedouci vyzkumné laboratote s biobankou, pani Mgr. Lucie
Broskevicova). Pacienti podepsali informovany souhlas a byli pouceni o ucelu odbéru. Vzorky
jim byly odebirany v pravidelnych intervalech. Prvni odbér byl proveden v dob¢ stanoveni
diagnozy a dalsi odbéry byly pldnovany u kazdého pacienta individualné podle pribéhu
onemocnéni a typu terapie. V ptipadé, ze pacientovi byly transplantovany kmenové krvetvorné
buiky, byl odbér proveden pied i po transplantaci. Vzorky pacientil byly oznaceny kddem
a bylo u nich uvedeno pouze pohlavi pacienta a datum odbéru, zddné dalsi informace o vzorcich
poskytnuty nebyly. Pro vlastni analyzu pacientskych sér byla pouzita nadorova bunécna linie
RPMI-8226, ktera je modelovou myelomovou bunéénou linii mnohdy vyuzivanou praveé pro

vyzkumné ucely.

Byla pfipravena sucha peleta bunck (viz kapitola 3.4.1 Pfiprava suché pelety buné€k) a poté
bunécny lyzat nadorové bunécné linie RPMI-8226 (viz kapitola 3.4.2 Ptiprava bunécéného
lyzatu), ktery byl pouzit k ptipravé stripli (viz kapitola 3.4.3 Rehydratace gelovych stripil a
kapitola 3.4.4 Izoelektrickd fokuzace) potfebnych pro dvoudimenzionalni gelovou
elektroforézu (viz kapitola 3.4.5 Dvourozmérna gelova elektroforéza). Nésledné byl technikou
Western blot proveden pienos proteinli z gelu na nitrocelulé6zovou membranu (viz kapitola
3.4.6 Semi-dry Western blot). Po pienosu byla vzdy vizuélné zkontrolovana GispéSnost pienosu,
a to obarvenim nitrocelulézové mebrany stiibrem (viz kapitola 3.4.7 Barveni proteinii na
nitrocelul6zové membrané€) a gelu Coomassie Blue (viz kapitola 3.4.8 Barveni proteinii na

gelu).

(1) (2)

Obrazek 41 — Kontrola tspésSnosti pfenosu proteinti po Western blotu

(1) nitroceluld6zova membrana po Western blotu a obarveni stfibrem

(2) gel po Western blotu a obarveni Coomassie Blue
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V ptipadé, Ze pienos separovanych proteinti byl Gspésny, bylo pfistoupeno k dalsimu kroku.
Tim byla manualni imunodetekce (viz kapitola 3.4.9 Imunodetekce reaktivnich proteinovych
spotll). Nejprve byla nitrocelul6zovd membrana s proteomovou mapou nadorové bunécné linie
RPMI-8226 inkubovana s pacientskym sérem (v fedéni 1 : 500). Imunoreaktivni autoprotilatky
pfitomné v pacientském séru vytvorily béhem této inkubace s cilovym antigenem na
nitrocelul6zové membrané imunokomplex. Na ten poté nasedl konjugat anti-human IgG
(viedéni 1 : 5000) a vysledny produkt byl vizualizovan chemiluminiscen¢nim substratem ECL.
Vizualizace pomoci ECL byla zvolena zamérn¢, nebot’ je v porovnani s tradi¢nimi chromogeny
senzitivnéj$i. Timto byly zviditelnény reaktivni proteinové spoty, které¢ byly zaznamendny
stanici G:BOX Chemi XX6. Molekulové hmotnosti vybranych proteinovych spotii na
nafocenych snimcich byly vyhodnoceny v programu GeneTools. Vyznamné imunoreaktivni
spoty byly zakrouzkovany. Imunoreaktivni spot, ktery s nejvétsi pravdépodobnosti odpovida
enolaze 1, byl na vSech proteomovych mapach oznacen ¢ervenym krouzkem a ¢islem 1. Protein
naseho zajmu, enolaza 1, by se mél vyskytovat v oblasti s molekulovou hmotnosti 47,169 kDa
a izoelektrickym bodem 7,01 [128] a karbonickd anhydrdza 1 v oblasti s molekulovou
hmotnosti 28,870 kDa a izoelektrickym bodem 6,59 [129]. Pro spolehlivou identifikaci proteini
by vSak bylo nutné provést metodu In-gel digest v kombinaci s MALDI-MS analyzou. Ta byla
v predchozich letech jiz provedena u jiné série vzorkll pacienti s mnohocetnym myelomem
Mgr. Rudolfem Kup¢ikem, Ph.D. na pracovisti Centrum biomedicinského vyzkumu ve Fakultni

nemocnici v Hradci Kralové a vyskyt enoldzy 1 v nich byl potvrzen.
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Pacient ¢. 1

Tabulka 9 — Prehled vzorkt sér pacienta €. 1

Pohlavi | Kod vzorku

Datum odbéru

P¥iblizny interval odbéru

M-20-001 (A) |2.1.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
M-20-091 (B) | 30. 6.2020 + 5 M, pied transplantaci

Muz M-20-132 (C) | 6.10.2020 + 9 M, pred tandemovou transplantaci
M-21-004 (D) | 14.1.2021 + 12 M, po tandemov¢ transplantaci
M-22-006 (E) | 12.1.2022 + 24 M, kontrola po 1 roce

Vysledky SERPA pacienta ¢. 1 jsou shrnuty na Obrazku 42. U pacienta ¢. 1 byl v dobé
stanoveni diagnézy mnohocetného myelomu (A) vyskyt autoprotilatek (pravdépodobné
anti-ENO1 IgG) masivni. Nasvéd€uje tomu piitomnost imunoreaktivniho spotu 1 v oblasti
predpokladaného vyskytu enzymu enoldza 1. V tomto odbéru je patrny i imunoreaktivni spot
2. V dob¢ pted transplantaci (B) mnozstvi autoprotilatek (imunoreaktivni spot 1) vyznamné
pokleslo, imunoreaktivni spot 2 vymizel a objevil se imunoreaktivni spot 3. V dal§im odbéru
provedeném pied tandemovou transplantaci (C) se autoprotilatky (imunoreaktivni spot 1)
objevuji znovu masivné, opétovné se objevuje 1 imunoreaktivni spot 2 a nové také 4. Po
tandemové transplantaci (D) mnozstvi autoprotilatek (imunoreaktivni spot 1) pokleslo
a znovu vzrostlo pfi poslednim odbéru (E). Stejné tak imunoreaktivni spot 4 po tandemové

transplantaci (D) ztraci na intenzité, kterou v poslednim odbéru (E) nabira. Imunoreaktivni spot

2 po tandemov¢ transplantaci (D) mizi a v poslednim odbéru (E) se opét objevuje.
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Obrazek 42 — Pacient €. 1, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spott

(A) M-20-001; (B) M-20-091; (C) M-20-132; (D) M-21-004; (E) M-22-006
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Pacient ¢. 2

Tabulka 10 — Pichled vzorkd sér pacienta €. 2

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | Priblizny interval odbéru
M-20-002 (A) |2.1.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
M-20-087 (B) | 23.6.2020 + 5 M, pied transplantaci

5 M-20-131 (C) | 6.10.2020 + 9 M, pfed tandemovou transplantaci

Fena M-21-047 (D) | 1.4.2021 + 15 M, po tandemov¢ transplantaci
M-21-121 (E) | 1.9.2021 + 20 M, kontrola po pul roce
M-22-022 (F) |2.2.2022 + 25 M, kontrola po 1 roce

Vysledky SERPA pacienta €. 2 jsou shrnuty na Obrazku 43. U pacienta ¢. 2 v dob¢ stanoveni
diagnézy (A) ani v nasledujicich odbérech (B), (C), (D), (E), (F) nebyly prokdzany zadné

autoprotilatky, pro coz svéd¢i nepfitomnost imunoreaktivnich spotl na 2D proteomovych

mapach.
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Obrazek 43 — Pacient ¢. 2, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-20-002; (B) M-20-087; (C) M-20-131; (D) M-21-047; (E) M-21-121; (F) M-22-022
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Pacient ¢. 3

Tabulka 11 — Piehled vzorki sér pacienta €. 3

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZzny interval odbéru
M-20-034 (A) | 11.3.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM

5 M-20-106 (B) | 17.8.2020 + 5 M, pied transplantaci

Zena

M-20-156 (C) | 18.11.2020 + 9 M, pfed tandemovou transplantaci

M-21-077 (D) | 25.5.2021 + 15 M, po tandemov¢ transplantaci

Vysledky SERPA pacienta ¢. 3 jsou shrnuty na Obrazku 44. U pacienta ¢. 3 byla v dobé
stanoveni diagndzy (A) prokazana pouze velmi mirna reaktivita (imunoreaktivni spot 1), coz
nasvédcuje tomu, ze v séru bylo pfitomno velmi malé mnozstvi autoprotilatek (pravdépodobné
anti-ENOI1 IgQ). V nasledujicich odbérech (B), (C), (D) imunoreaktivni spot 1 téméf vymizel

(v séru nebyly piitomny autoprotilatky). Zadné dalsi imunoreaktivni spoty nebyly prokazany.
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Obrazek 44 — Pacient ¢. 3, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-20-034; (B) M-20-106; (C) M-20-156; (D) M-21-077
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Pacient ¢. 4

Tabulka 12 — Pichled vzorkd sér pacienta ¢. 4

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZny interval odbéru
M-20-099 (A) |22.7.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
5 M-21-025 (B) | 15.2.2021 + 7 M, pied transplantaci
Moz M-21-109 (C) | 10.8.2021 + 13 M, po transplantaci a konsolidaci
M-22-028 (D) | 8.2.2022 + 19 M, kontrola po ptl roce

Vysledky SERPA pacienta €. 4 jsou shrnuty na Obrazku 45. U pacienta €. 4 je ziejmy ndznak

imunoreaktivity (imunoreaktivni spot 1) ve odbérech (A), (B) a (C) (pravdépodobné

autoprotilatky anti-ENO1 IgG), ovSem intenzita spotl je pomérné nizka. V poslednim odbéru

(D) se imunoreaktivni spot vytraci.
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Obrazek 45 — Pacient €. 4, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spot

(A) M-20-099; (B) M-21-025; (C) M-21-109; (D) M-22-028

99




Pacient ¢é. 5

Tabulka 13 — Pichled vzorki sér pacienta €. 5

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZny interval odbéru
M-20-060 (A) | 14.5.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
M-20-138 (B) | 19.10. 2020 + 5 M, pied transplantaci

Muz M-21-056 (C) | 15.4.2021 + 11 M, po transplantaci
M-21-130 (D) | 15.9.2021 + 16 M, kontrola po ptl roce
M-22-054 (E) | 23.3.2022 + 22 M, kontrola po 1 roce

Vysledky SERPA pacienta ¢. 5 jsou shrnuty na Obrazku 46. U pacienta ¢. 5 nebyly v dobé
stanoveni diagnozy (A) ani pred transplantaci kmenovych krvetvornych bunck (B) prokazany
zadné autoprotilatky. Po transplantaci (C) se autoprotilatky objevuji, pficemz pozice spotu 1
odpovida pl enolazy 1, ale Mr je vyssi. Piesto se vSak domnivame, Ze se jedna o enolazu 1.
Objevuji se i1 dalsi imunoreaktivni spoty (3, 4). V kontrolnim odbéru ptil roku po transplantaci
(D) se krom¢ imunoreaktivniho spotu 1 objevuje imunoreaktivni spot 2, jehoz pozice odpovida
pl a Mr karbonické anhydrazy 1. Mohlo by se tak jednat o dalsi ze sledovanych autoprotilatek.

Imunoreaktivni spoty 3 a 4 mizi. V dal§im kontrolnim odbéru (E) zlstava ptfitomen

imunoreaktivni spot 1 a 2 a znovu se objevuje spot 3.
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Obrazek 46 — Pacient ¢. 5, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-20-060; (B) M-20-138; (C) M-21-056; (D) M-21-130; (E) M-22-054
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Pacient ¢. 6

Tabulka 14 — Pichled vzorkd sér pacienta €. 6

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZny interval odbéru
M-20-120 (A) | 17.9.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM

5 M-21-037 (B) | 1.3.2021 + 6 M, pied transplantaci

zena M-21-125 (C) | 8.9.2021 + 12 M, po transplantaci
M-22-047 (D) | 16.3.2022 + 18 M, kontrola po ptl roce

Vysledky SERPA pacienta ¢. 6 jsou shrnuty na Obrazku 47. U pacienta €. 6 se v oblastech
predpokladaného vyskytu hledanych enzymi nevyskytuje zadny vyrazny imunoreaktivni spot,

z ¢ehoz Ize usoudit nepfitomnost autoprotilatek.
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Obrazek 47 — Pacient €. 6, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-20-120; (B) M-21-037; (C) M-21-125; (D) 22-047
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Pacient ¢. 7

Tabulka 15 — Piehled vzorkd sér pacienta €. 7

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZzny interval odbéru
M-20-019 (A) | 30.1.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
M-20-103 (B) | 28.7.2020 + 6 M, pied transplantaci

Zena M-20-140 (C) |2.11.2020 + 10 M, pted tandemovou transplantaci
M-21-068 (D) | 10.5.2021 + 16 M, po tandemov¢ transplantaci
M-21-140 (E) | 13.10. 2021 + 21 M, kontrola po pul roce

Vysledky SERPA pacienta ¢. 7 jsou shrnuty na Obrazku 48. U pacienta ¢. 7 se jiz v dobé
stanoveni diagnozy (A) objevuji autoprotilatky (pravdépodobné anti-ENOI1 IgG), cemuz
napovida vyskyt imunoreaktivniho spotu 1. Objevuji se 1 dalSi imunoreaktivni spoty 2 a 3. Pfed
transplantaci (B) se objevuje novy imunoreaktivni spot 4. Stejnd situace se opakuje pred
tandemovou transplantaci (C). Po tandemové transplantaci (D), (E) sledované autoprotilatky

(imunoreaktivni spot 1) mizi a objevuji se pouze imunoreaktivni spoty 2, 3 a 4.
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Obrazek 48 — Pacient ¢. 7, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-20-019; (B) M-20-103; (C) M-20-140; (D) M-21-068; (E) M-21-140
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Pacient ¢. 8

Tabulka 16 — Pichled vzorki sér pacienta €. 8

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZzny interval odbéru
M-17-075 (A) |6.9.2017 v dobé stanoveni diagn6zy MM

5 M-18-034 (B) | 20.3.2018 + 6 M, pred transplantaci

zena M-18-070 (C) | 21.6.2018 + 9 M, pfed tandemovou transplantaci
M-18-143 (D) | 6.11.2018 + 14 M, po tandemov¢ transplantaci

Vysledky SERPA pacienta €. 8 jsou shrnuty na Obrazku 49. U pacienta €. 8 se autoprotilatky
(pravdépodobné anti-ENO1 IgG) objevuji pouze v dobé stanoveni diagndzy (A), cemuz
odpovida vyskyt imunoreaktivniho spotu 1. V dalSich odbérech (B), (C), (D) jiz nejsou

pfitomny Zadné imunoreaktivni spoty.
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Obrazek 49 — Pacient ¢. 8, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spotd

(A) M-17-075; (B) M-18-034; (C) M-18-070; (D) M-18-143
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Pacient ¢. 9

Tabulka 17 — Piehled vzorkd sér pacienta €. 9

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZzny interval odbéru
M-17-082 (A) |21.9.2017 v dobé stanoveni diagn6zy MM
5 M-18-045 (B) | 10.4.2018 + 7 M, pied transplantaci
Moz M-18-136 (C) | 17.10.2018 + 13 M, po tandemov¢ transplantaci
M-19-029 (D) | 20.2.2019 + 17 M, po tandemov¢ transplantaci

Vysledky SERPA pacienta €. 9 jsou shrnuty na Obrazku 50. U pacienta €. 9 se v dobé stanoveni

diagnézy (A) a pred transplantaci kmenovych krvetvornych bun¢k (B) objevuji imunoreaktivni

spoty 3, které v§ak molekulovou hmotnosti neodpovidaji enolaze 1. V odbérech po tandemové

transplantaci (C), (D) se ovSem objevuje imunoreaktivni spot 1 (pravdépodobné anti-ENO1

IgG). Kromé toho jsou v tomto obdobi pfitomny i dal$i imunoreaktivni spoty (2, 3, 4).
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Obrazek 50 — Pacient ¢. 9, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spoti

(A) M-17-082; (B) M-18-045; (C) M-18-136; (D) M-19-029

109



Pacient ¢. 10

Tabulka 18 — Piehled vzorkd sér pacienta ¢. 10

Pohlavi | Kéd vzorku Datum odbéru | PribliZzny interval odbéru
M-20-038 (A) | 24.3.2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM
M-20-117 (B) | 7.9.2020 + 6 M, pred transplantaci

Muz M-21-064 (C) | 28.4.2021 + 13 M, po tandemov¢ transplantaci
M-21-132 (D) |22.9.2021 + 18 M, kontrola po ptl roce
M-22-049 (E) | 16.3.2022 + 24 M, kontrola po 1 roce

Vysledky SERPA pacienta ¢. 10 jsou shrnuty na Obrazku 51. U pacienta ¢. 10 se v dobé
stanoveni diagnozy (A) objevuji autoprotilatky (pravdépodobné anti-ENOI1 IgG), cemuz
napovida vyskyt imunoreaktivniho spotu 1. Jeho intenzita je ovSem slaba. Pfed transplantaci
(B) mizi, v nasledujicich odbérech po tandemové transplantaci (C), (D) se objevuje opét velmi

slabé a v poslednim odbéru (E) znovu mizi. Po tandemové transplantaci (C), (D), (E) se vsak

objevuji jiné intenzivni imunoreaktivni spoty (2, 3).
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A) (B)

Obrazek 51 — Pacient ¢. 10, vysledek SERPA a oznaceni imunoreaktivnich spoti

(A) M-20-038; (B) M-20-117; (C) M-21-064; (D) M-21-132; (E) M-22-049
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Tabulka 19 — Piehled vyskytu imunoreaktivnich spoti, 1. ¢ast

M-20-001 M-20-091 M-20-132 M-21-004 M-22-006
DG +5M, +9 M, +12M, +24M
pred Tx pred TTx po TTx
Pacient €. 1,
muzZ
- - - & ” - ‘
-
M-20-002 M-20-087 M-20-131 M-21-047 M-21-121 M-22-022
DG +5M, +9M, +15M, +20M +25M
pred Tx pred TTx po TTx
Pacient ¢. 2,
Zena
M-20-034 M-20-106 M-20-156 M-21-077
DG +5M, +9M, +15M,
pred Tx pred TTx po TTx
Pacient ¢. 3,
Zena
M-20-099 M-21-025 M-21-109 M-22-028
DG +7M, + 13 M, +19M
pred Tx po Tx
Pacient €. 4,
mu? e e
. .- - g_“:’
M-20-060 M-20-138 M-21-056 M-21-130 M-22-054
DG +5M, +11 M, +16 M +22M
pred Tx po Tx
Pacient ¢. 5,
muz -
- . . -
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Tabulka 20 — Piehled vyskytu imunoreaktivnich spoti, 2. ¢ast

M-20-120 M-21-037 M-21-125 M-22-047
DG +6M, +12 M, +18 M,
pred Tx po Tx

Pacient ¢. 6,
Zena .

M-20-019 M-20-103 M-20-140 M-21-068 M-21-140
DG +6M, +10 M, +16 M, +21M
pred Tx pred TTx po TTx

Pacient ¢. 7,
Zena

M-17-075 M-18-034 M-18-070 M-18-143
DG +6M, +9M, +14 M,
pred Tx pred TTx po TTx

Pacient ¢. 8,
Zena

M-17-082 M-18-045 M-18-136 M-19-029

DG +7M, +13 M, +17 M,
pred Tx po TTx po TTx
Pacient ¢. 9,
muz s e
- . il . & -®

M-20-038 M-20-117 M-21-064 M-21-132 M-22-049
DG +6M, +13 M, +18M +24M
pred Tx po TTx

Pacient ¢. 10,
muz
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Metodou SERPA byly zanalyzovany vzorky sér 10 pacientli s mnohocetnym myelomem,
pficemz u kazdého znich se jednalo o 4—6 vzorki, které jim byly odebirany v casovych
intervalech od data stanoveni diagn6zy po dobu nejvyse dvou let. K pritkazu imunoreaktivnich
autoprotilatek byly pouzity proteomové mapy nadorové bunécné linie RPMI-8226, ktera
prokazateln¢ exprimuje cilovou strukturu ENOI1. U 8 pacientii byly alespon jednou za dobu
sledovani prokazény autoreaktivni protilatky (alesponi na jedné z proteomovych map byly
pozorovany imunoreaktivni spoty v oblasti pravdépodobného vyskytu enolazy 1 jakozto cilové
molekuly). U 2 pacientii nebyly autoreaktivni protilatky prokazany v zadném z odebranych
vzorkll (imunoreaktivni spoty nebyly pozorovany ani na jedné map¢). Vzhledem k malému

poctu sledovanych jedincti v§ak neni mozné tyto vysledky hodnotit v klinickém kontextu.
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5 ZAVER

Mnohocetny myelom piedstavuje velmi zavaznou diagnozu, nebot’ je malignim onemocnénim
plazmatickych bun¢k, které je do soucasnosti povazovano za nevylécitelné. Klinicky vyzkum
v oblasti mnohoc¢etného myelomu ovsem v poslednich letech zaznamenava celou fadu tspéchii,
které se odrazi jak v pokrocich na poli diagnostiky, tak v rychlém rozvoji novych terapeutickych
moznosti. Vyznamné tim piispiva k v€asnému stanoveni diagndzy, které hraje, stejné jako
u jinych onkologickych onemocnéni, klicovou roli, a tim 1 k podstatné lepsi progndze pacientd.
Znacnou nadéji aktudlné piinasi cilend biologicka 1écba, diky niz fada pacienti s mnohocetnym
myelomem muze fadu let zit bez jakychkoli ptiznakl a prozit kvalitni plnohodnotny Zzivot
i s touto nepriznivou diagnézou. Avsak nejvétsi nadéje je dnes vkladana do imunoterapie, ktera
hled4 zplisoby, jak vyuzit potencidl imunitniho systému a stimulovat ho tak, aby nadorové

buiiky sdm rozpoznal a nésledné znicil.

Tato diplomova prace byla zaméfena pravé na prukaz zapojeni imunitniho systému do boje
proti nddorovym buikam, a to konkrétné na produkci autoprotilaitek pfi onemocnéni
mnohocetny myelom. Jednalo se primarné o autoprotilatky proti enzymu enolaza 1 a okrajové
o autoprotilatky proti enzymu karbonickd anhydraza 1. Oba tyto enzymy jsou pro bunky
dilezité, nebot’ se ticastni mnoha procest v nich probihajicich véetné¢ metabolizmu a regulace
pH. Vysledky doposud publikovanych studii naznacuji, Ze se autoprotilatky proti témto
enzymim mohou podilet na lepsi 1écebné odezveé, a umoznovat tak pacientim dlouhodobé

setrvavani v obdobi remise.

V ramci této diplomové prace bylo nejprve provedeno porovnani dvou zptisobil imunodetekce,
automatizovaného a manudlniho. Na zéklad¢ toho byl pro nasledujici experimenty vybran
manualni zpisob imunodetekce. Nasledovala komparativni proteomova analyza Ctyt
nadorovych bunécnych linii, a to RPMI-8226, HEL, ANBL-6 a PC-3. Nejvhodnéjsi nddorovou
bunécnou linii pro imunoproteomické profilovani vzorki pacientli s mnohocetnym myelomem
byla zvolena nadorova bunécnd linie RPMI-8226. Imunoproteomické profilovani vzorka sér
zahrnovalo analyzu celkem vice nez 50 vzorkidl sér pacientii s mnohocetnym myelomem
a zdravych dobrovolnych darct. U pacienti s mnohocetnym myelomem byla metodou SERPA
ovefovana reaktivita autoprotilatek v jejich séru v Case, a to od doby stanoveni diagnézy po
dobu nejvyse dvou let. Pocet zanalyzovanych vzorkd nebyl tak rozsahly, aby bylo mozné
vysledky statisticky zhodnotit a nelze ani vyvodit jednoznac¢ny zavér. Vzhledem k tomu, ze se

vSak u 8 pacientli z 10 alespont jednou za dobu sledovani reaktivni autoprotilatky objevily
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(prestoze u nékterych pouze velmi slab¢), zda se, Ze pozornost je sméfovana spravnym smérem.
U zdravych jedinct je totiz vyskyt anti-ENOI autoprotilatek pouze sporadicky, coz jasné
poukazuje na to, ze vyskyt téchto autoprotilatek mize mit né¢jaky vyznam, at’ uz diagnosticky
(jako biomarker) nebo terapeuticky (ENO1 jako cilova struktura). Do budoucna bude nezbytné
analyzovat vice pacientskych vzorkl a zejména sledovat pacienty dlouhodobé. Vysledky této
diplomové prace tak alesponi ¢astené ptisp€ji do komplexni mozaiky odhalovani mechanismu

imunitniho systému v boji proti nadorovym buitkam. Stanovené cile byly splnény.

Dosavadni publikovana data nasvédcuji tomu, Ze klicové enzymy, které jsou soucasti riznych
metabolickych i signalnich drah v buiice, by v budoucnu mohly byt vhodnym diagnostickym
a terapeutickym cilem. A enzym enoldza 1 bude nejspis jednim z nich. Aby vSak tato hypotéza
mohla byt potvrzena a aby bylo mozné stanovit relevantni klinické zavéry, bude nutné nadale

pokracovat ve vyzkumu.
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