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ANOTACE

Predkladand diplomova prace se zabyva terapii mnohocetného myelomu, ktery
predstavuje nddorové onemocnéni kostni dfené vychazejici z malignich plazmatickych bunék.
Zkouma ucinky chemoterapeutik bortezomibu, ixazomibu a carfilzomibu v riznych
koncentracich na myelomové linie RPMI-8226 a H929. Efekt jednotlivych latek je v prvni
fad¢ sledovan na zaklad¢ miry proliferace a viability bun€k po aplikaci chemoterapie a dale
pomoci exprese gentt (MICA a MICB) asociovanych S imunitni odpovédi NK bun¢k.
K hodnoceni miry exprese je pouzita qPCR analyza, jejiz vysledky jsou ovéfeny na
proteinové urovni metodou prutokové cytometrie. Cilem prace je identifikace vhodného typu
a koncentrace chemoterapie pro navazujici experimenty S kombinovanou imunoterapii ex vivo

ptipravenymi NK butikami.
KLICOVA SLOVA
bortezomib, ixazomib, carfilzomib, mnohocetny myelom, NK buiky, imunoterapie

TITLE

The Use of Chemotherapy To Increase The Expression Of Molecules Related To The Activity

Of The Immune System
ANNOTATION

The master thesis deals with the therapy of multiple myeloma, which is a bone
marrow tumour arising from malignant plasma cells. It investigates the effects of the
chemotherapeutics bortezomib, ixazomib, and carfilzomib at various concentrations on the
myeloma cell lines RPMI-8226 and H929. The impact of individual agents is firstly measured
by the cell proliferation level and cell viability after chemotherapy treatment and then by gene
expression (MICA and MICB) associated with the immune response of NK cells. The gPCR
analysis is used to assess the expression level, and the results are verified at the protein level
by flow cytometry. The thesis aims to identify the appropriate type and concentration of
chemotherapy for follow-up experiments with ex vivo NK cell-prepared combination

immunotherapy.
KEYWORDS

bortezomib, ixazomib, carfilzomib, multiple myeloma, natural Kkiller cells, immunotherapy
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SEZNAM ZKRATEK

T-AAD ..o 7-aminoactinomycin D
ADCC ..o bunécna toxicita zavisla na protilatkach, antibody-dependent

cellular toxicity

AL oo, akutni leukémie

ALL ..o, akutni lymfoblastové leukémie

APC...ooiii antigen prezentujici buniky, antigen presenting cells

B2M ..o, B-2-mikroglobulin

BCMA.......coeeeee, antigen zrani B-lymfocyti, B-cell maturation antigen

BCG vakeina.......cccccovee. vakcina z bakterie Bacillus Calmette-Guerin

BCR oo, B-bunéény receptor, B-cell receptor

BITES ..o, biospecifické T-lymfocytarni struktury, bispecific T-cell engagers
CAR ..., chiméricky antigenni receptor, chimeric antigen receptor

CD znaky ......ccccoevvvriennnnn povrchové diferenciacni antigeny, cluster of differentiation
CDONA ... komplementarni deoxyribonukleova kyselina, complementary

deoxyribonucleic acid
O I S chronicka lymfaticka leukémie, chronic lymphocytic leukemia
CRAB......cooiiiiie skupina klinickych ptiznakl pro mnohocetny myelom:
hyperkalcémie, renalni insuficience, anémie a poSkozeni kosti,

hypercalcemia, renal dysfunction, anaemia, bone involvement

Clo cyklus prahové hodnoty, cycle of threshold

CT o vypocetni tomografie, computed tomography

CTLA-A ... cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4, cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4

DNA ..o deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid

FIR primer......cccccvcvveenene. ,,predni‘/“zadni* primer, forward/reverse primer

FBS .o fetalni hovézi sérum, fetal bovine serum

Fab fragment.................... fragment vazajici antigen, antigen-binding fragment

Fc fragment.........ccceee. krystalizujici fragment, crystallizing fragment

FDA .o Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv, Food and Drug Administration

FISH. ..o fluorescenéni hybridizace in situ, fluorescent in situ hybridisation

FV variabilni fragment, variable fragment

GFP i zeleny fluorescencni protein, green fluorescent protein



HCC .o, hepatocelularni karcinom, hepatocellular carcinoma

HCL oo, vlasatobunééna leukémie, hairy cell leukemia

HEPES pufr........cccoeneee. kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova

HL oo Hodgkintv lymfom

HLA lidsky leukocytarni antigen, human leukocyte antigen

HSC.oooiee hematopoeticka kmenova bunka, hematopoietic stem cell

IFEN-Y e interferon y

Ig e imunoglobulin

IA/G/M ..o imunoglobulin A/G/M

IgH tézky fetézec imunoglobulinu, immunoglobulin heavy chain

IL interleukin

ISS..i Mezinarodni inscenaéni systém, International Staging System

KIR receptor .........ccceeue.. inhibiéni receptor NK bun¢k, Killing inhibitory receptor

KO e, krevni obraz

LAK buiky ....cccoovreniinnns lymfokiny aktivovani zabijec¢i, lymphokine activated killers

ML/M2 ..o typy aktivovanych makrofagt

MICA/B ..o povrchovy glykoprotein ptibuzny rodiné MHC glykoproteint 1.
tiidy (sekvence A/B), MHC class | polypeptide-related sequence
A/B

M-1g e, monoklonélni imunoglobulin

M-1gG oo, monoklonalni imunoglobulin G

M-IgM..oi monoklonalni imunoglobulin M

MM L, mnohocetny myelom

MP reZim.......cccoeovrininnnne rezim kombinované 1é¢by melfalan-prednison

MPT rezim........c.ccocvnvnnne rezim kombinované 1é¢by melfalan-prednison-thalidomid

MR magneticka rezonance

MRNA ... ,messengerova“ ribonukleova kyselina, messenger ribonucleic acid

N/C pomer......cccovvvvrnnnnn. nukleo/cytoplazmaticky pomeér

NHL o, non-Hodgkinv lymfom

NK bufiky.....coovevviiierinnne ptirozeni zabijeci, natural killer cells

NKG2D......cooooveiiiieienn aktivacni receptor patfici do rodiny NKG2-

OPCR ..o kvantitativni polymerazova fetézova reakce, quantitative

polymerase chain reaction (= PCR v realném case, real-time PCR)

PBS ..o fosfatovy pufr, phosphate-buffered saline



PD-1.iiiiiiiiiceeei antigen 1 programujici bunécnou smrt, programmed cell death 1
RL/2/3..cciiiiii replikat 1/2/3

RLT pufr ..o RNA lyza¢ni pufr

RNA ..o ribonukleova kyselina, ribonucleic acid

FRNA. ... ribosomalni ribonukleova kyselina, ribosomal ribonucleic acid

RS buiiky.....ccovvvviiiiiinn, Reed-Sternbergovy bunky

RTG .o rentgen

SLAMFT ..ooiviiiiiiiiiiiens ¢len 7 rodiny signalnich lymfocytarnich aktivacnich molekul,
signaling lymphocytic activation molecules family member 7

SLL cie lymfom z malych lymfocytii, small lymphocytic lymphoma

TAA antigeny asociované s nadory, tumour-associated antigens

Te-lymfocyty ....ooevvnenene cytotoxické T-lymfocyty

TCR o T-bunéény receptor, T-cell receptor

TGF-Bueiiiiiiiiiiiiieiee transformujici rustovy faktor B, transforming growth factor 3

Th-lymfocyty .....cccoevenee pomocné T-lymfocyty, helper T-cells

TIL buniky ..oooveverveieeniiens nador infiltrujici lymfocyty, tumour infiltrating lymphocytes

tRNA ... transferova ribonukleova kyselina, transfer ribonucleic acid

TSA o antigeny specifické pro nadory, tumour-specific antigens

VAD reZim.....ccooevreninnnns rezim kombinované 1é¢by vinkristin-adriamycin-dexametazon

VEGF ... vaskularni endotelovy rustovy faktor, vascular endothelial growth
factor

WHO ..o Svétova zdravotnicka organizace, World Health Organization

WM i, Waldenstromova makroglobulinémie



UvVoD

Mnohocetny myelom je i pfes neustaly vyvoj 1ékti a léCebnych strategii stale
nevylécitelna hematologicka malignita. Je charakterizovana zvySenou proliferaci a akumulaci
abnormalnich plazmatickych bunék. Cilem protinddorové terapie je dosazeni remise nemoci,
pfi¢emz se uplatiiuje nékolikero komplexnich terapeutickych postupti. Ugelem 16¢by je jednak
nic¢eni patologickych buné¢k a jednak feSeni komplikaci, které jsou disledkem nemoci. Navic
je nutné pocitat i s nezddoucimi Géinky 1é¢iv, kterych se pii 1é€bé projevuje cela fada, a to
V zavislosti na senzitivité pacienta.

Predkladana diplomova prace se zabyva stanovenim miry exprese ligandi MICA a
MICB na builkkdch mnohocetného myelomu v zavislosti na koncentraci aplikované
chemoterapie pomoci real-time PCR.

Vedle chemoterapie se lze ¢im dal Castéji setkat s moznosti vyuziti imunoterapie ¢i
kombinované 1é¢by (chemoterapie + imunoterapie). Bylo pozorovano, Ze protirakovinna
ucinnost nékterych chemoterapii je c¢astecné zplisobena stimulaci imunitniho systému
Kk eliminaci nadorovych bunék. Z toho vyplyva, ze kromé ptimého u¢inku chemoterapie na
nadorové bunky jsou nékteré latky schopny i uéinku nepiimého, a to prostiednictvim
indukovanych NK bun¢k. Na nadorovou buiiku tedy ptsobi vice nez jeden mechanismus
koncici jeji apoptozou.

V poslednich dvou desetiletich zlepSily své klinické vysledky u pacientl
s mnohocetnym myelomem nové latky zvané jako inhibitory proteazomu. Jedna se naptiklad
o uc¢innou latku bortezomib, ixazomib nebo carfilzomib.

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni vhodné koncentrace zminénych
chemoterapeutik Kk vyuziti v imunomodulaéni terapii s dirazem na schopnost NK bun¢k
eliminovat nadorové builkky pomoci jejich cytotoxickych mechanismi. NK bunky jsou
vrozeni prirozeni zabijeci, ktefi hraji dulezitou roli v protinddorovém imunitnim dozoru. Na
rozdil od jinych bun€k imunitniho systému nevyzaduji NK buiky specificky nadorovy
antigen pro rozpoznani cile. Taktéz se ukazalo, Ze je mozné tyto bunky stimulovat k vétsi
reaktivité pravé zvysenou expresi ligandi MICA a MICB. NK buiiky maji na svém povrchu
prislusny NKG2D receptor, ktery je schopen tyto stresem indukované proteiny rozpoznat a

zahajit cytotoxickou reakci viici nadorovym buitkam.
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TEORETICKA CAST

1 HEMATOPOEZA

Pro zajisténi vSech funkci krve je nezbytd neustidld produkce zralych krevnich
bunécnych komponent. Proces tvorby krevnich bunék je oznacovan jako hematopoéza
(krvetvorba). Je to dynamicky a piisné regulovatelny déj, ktery zajistuje dozravani piiblizné
10 miliard bun€k denné¢ tak, aby byly jejich absolutni 1 relativni poCty v periferni krvi, tkdnich

a lymfatickém systému prizptisobeny aktualnim potfebam organismu [1, 2].

1.1 Lokalizace hematopoézy

Primarni mista hematopoézy se v pribéhu zivota méni. Krvetvorba ¢lovéka mé dvé
odlisné faze — prenatdlni (pfedporodni) a postnatilni (poporodni). Obecné se dd prenatdlni
krvetvorba rozdé¢lit na tii obdobi — mezoblastové, hepatolinealni a medularni obdobi.
V obdobi mezoblastového vyvoje je lokalizovana nejprve do oblasti krevnich ostravki ve
Zloutkovém vacku. Asi ve 4. tydnu Zivota se primitivni cévy zloutkového vacku propoji
S cévnim systémem embrya. Mezoblastové obdobi trvd asi do 10. tydne nitrodélozniho
vyvoje. Zaroven se po 6. tydnu objevuje hematopoéza v hepatocytech a vzapéti i sleziné
(hepatolinealni obdobi). Nakonec tento ukol piejima kostni dien, tzv. medularni hematopoéza,
ktera za¢ina okolo 4. mésice téhotenstvi [2, 3, 4].

U dospélého ¢lovéka probiha vyvoj a dozravani krevnich buné€k v kostni dieni (tzv.
medularni hematopoéza) a Vv lymfatické tkani v lymfatickych wuzlindch. Medularni
hematopoéza je zachovana zejména v télech obratlli, hrudni a panevni kosti. Jatra a slezina si
zachovavaji rezidualni schopnost hematopoézy, ktera miZze byt za urcitych okolnosti
aktivovana i v dospélosti — tzv. extramedularni hematopoéza. K opétovné aktivaci mize dojit
za patologickych stavli, napf. pii hemolyze, myeloproliferativnim onemocnéni apod.
Hematopoéza méa u zdravého c¢lovéka velkou rezervu, dle potfeby mize mnohonasobné

(az 10x) zvysit produkci jednotlivych krevnich element [1, 3, 5].

1.2 Vyvoj krevnich komponent

Hlavnim hematopoetickym organem je kostni difeii. Je zde piitomen ,pool*
hematopoetickych kmenovych bunék (HSC, hematopoietic stem cell). Protoze davaji za vznik
vSem typim krevnich buné€k, jsou Casto oznaCovany jako pluripotentni hematopoetické
kmenové buiky. HSC maji schopnost jednak délit se na zralej$i multipotentni progenitorové
bunky a jednak udrzovat v kostni dfeni staly pocet téchto prekurzoru (sebeobnova). Soucasna
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sebeobnova a diferenciace je zajiSténa asymetrickym délenim, pfi kterém vznikd jedna
dcefina buiika identicka s matefskou a vice diferencovand buiika dcetind. Progenitorové
buniky jsou pak schopné se rozd¢lit na rostouci specializované buiiky, coz je proces, ktery se
opakuje a nakonec vede ke zralym leukocytim (bilé krvinky), erytrocytim (Cervené krvinky)
i trombocytim (krevni desticky) [3, 6, 7].

Principem hematopoézy je tedy postupna proliferace a diferenciace HSC do bunék
progenitorovych, prekurzorovych a dale do zralych (maturovanych) bun¢k. Tato fada d€leni
vytvaii vétveni jednotlivych vyvojovych drah a dochéazi k exponencialnimu nértstu poctu
dcefinych bunék. HSC davd vzniknout dvéma typim progenitori — lymfoidnimu a
myeloidnimu. Spole¢ny lymfoidni progenitor diferencuje béhem lymfopoézy do dalSich
prekurzorovych bungk, jejichz diferenciace a proliferace vede ke vzniku zralych B-lymfocytu,
T-lymfocyti a NK bunék (pfirozeni zabije¢i, natural Killer cells). V pribéhu myelopoézy
vznikd ze spolecného myeloidniho progenitoru zbytek leukocytii, erytrocyty a
megakaryocyty. Na jaky typ bunék se HSC a progenitorové bunky rozdéli rozhoduji do
znatné miry specifické signalni faktory jako jsou hemopoetické rhstové faktory
(hemopoetiny), nervové a humoralni vlivy a ptivod latek potiebnych pro krvetvorbu [1, 6, 8,
9].

1.2.1 Leukopoéza

Leukopoéza je proces zodpovédny za tvorbu leukocytd neboli bilych krvinek. Kazdy
typ bilé krvinky vznikd ze samostatné prekurzorové bunky. Leukocyty lze rozdé€lit na
granulocyty a agranulocyty. Neutrofily, eozinofily a bazofily jsou nazyvany jako granulocyty
kvili cytoplazmatickym granulim, jejichz zbarveni dava témto bunkam charakteristicky
vzhled v krevnich natérech. Mezi agranulocyty se pak fadi lymfocyty a monocyty. Lymfocyty
jsou jediné krevni elementy, které vznikaji v lymfoidni fad¢, ostatni leukocyty vznikaji ze

spole¢ného myeloidniho progenitoru [3, 6].

1.2.1.1 Lymfopoéza
Produkce novych lymfocytl neboli lymfopoéza je vzhledem k zadsadnim regulacnim
funkcim lymfocytl v imunitnich pochodech pomérné slozity vyvoj. Probiha nejdiive
V priméarnich lymfoidnich tkdnich — kostni dfefl a brzlik. Zralé bunky opoustéji primarni
lymfatické orgdny krevni cestou a osidluji tzv. sekundarni lymfatické organy (lymfatické
uzliny, slezina a slizni¢ni lymfaticka tkan), v nichz se lymfocyty setkavaji s antigeny [3, 6].
Cast populace lymfoidnich multipotentnich bungk migruje prostiednictvim cirkulace

krve do brzliku, kde se dale diferencuji na T-lymfocyty (odvozeno od lat. slova Thymus,
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brzlik). Krom¢ lokalizace diferenciace se od sebe jednotlivé lymfocyty liSi specifickymi
povrchovymi CD znaky (cluster of differentiation) na bunéénych membranach. Vsechny zralé
T-lymfocyty nesou povrchovy marker CD3+. Vyvoj téchto bun¢k se ¢asné rozdéluje do dvou
odli$nych subpopulaci, a to na cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty, CD8+) a helperské
neboli pomocné T-lymfocyty (Tw-lymfocyty, CDA4+). Dozravajici T-lymfocyty neboli
thymocyty prochazeji ptisnou selekci. Tento dozravajici proces piecka jen asi 1-2 % bunék
(pozitivni selekce). Ostatni T-lymfocyty, zejména ty, které by byly schopny rozlisit vlastni
antigeny, jsou likvidovany apoptézou (negativni selekce). Po vyplaveni do obéhu setrvavaji
T-lymfocyty po rizné dlouhou dobu v obvodové krvi a poté prechazeji do lymfatickych tkani,
odkud se zase mohou vracet zpét do krevniho ob&hu. Vétsina T-lymfocytl preziva nékolik
mésici az let, mald ¢ast jen kratce (10-20 dni). Nasledujici Obrazek 1, ptedstavuje

zjednoduseny vyvoj T-lymfocyt véetné CD znak [6, 9, 11].

Kostni dienn | Kiura brzliku Dren brzliku
Sekundarni
‘ m | lymfatické
— o organy
Negativni a CD4—
‘ » ‘ » ‘ B pozitivni CDS8+
selekce 5 Sekundarni
CD4- CD4- CD4+ ‘ » lymfatické
CDS8- CD8- CD8&+ organy
CD4+
CD8-

Obrazek 1. Lymfopoéza — T-lymfocyty [10]

Prvni  zobrazenou bunkou je dvojité negativni (CD4—CDS8—) T-lymfocytarni
prekurzor. Prekurzor vstupuje do brzliku, kde dozraje ve dvojité pozitivni thymocyt
(CD4+CDS8+). Thymocyty, které podlehnou pozitivni selekci, vstupuji do medularni casti
(drené) brzliku bud jako zralé Tc-lymfocyty (nahore) nebo Twu-lymfocyty (dole). Zralé

T-lymfocyty mohou nasledné vycestovat do sekundarnich lymfatickych organii.

Zbytek lymfoidni fady zistdva v kostni dieni a davd vzniknout B-lymfocytim
(odvozeno od lat. slova Bursa Fabricii, imunitniho organu u ptakd, kde byly B-lymfocyty
poprvé objeveny). Béhem svého vyvoje prochazeji B-lymfocyty né€kolika stadii (viz Obrazek
2). Vprvni fazi vyvoje pro-B-lymfocytu v kostni dieni pieskupuji své imunoglobulinové
geny. Tato fize neni zavisld na antigenu, ale na interakcich s bunkami kostni dfené.
Vysledkem prvni faze je nezraly B-lymfocyt, ktery nese antigenni receptor ve formé
povrchového imunoglobulinu M (IgM). Tyto nezralé B-lymfocyty pak opoustéji kostni dien a

kon¢i v sekundarnich lymfatickych organech, kde po stimulaci cizim antigenem dokon¢i sviyj
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proces zrani. Zralé B-lymfocyty, které jsou v poslednim stadiu stimulovany a aktivovany
setkdnim se specifickym cizim antigenem, proliferuji a diferencuji se na pamétové a
plazmatick¢ bunky vyluCujici protilatky. Na rozdil od B-lymfocyt, které maji Ig
(imunoglobuliny) vazané na povrchu, Ig plazmatickych bunék jsou cytoplazmatické, protoze
jsou vytvareny k sekreci. Pfechod v jednotliva vyvojova stadia je op€t spojen s masivnim
uhynem nespotiebovanych nebo poskozenych bunék. Vétsina B-lymfocyt preziva 10-20 dnt

[6, 9, 12].

59 4 : r . i
Kostni dieii Sekundrni lymfatické {
organy
Stimulace
antigenem , :
\ ~
aff ~ \\
‘ L A"
Nezraly Aktivovany Pamétova Plazmaticka
A e B-lym B-lym buika burka

Obrdazek 2: Lymfopoéza — B-lymfocyty [10]

Béhem vyvoje B-lymfocytii dochdzi K cetnym zmeéndam v tvorbé CD znakii (CD zmény
nejsou vyobrazeny). Po dokonceni vyvoje v oblasti kostni drené jsou B-lymfocyty vyplavoviny
do sekunddrnich lymfatickych organii (napr. do sleziny). Tam se B-lymfocyty setkdvdji s cizim
antigenem, cimz jsou stimulovany k aktivaci a preméné bud na pamétové, nebo plazmatické

buriky.

T-lymfocyty a B-lymfocyty jsou casteéné schopny sebeobnovy. Lymfoidni buiky
kolujici v periferni krvi jsou v tzv. klidovém stavu. Po setkani s cilovymi antigeny (muze jit o
infek¢ni agens, tumory nebo i té€lu vlastni nepatologické antigeny v pifipad€ autoimunitnich
onemocnéni) se lymfocyty aktivuji a méni se v lymfoblasty. Lymfoblasty jsou zpravidla vétsi
nez lymfocyty a maji zvySenou rychlost syntézy RNA (ribonukleova kyselina, ribonucleic
acid) a proteini. Mohou dale proliferovat a vyvijet se v tzv. efektorové formy lymfocyti
v podobé¢ pamétovych bunék (B-lymfocyty i T-lymfocyty), plazmatickych bunék
(B-lymfocyty) nebo cytotoxickych bunék (T-lymfocyty). V krvi ani v hemopoetickych
organech nelze, krom¢ plazmatickych bun¢k, morfologicky rozlisit jednotlivé lymfocyty a
jejich vyvojova stadia. KrozliSeni se vyuzivd hlavné jejich povrchovych znaki a

imunologickych vlastnosti [6, 8, 9].
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Treti subpopulace lymfocytl, kam se mulze spolecny lymfoidni progenitor
diferenciovat, jsou NK buiiky. Jsou to velké bunky podobné lymfocytim s vyraznou
granularni cytoplazmou. Na rozdil od ostatnich lymfocyti nezprostfedkovavaji NK bunky
adaptivni antigenné specifickou imunitu. Jsou schopny pusobit cytotoxicky na buriky
infikované virem nebo nékteré nadorové builky a tim je rychle zabijet. Hlavnim signalem je
pro NK buiky zména exprese povrchovych molekul bunék. Jejich granula obsahuji
lysozomalni enzymy, granzymy a perforiny, které jsou schopny porusit cytoplazmatickou
membranu cilové buiky a tim vyvolat jeji Iyzu. Po aktivaci NK buriky také rapidné uvolnuji

sirokou skalu cytokint, které slouzi k formovani adaptivnich imunitnich reakei [6, 9, 13].

1.3 Poruchy vyvoje krevnich elementu
Pro uvedeni této kapitoly je k dispozici Tabulka 1 zobrazujici zastoupeni jednotlivych
krevnich buné€k u dospélych jedinch v periferni krvi za normalnich podminek.

Tabulka 1: Referencni meze krevniho obrazu u dospélych [3]

Typ bunék Pocet bunék /1
Erytrocyty Zeny 3,8-5,2 x 102
Muzi| 4,0-5,8 x 10*2
Leukocyty 4,0-10,0 x 10°
Neutrofilni segmenty 2,0-7,0 x 10°
Neutrofilni tyce 0,05-0,15 x 10°
Lymfocyty 0,8-4,0 x 10°
Monocyty 0,08-1,20 x 10°
Eozinofily 0,0-0,5 x 10°
Bazofily 0,0-0,2 x 10°
Trombocyty 150-400 x 10°

1.3.1 Poruchy leukocytarniho systému

Vzhledem k tomu, Zze maji bilé krvinky vcelku kratké Casové rozpéti v periferni
cirkulaci, mohou byt zmény v mnozstvi nebo kvalité konkrétnich bun¢k velmi vyrazné. Pokud
je bunécna linie zvySena, pfipona pouzitd ke zvySeni je ,,-cytdéza“ nebo ,,-filie*. Naopak
pfipona pouzivand pro oznaceni poklesu buné¢né linie je ,,-penie”. Kromé kvantitativnich
zmén leukocytl existuji taktéZ choroby zplisobené kvalitativnimi zménami (v morfologii nebo

funkcei) leukocytu [2, 8].
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1.3.1.1 Kbvantitativni poruchy

Jakékoli snizeni ¢i zvySeni urcitého typu bunck signalizuje jedinecnou reakci
organizmu na razné infekce nebo jiné podnéty. Tyto stavy jsou obvykle piechodné a jakmile
se zakladni stav samovoln¢ vyftesi, vétSinou se poCty vrati k normalu [8].

Neutropenie je snizeni po¢tu neutrofilnich granulocytt v periferni krvi pod 1,5 x 1091
(u dospélych). Termin agranulocytdza se vyuziva pro extrémni snizeni ¢i uplnou absenci této
populace. Klinicky zavaznym problémem byvaji polékové neutropenie, které vznikaji
v disledku celé fady mechanismu po expozici riznym léCiviim. Naopak pfi¢inou neutrofilii
mohou byt infekce, zanéty, obezita ¢i t€hotenstvi [3].

K odhaleni eozinopenie je nezbytné znat absolutni pocet eozinofili. Pficinou jsou
zavazné zanétlivé reakce a infekce, pii nichZ dochazi k uvoliiovani adrenalinu. Vyznamnéj$im
nalezem je eozinofilie, kdy pocet eozinofili v periferni krvi pfesahuje hodnoty 0,5 x 10%I.
Pficinou mize byt velkd Skala onemocnéni, napi. dermatitidy, alergickd, virova nebo
parazitarni onemocnéni, ale i rizné typy nadorovych onemocnéni [5].

Bazopenie provazi naptiklad akutni revmatické horecky a 1é¢bu kortikosteroidy.
Bazofilie je bé&Zné spojovana s chronickou myeloidni leukémii, ale také s alergickymi
reakcemi nebo infekcemi [3, 5].

Lymfopenie je pokles lymfocyti v periferni krvi pod 1 x 10%I, ktery piisobi jako
nezavisly prediktor infekce. V souvislosti s lymfopenii je tfeba rozliSovat, zda se jedna o
pokles T-lymfocyti nebo B-lymfocytid. Nejéastéjsi pfic¢inou byvaji maligni onemocnéni.
Absolutni pocet lymfocyti cirkulujicich v periferni krvi se lisi v zavislosti na véku. U malych
déti ve veku od 1 do 4 let je normalni, Ze maji relativni lymfocytézu. Vedle pocetnich zmén je
vSak nutné také brat v potaz i morfologické a funkéni odchylky leukocyt. Zdaleka
nejbéznéj$im onemocnénim vykazujici variace v lymfocytech je infekéni mononukledza.
Mezi dalsi piic¢iny lymfocytozy se fadi rizné virové i bakterialni infekce [3, 8, 16].

Monocytopenie je definovana jako hladina monocyt pod 0,1 x 10%1. Je pozorovana u
ptipadil aplastické anémie, t€zkych tepelnych poranénich nebo kortikoterapii. Vice Casté je
monocytoza (vice nez 1 x 10%1), ktera miize byt pozorovéana u celé fady patologickych stavi.
NejcastéjSimi pricinami jsou chronické infekce, jako napt. tuberkuldza, ne/hematologické

malignity a dalsi [17].

1.3.1.2 Kyvalitativni poruchy
Kvalitativni zmény bilych krvinek probihaji bud’ v jadfe, nebo v cytoplazmé. Tyto

zmény jsou klasifikovany jako vrozené nebo ziskané, pficemz ziskané vady jsou pozorovany
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mnohem Castéji. Peclivé prezkouméani krevniho natéru pacienti odhali mnohé
z diskutovanych zmén. Napiiklad kromé zvySeni poctu segmentovanych neutrofill, které
vedou k neutrofilii nebo posunu doleva, mohou byt pfi rozvoji infekce pozorovany toxické
zmény leukocytii. Mezi né fadime toxickou granulaci, toxickou vakuolizaci a pifitomnost
Dohleho télisek [8].

Toxicka granulace je nadmérna granulace co do mnozstvi a intenzity. V neutrofilech
se obvykle objevuji shluky toxickych granuli a nékdy je granulace tak velkd, ze pfipomina
bazofilni granule. Spolecné s toxickou vakuolizaci, kdy se v cytoplazmé objevuji velké ¢i
malé vakuoly, provazi infekce a septické stavy [5].

Doéhleho téliska neboli inkluze jsou syt€é modré utvary vyskytujici se v blizkosti
cytoplazmatické membrany. Jsou ¢asto pozorovany u neutrofilii, monocytli a mén¢ Casto i
lymfocytt. Jejich vyskyt doprovazi infekce, popéleniny ¢i 1écba cytostatiky. Nékdy je lze
pozorovat i v prabéhu nepatologickych stavi, jako je t¢hotenstvi [8].

Jaderné abnormality leukocytli zahrnuji stav zvany hypersegmentace (vice nez 5
jadernych segmentil), ktery je obvykle pozorovan u megaloblastickych procesii nebo pfii

nedostatku vitaminu B12 [5].

1.4 Hematologické malignity

Hematologické malignity jsou choroby vznikajici z hemopoetickych bunék bud’ zcela
nezralych, kdy odchylka zacina jiz v kmenovych buikéach, nebo z bun€k na urcitém stupni
vyvoje. Je to tzv. klonalni vyvoj, kdy v jedné buinice vznikne zména v genetické vybavé, kterd
predstavuje pro buniku ristovou vyhodu. V dcefinych buiikach se tato odchylka opakuje, a tak
vznika populace nadorovych komponent, ktera je postupné diky svym vlastnostem schopna
utla¢ovat normalni krvetvorbu [3].

Hematologicka nadorova onemocnéni Ize tfidit na nemoci myeloidni a lymfoidni.
Myeloidni vychézeji z myeloidni kmenoveé buiiky, ze které za normélnich okolnosti vznikaji
erytrocyty, granulocyty, monocyty a trombocyty. Lymfoidni nadory vychazeji z lymfoidni
linie (T-lymfocyty a B-lymfocyty, NK buriky). Dalsi d€leni malignit rozliSuje nadory akutni a
chronické. Akutni onemocnéni vede ke smrti nemocného obvykle v tydnech az mésicich,
zatimco chronické umoznuje pieziti v mésicich az letech. Vzhledem k zaméfeni této prace

budou dale popsany pouze lymfoidni malignity [3].
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1.4.1 AKkutni leukémie

wrwe

Akutni leukémie (AL) jsou neoplastické poruchy hematopoézy, které jsou zapii¢inény
maligni transformaci krvetvornych bunék v Casném stadiu jejich vyvoje. Pfi¢iny AL jsou
z velké ¢asti neznamé. Nicméné predpoklada se, ze zvySeny vyskyt AL muze zpisobovat
dlouhodobé vystaveni ionizujicimu zafeni nebo napt. benzenu ve vzduchu. Nékteré léky
pouzivané k lécb¢é rakoviny, jako jsou napt. alkylac¢ni cCinidla, jsou také spojovany se

zvySenym vyskytem AL [18].

1.41.1 Akutni lymfoblastové leukémie

Akutni lymfoblastova leukémie (ALL) je maligni onemocnéni, které se vyviji
Vv dtsledku mutace lymfoidnich prekurzorovych bun¢k, které maji svlij ptivod v kostni dfeni
nebo brzliku, v urCité fazi zrani. Leukemické bunky se trvale hromadi v intramedularnich a
extrameduldrnich mistech a neustdle soutézi s normalni tvorbou a funkci hematopoetickych
bunck. To méd za nésledek anémii, trombocytopenii, neutropenii, stejné jako piremnoZeni
lymfoblastd ve tkanich jako jsou jatra, slezina, lymfatické uzliny atd. [8].

ALL prevazuje u déti a predstavuje asi 80 % piipadi AL v détstvi. Vrchol incidence
byva mezi 3.-5. rokem véku. Druhé maximum incidence byva ve v€ku nad 80 let. ALL u

Na zaklad¢ exprese marker na bunécném povrchu se ALL déli podle WHO (Svétova
zdravotnickd organizace, World Health Organization) na dva odlisné podtypy:
B-lymfoblastové leukémie (B-ALL), pfedstavujici pfiblizné 85 % ptipadu a T-lymfoblastové
leukémie (T-ALL), které tvofi piiblizné 15 % piipadi. U B-lymfoblastové leukémii je Casté
postizeni 1 jinych tkani nez periferni krve a kostni dfen€, jedné se o centralni nervovy systém,
uzliny, jatra nebo slezinu. T-ALL casto postihuje brzlik, pti rychlém rtstu takto lokalizované
masy muze byt prvnim projevem onemocnéni dechova tiseil, neni vzacny pleurdlni vypotek.
Mize taktéZ postihovat i dalsi tkané, zde jsou nejCastéjsi infiltrace kliZe, tonzil, jater nebo

sleziny [3, 20].

1.4.2 Lymfoproliferativni syndrom

Lymfoproliferativni poruchy zahrnuji ty poruchy lymfocytl, u kterych dochazi ke
klonalni, maligni proliferaci riznych stadii vyvoje B-lymfocytii, T-lymfocyti, pfipadné NK
bunck. Maji-li tato onemocnéni piivod v nezralych, tzv. prekurzorovych buiikach
(lymfoblasty), pak jde o lymfoblastické leukémie. To jiz bylo diskutovano v kapitole o
akutnich leukémiich [3].
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Lymfoproliferativni stavy postihuji lymfatické tkané, tzn. uzliny, jatra, slezinu a taktéz
kostni dfen, pfipadné mohou vznikat i v extralymfatickcych organech. Tyto stavy jsou
nazyvany lymfomy. V piipadech, kdy jsou nadorové buinky od pocatku onemocnéni
Vv periferni krvi, mluvime obvykle o leukémiich. Rozdily mezi lymfomy a leukémiemi se
Casto stiraji, protoze lymfom mize leukemizovat a leukémie naopak tvofit tumoriformni léze.
Do lymfoproliferativnich poruch se fadi i poruchy plazmatickych bunék. Kazda z téchto
skupin ma nekolik spole¢nych rysii. Tato onemocnéni postihuji piedev§im osoby vyssiho
veéku, jsou chronické, postupuji pomalu a vétSina komplikaci souvisi s oslabenou imunitni

schopnosti [8].

1.4.2.1 Hodgkiniiv lymfom

Hodgkintv lymfom (HL), zvany také jako lymfogranulom, pfedstavuje vyznamné
lymfoproliferativni onemocnéni vychdzejici z lymfatické tkéné€. Je to jeden z nejCastéjSich
lymfom1 (ptedstavuje asi 30 % vSech lymfomt) u muzi ve vékové skupiné kolem 20 let.
Vznikaji vétSinou v krénich uzlinach, pfi€emZ si pacienti st€zuji na bolest v této oblasti.
Jedinci, ktefi byli v minulosti vystaveni viru Eppstein-Barrové mohou byt zraniteln&j$i vici
HL [8].

Diagnostika se provadi na zakladé bunénych rysi pozorovanych v biopsii
lymfatickych uzlin. V natéru periferni krve ani kostni diené diagnostické buiiky nejsou
pozorované. Podstatou nemoci je pfitomnost Reed-Sternbergovych bunék (RS bunék) a
Hodgkinovych buné¢k, jakozto jejich mladSich prekurzort. Ty wvznikaji z poskozenych
B-lymfocytd, které unikly apoptdze [19].

Do skupiny HL patii dvé odlisné jednotky. VétSinu piipadld tvoii klasicky HL a
vyjimecnym nalezem je nodularni HL s predominanci lymfocytd. Dle WHO klasifikace
krevnich chorob se pak klasicky HL rozd¢€luje na: subtyp moduléarni skler6zy, subtyp smisené
bunécnosti, na lymfocyty bohaty Hodgkintiv lymfom a na subtyp lymfocytarni delece. Lisi se

Vv lokalizaci nalezenych RS bunék v uzlinach a bolestivosti téchto uzlin [19].

1.4.2.2 Non-Hodgkinav lymfom

Non-Hodgkinovy lymfomy (NHL), jsou vSechny ostatni lymfomy, které nejsou
hodgkinského typu. Od HL se NHL lisi morfologickym i biologickym chovanim a klinickym
pribéhem. Je trikrat ¢astéjsi nez HL a vyskytuje se ve vSech vékovych kategoriich. Mlize se
projevovat jako nebolestivé postizeni krénich lymfatickych uzlin a mlze se rozsifit i do
gastrointestindlniho a dychaciho systému, klize, jater a sleziny. Rozsah Sifeni mize byt vice

sporadické a lymfomové bunky lze nalézt i v periferni krvi [2, 8].
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Nekteré z non-Hodgkinovych lymfomu jsou uvedeny v dalsich kapitolach.

1.4.2.3 Chronicka lymfaticka leukémie

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL, chronic lymphocytic leukemia) je zpisobena
klonalni proliferaci B-lymfocytii a je nejcastéjsi chronickou leukémii s prednosti muzii oproti
zenam. Median véku pii stanoveni diagnézy je 65 let. U tohoto typu leukémie se piedpoklada
geneticka predispozice [8].

Plurélni termin ,,chronické lymfatické leukémie® se pouziva pro Sirsi skupinu nemoci,
jez se charakterizuji akumulaci vyzralych B-lymfocyta s postupnou infiltraci kostni diené,
miznich uzlin, sleziny, a nakonec se rozlévaji do periferni krve. V krevnim natéru jsou
nachazeny prevazné malé zralé B-lymfocyty s izkym lemem cytoplazmy a kondenzovanym
jadrem bez jadérka. Vzhledem Kk tomu, ze jsou tyto lymfocyty velmi fragilni, zjistujeme
Vv nalezu velké mnozstvi jadernych stinli a rozpadajicich se bunék [3, 19].

Bunikky CLL maji charakteristicky imunofenotyp definovany koexpresi znakii CDS,
CD19 a CD23. K odliSeni CLL od ostatnim lymfoidnich malignit mize dobte poslouzit znak
CD200, ktery je u CLL siln¢ exprimovan [22, 23].

Identicky imunofenotyp mé i onemocnéni s ndzvem lymfom z malych lymfocytl
(SLL, small lymphocytic lymphoma). Zasadnim rozdilem mezi SLL a CLL je nesplnéni
kritéria pro lymfocytozu v periferni krvi u SLL [24].

1.4.2.4 Vlasatobunééna leukémie

Vlasatobunécéna leukémie (HCL, hairy cell leukemia) je vzacna B-lymfocytova
malignita, kterd je odvozena od vlasovych vyb&zkid mononuklearnich bunck. Klicovou
morfologickou entitou je tedy kiehce vypadajici mononuklearni bunka s vlaskovitymi
vybézky cytoplazmy. Pfedstavuji pfiblizné 50 % bunck pozorovanych v natéru periferni krve.

Tyto bunky nakonec infiltruji kostni dfen a slezinu, coz vede k trombocytopenii [8].

1.4.3 Malignity z plazmatickych bunék

Malignity  z plazmatickych bunék jsou klonalni proliferativni onemocnéni
B-lymfocyti, respektive plazmatickych bungk, které jsou charakterizovany zvySenou sekreci
jednoho homogenniho Ig produktu. Vytvotfeny patologicky Ig zobrazuje pfti elektroforéze
taktka identicky vysledek jako Ig zdravého Cloveéka. Rozdilem je zfetelné viditelny vysoky

vrchol pro gama fetézec imunoglobulinu, tzv. M-komponenta (viz Obrazek 3) [21].
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Normalni Patologicky
Albumin Ig Albumin Ig

Alfa, Alfa, Beta Gama

Alfa, Alfa, Beta

Obrazek 3: Vzor elektroforézy sérovych proteinii u zdravého pacienta a napr. u pacienta
s mnohocetnym myelomem [25]

Normdalni a patologicky (abnormdalni) 1g vykazuji rozdil v podobé vysokého vrcholu

gama retezce imunoglobulinu, tzv. M-komponenta.

Krom¢ mnohocetného myelomu, ktery bude popsan v samostatné kapitole, se do

malignit plazmatickych bun¢k da zatadit i Waldenstromova makroglobulinémie (WM).

1.4.3.1 Waldenstromova makroglobulinemie

Waldenstromova ~ makroglobulinemie  je dle WHO  definovana  jako
lymfoplazmocytarni lymfom infiltrujici kostni dfen, ktery produkuje monoklonalni
imunoglobulin M (M-1gM). Tato definice jasné odli§ila WM od jinych lymfoproliferativnich
jednotek, které také mohou produkovat M-IgM [19].

V periferni krvi mize byt nalezem lymfocytéza s pfitomnosti malych B-lymfocyti,
plazmocytoidnich lymfocytl a plazmatickych bun¢k. Kromé postizeni kostni dfené¢ mlze mit
pacient zvétSenou slezinu, jatra a lymfatické uzliny [21].

U WM se predpokladaji genetické vlivy, protoze az u 20 % nemocnych jde o
familiarni vyskyt. Pacienti byvaji star§i, bez ohledu na pohlavi. A¢koli u téchto pacienti
neexistuje zadny jedineCny profil pfiznaka specifickych pro WM, vétSina z nich ma bolesti
hlavy, zavraté, zrakové problémy a vazné problémy s koagulaci. Vzhledem k tomu, ze je IgM
velka molekula, m4 schopnost obalovat krevni desticky, branit jejich funkci, interferovat

s koagula¢nimi faktory a zpUsobit potencilni neurologické a trombotické komplikace [8].
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2 MNOHOCETNY MYELOM

Mnohocetny myelom (MM), nékdy oznacovan také jako plazmocytarni myelom, je
lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované klonalni proliferaci a akumulaci
neoplasticky transformovanych plazmatickych bun¢k v kostni dieni. Infiltraci kostni dfené
stanoveni diagnézy MM je nezbytné nutné prokazat pfitomnost klonalni populace
plazmatickych bun¢k v kostni dfeni. Pro MM je typicka pfitomnost M-Ig v periferni krvi
(séru) a/nebo v moci. Dle pfitomnosti imunoglobulinu lze MM d¢lit na sekrenujici a
nesekrenujici typ. MM je dale spojeny s postizenim skeletu a destrukci kosti ve formé

osteolytickych 1ézi nebo osteopordzy [19, 21, 26, 27].

2.1 Etiopatogeneze

Mnohocetny myelom ptedstavuje jednu ze tii nejcastéjSich hematologickych malignit
a jeho incidence je 4,8/100 000. To znamena, ze kazdy rok onemocni piiblizné 5 osob na
100 000 obyvatel. Median véku v dobé diagnozy se pohybuje mezi 65-70 lety [28].

Rozvoj onemocnéni u pacienta zasadné ovliviiuje jeho geneticka vybava. Bylo
pozorovano, ze az u 36 % pacientd s MM se vyskytuje abnormalni chromozom 13. Aberace
na tomto chromozomu zahrnuji monozomii, delece nebo translokace. Pacienti s MM a
S chromozomalnim poSkozenim maji horsi prognozu, vyssi rychlost akcelerace onemocnéni a
snizené preziti [29].

Dale se pfedpokladd, Ze ke klonélni proliferaci plazmatickych bunék ptispiva n€kolik
environmentalnich a pracovnich faktort. Mezi né€ patii vystaveni radioaktivnimu zéfeni, prace
zahrnujici pouzivani organickych rozpoustédel, prace s toxiny, napf. v textilnim primyslu, a
jakékoli dalsi povolani, které¢ mlze primarn€ nebo sekundarné vystavit clovéka chemikaliim,

pesticidim nebo herbicidim [30].

2.2 Patofyziologie

Maligni mutace vznikd na urovni lymfocytu, ktery proliferuje a vyzrava do
patologickych plazmocytt, které jsou na rozdil od fyziologickych plazmatickych bunék
dlouhovéké. Tyto plazmocyty sekrenuji Cetné cytokiny, které zpusobuji projevy nemoci
(B-priznaky), viz kapitola Klinické ptiznaky (str. 19).

Zvysena aktivita plazmatickych bunék dale vede Kk odpovidajici zvySené aktivité

osteoklastti. Osteoklasty jsou velké mnohojaderné buniky v kostni dieni, které absorbuji kostni
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tkan. Opacnou funkci maji osteoblasty, které¢ kostni tkan opét ,,dostavuji” a spolecné se
podileji na remodelaci neboli prestavbé kosti. Za fyziologickych podminek je funkce
osteoblastli pfisné regulovana. Pii zvySené ,nekontrolované® aktivité¢ osteoklasti je ubytek
kostni hmoty nevyhnutelny a tato patologie obvykle vyvolava u pacienti s MM nejcasté;si
ptiznak — bolest kosti. Sérovy vapnik je také zna¢né zvySen v disledku tibytku kostni hmoty a
tato udalost miize vést k selhani ledvin nebo tvorbé ledvinovych kament [8].

Myelomové bunky ve vétsiné piipadi vytvareji monoklonalni imunoglobulin (M-1g),
a to bud’ kompletni molekulu, nebo pouze lehké fetézce. Obvykle je to imunoglobulin G
(1gG). M-Ig se muze v organismu chovat interné, tzn. projevuje se pouze svymi fyzikalnimi
vlastnostmi — ovlivnéni viskozity. Hyperviskozita v plazmé zpusobuje komplikace jako je
rozmazané vidéni nebo bolesti hlavy. Casto viak zptisobuje vlastni patologické projevy, kdyz
se vaze na uréité antigeny (nervova vlakna — neuropatie, depozita v ledvinach — nefropatie) ¢i
zasahuje do rovnovahy fyziologickych d&ja (hyperkoagulace ¢i hemoragicka diatéza) [8, 19].

Detekce M-Ig se dafi pomoci imunofixace u 93 % nemocnych, klasickou
elektroforézou se podaii M-Ig prokazat asi v 80 % ptipadd. U 20 % pacienti s MM neni
tvofena cela molekula M-Ig, ale jsou produkovany pouze monoklonalni lehké fetézce. Tyto
fetézce jsou metodou imunofixace prokazovany obvykle jen v moci. V séru se jejich prikaz
klasickou elektroforézou nedaii pro jejich nizkou koncentraci. Proto je nutno pfi podezieni na
MM vysetfit metodou imunofixace nejen krev, ale i mo¢ [19].

Nektefi nemocni trpi tzv. nesekrecnim MM, kdy ani v séru, ani moci neni M-Ig
pomoci imunofixace prokazan. Jednd se asi o 3 % piipadl, u kterych se vSak nékdy podati
novou metodou analyzy prokazat volné lehké fetézce v krvi [19].

V disledku prebytku lehkych fetézct (kappa a lambda, k a A) mohou néktefi jedinci
s MM tvofit zvlastni protein, zvany Bence-Jonesova bilkovina. Nachéazi se v moci v diisledku
sniZené filtrani schopnosti ledvin, nékdy vyvolané hyperkalcémii z vapniku uvolnéného pfi

,»niceni* kosti [8].

2.3 Klinické priznaky

Klasickou trojici pfiznakil tvoii tnava (v disledku anémie), bolesti kosti (v disledku
zvysené aktivity osteoklastil) a opakované infekce (v diisledku oslabené imunity). Pfiznaky se
obvykle zpocatku nevyvijeji, ale jak se pocet patologickych plazmatickych bunék zvysuje,
pacient zaznamendva prvni pfiznaky a jejich postupné zhorSovani. Pfi prvnim vySetfeni

pacienta s bolestmi zad nebo anémii je ve skutecnosti diagnéza MM casto piehlédnuta. Jeste
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vétsi problém to je u pacientll, ktefi trpi i jinym onemocnénim, napf. postmenopauzalni
osteopordza nebo revmatoidni artritida [8, 31].

Postizeni kosti provazi chronické bolesti zad a u 70 % pacienti s MM se ¢asem
obratle, jeho dislokace nebo stlaceni s naslednou kompresi michy. To zpiisobuje neurologické
funkéni poruchy hornich a/nebo dolnich koncetin [19].

Castym piiznakem miiZze byt rendlni selhani. V disledku zvy$ené infiltrace lehkych
fetézcti M-Ig do proximalnich tubuli nejsou tyto tubuldrni buniky schopné zpracovat veskeré
infiltrované mnozstvi a vratit je zpét do obchu, jako se to déje pti fyziologickych stavech.
Nezpracované lehké fetézce se pak dostavaji do moci. Zvysend koncentrace lehkych fetézct
V tubulech vSak ve svém dusledku posSkozuje tubuldrni builkky a vznikaji tak poruchy
tubularnich funkci. Prevenci aplného selhani ledvin je udrzovani diurézy nad 3 litry [19].

DalSimi ptfiznaky mize byt jiz zminéna anémie, trombocytopenie, neutropenie,
zvySovani viskozity vlivem M-Ig, ale i trombocytopatie v disledku interakce lehkych fetézct
M-1g s trombocyty. Cytopenie je vyjimetné jedinym projevem MM, kdy ostatni piiznaky
v ojedinélych pfipadech chybi [19].

2.4 Laboratorni diagnostika
Laboratorni diagnostika by se dala rozdélit na 3 pomyslnd hlavni stadia. Jedna se o
prikaz pfitomnosti kostnich lytickych lozisek, zvySeného poctu plazmocytii v kostni dfeni a

stanoveni M-1g v Krvi a v mo¢i [19].

2.4.1 Prukaz kostnich loZisek

Jelikoz bolesti kosti byvaji prvni stiznosti pacienta, mélo by byt provedeno rentgenové
(RTG) snimkovani. Obvykle je snimkovana pouze bolestiva oblast a pii zkoumani RTG
snimki se klade diiraz na peclivou kontrolu na nadmérnou osteopenii a lytické 1éze. Na
obrazku nize lze tyto léze z RTG snimku zietelné poznat (Obrazek 4). Mize byt zjisténa i
fraktury kosti, u kterych se pak zjistuje jejich pivod. Pokud neptedchazel uraz, ktery mohl
zlomeninu zpiisobit, vznika podezieni na patologickou frakturu v disledku poruchy kostni
tkan¢ [19].

Pokud po provedeni dalSich screeningovych vysetieni (budou uvedeny v dalSich
kapitolach) vznikne podezieni, Ze by potize nemocného mohly souviset s MM, provadi se
screeningové snimkovani skeletu (lebka, kréni, hrudni, bederni patet, Zebra, panev a stehenni

a pazni kost). Dale se snimkuji bolestivé oblasti, které nejsou v ramci screeningu bézné [19].

29



Obrazek 4: Bocni RTG snimek lebky pacienta s MM [32]

Obrazek vyse predstavuje typicky obraz mnohocetnych ostre ohranicenych Iytickych

lézi riizné velikosti. LozZiska jsou oznacena Sipkami.

Nevyhodou RTG je nizka senzitivita, kdy je pro zviditelnéni loziska nutny az
nckolikandsobny ubytek kostni tkang. Mnohdy je tedy ptitomna bolest zplisobena osteolyzou
bez zietelného nalezu na RTG snimku. To je situace, kdy je indikovano zobrazeni metodou
magnetické rezonance (MR) nebo vypocetni tomografie (CT, computed tomography).
Nahrazeni rentgenu za celotélovou MR neni z kapacitnich diivodi zatim mozné. Pomoci MR
podstatné diive, nez vznikne zdvazné poSkozeni kostni struktury. CT je vhodné jako metoda
volby pro zobrazeni téch Casti skeletu, které nelze jinak dobie zviditelnit klasickym RTG
snimkem (napft. lopatky, zebra, hrudni kost) [19, 32].

Z hlediska diferencialni diagnostiky a indikace k zahajeni terapie MM je nezbytné
odliSit asymptomatickou (,,doutnajici“) a symptomatickou formu MM. U doutnajiciho

myelomu, nejsou ptitomna osteolyticka loziska a pacient je zcela asymptomaticky [33].

2.4.2 Pocet plazmocyti a jejich morfologie v kostni dieni

V historii se pocet plazmocyti stanovoval pouze z roztéru aspiratu kostni dfené na
sklicku. Kostni dfeni byla ziskdvana metodou sternalni punkce. Tato metoda je stile hojné
vyuzivana, ma vSak né¢kolik tskali. Pii provadéni sterndlni punkce se vzdy do aspiratu
dostane urc¢it¢é mnozstvi periferni krve, kterd natfedi bunky kostni diené. Vysledny pocet
klonalnich plazmatickych bun¢k nemusi tedy vzdy dosahnout 10 %, jakozto diagnostického
hrani¢niho nalezu pro MM. Pokud je ovsem podezieni na MM, nasleduje V soucasnosti dalsi

test — histologické hodnoceni valecku kostni diené, ktery se ziskava trepanobiopsii z lopaty
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kosti kycCelni. Histologické vySetieni dale umoziuje stanovit dle exprese kappa a lambda
lehkych fetézct v plazmocytech jejich klonalitu [19].

Zmnozené plazmatické buiitky mohou vypadat jako normalni plazmocyty s nizkym
nukleo/cytoplazmatickym pomérem (N/C pomér). Maji excentricky ulozené jadro bez
jadérek, které méa hutny chromatin a objemnou siln€¢ bazofilni cytoplazmu. Cytoplazma ma
V Golgiho zo6né vyrazné projasnéni, které naléha ptimo na jadro. Kromé takovychto normalné
vypadajicich plazmocyti mohou byt piitomny i jejich morfologicky méné zralé formy.
Mohou byt patrna jadérka, jemny chromatin a vysoky N/C pomér [3].

Plazmatické bunky se objevuji ve shlucich a mohou se jevit i jako dvoujaderné nebo
s bizarni strukturou. U nékterych se dokonce mohou vyvinout bezbarvé inkluze zvané
Russellova téliska nebo jiné krystalické vmeéstky. Jsou to vice ¢i mén¢ homogenni vakuoly
ruzné velikosti 1 po¢tu a v May-Griinwald-Giemsovo barveni maji vzhled modrych, fialovych
¢i rizovych sférickych inkluzi. Nékdy vsak b&hem barvici procedury dochazi k jejich
rozpusténi a pak se nebarvi. Cytoplazma muze byt zcela vyplnéna takovymito inkluzemi, kdy
je jadro vytlaceno a nékdy i1 zdeformovano. Tyto buiiky pfipominaji hrozen vina (tzv. grape
cells, resp. Mottovy butiky). Mezi atypické ukazy v kostni dfeni patii i plamenné plazmocyty,
které se jevi jako plazmatické builky s napadnym Cerveno-rizovym zbarvenim cytoplazmy pfi
okrajich buiiky s obsahem IgA (imunoglobulin A) bohatého na glykoprotein. Pfi vyrazné&jsi
osteolyze jsou dobfe patrné i osteoklasty [3, 8, 21].

Dochazi-li k vyplaveni plazmatickych bun¢k do periferni krve a pocet klonalnich
plazmocyti dosahuje 20 % v diferencialnim rozpoctu leukocytl, resp. piesahuje-li absolutni

pocet plazmocyti 2 x 10%1, pak hovofime o plazmacelularni leukémii [3].

2.4.3 Stanoveni M-1Ig Vv krvi a v mo¢i

Kazdy pacient s podezienim na poruchu plazmatickych bun¢k by mél podstoupit test
elektroforézy sérovych proteinii a imunofixaéni elektroforézu pro kvantifikaci a typizaci
M-komponenty. M-komponenta mize byt nejprve detekovana rutinni, béznou elektroforézou
jako uzky pik obréazek, typicky pro M-Ilg, ktery deformuje normalni symetrii vzoru
elektroforézy imunoglobulinu, ale jen pifi dostate¢né koncentraci. Standardné se proto
vySetfuje vzorek séra a mo¢i metodou imunofixace. Tato metoda dava kvalitativni vysledek,
zda je €1 neni M-Ig ptitomen a pokud ano, jakého je typu. Pfi pozitivnim nalezu je nasledné
provadéna elektroforéza s denzitometrickym hodnocenim mnozstvi M-Ig jak v séru, tak ve
vzorku 24hodinové moci. Jeho koncentrace v séru se vyjadiuje v g/l. V moci je doporuceno

jej vyjadiovat v g/24 h ¢ili naméfena koncentrace v moci (g/l) vynasobena diurézou [19, 31].
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Pii stanoveni imunoglobulinli kvantitativné je obvykle vys§i koncentrace té
imunoglobulinové tiidy, do niz spada M-Ig a zaroven jsou snizeny koncentrace ostatnich Ig.
Nejcastéjsi je néalez IgG, ktery je zjistén az u 90 % pacientl. Kritérium pro stanoveni
diagnézy MM je koncentrace monoklonalniho IgG (M-1gG) v séru > 30 g/l a > 1 g/24 h
v moc¢i. Dale byva obvykle pfitomen IgA s koncentraci > 25 g/I [21].

Zvyseni rychlosti sedimentace nad 100 mm/h (Westergrenova metoda) u jinak
zdravého jedince také naznacuje pritomnost M-komponenty. Piiblizné 3 % nemocnych maji
nesekrecni formu MM, kdy neoplastické plazmocyty sice M-Ig tvofi, ale nesekrenuji, takze
Vv séru ani moci je nelze prokazat [21, 31].

Volné lehké fetézce imunoglobulinu a jejich pomér /A Vv séru odrazi nevyvazenou

produkci téchto fetézct klonalnim procesem. Referen¢ni rozsah poméru «/A je 0,25-1,65 [31].

2.4.4 Dalsi laboratorni stanoveni

Dalsi dualezité testy pro stanoveni stadia a prognozy zahrnuje klasicky kompletni
krevni obraz (KO), testy funkce ledvin a sérového vapniku [31].

KO muze poskytnou dilezita voditka k diagnéze MM. Jak nemoc postupuje, u
pacienta se téméft jist€ vyvine normocytarni, normochromni anémie. Myelom signalizuje i
velmi vysokd hodnota celkové bilkoviny v séru a nizky albumin poukazuje obecné na
patologicky proces [31, 34].
méteni hladiny sérového f2-mikroglobulinu bylo také pouZzito ke sledovani progrese
myelomu. PB2-mikroglobulin je protein, ktery je vyluCovan vSemi lymfocyty vcetné
plazmatickych bun¢k v prubéhu jejich zivotniho cyklu. Hladiny nad 3,5 mg/l svéd¢i od
zvySeni poctu plazmatickych bunék, 1 kdyZ M-komponenta neni nijak dramaticky zvySena.
Hodnoceni B2-mikroglobulinu je stanoveno dle prognostického sytému ISS (Mezinarodni
inscenacni systém, International Staging System) pro mnohocéetny myelom. Vychazi ze
sérovych koncentraci jak f2-mikroglobulinu, tak i alouminu [31, 35].

Kromé piipadl se sekreci pouze lehkych fetézcti — tzv. Bence-Jonesova proteinu ¢i
nesekrecntho MM, nachazime v perifernim krevnim nétéru abnormalitu nazyvanou jako
rouleaux (,,penizkovaténi) erytrocyti. Na rozdil od klasické aglutinace je rouleaux
nespecifickd vazba Cervenych krvinek a v krevnim natéru vypadaji jako hromadky minci.
Rouleaux muze zpusobit falesSné snizené pocty erytrocyti a faleSn¢ zvySeny stfedni objem

erytrocytu [8, 21].
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Kritéria poSkozeni organti ¢i tkdni mnohocetnym myelomem popisuji kritéria
»CRAB“. Je to skupina klinickych pfiznakii pro MM, kterd zahrnuje hyperkalcémii
(hypercalcemia), renalni insuficienci (renal dysfunction), anémii (anaemia) a poSkozeni kosti
(bone involvement). V piipadé hyperkalcémie je to hodnota vapniku zvySena o vice nez
0,25 mmol/l nad horni limit normalniho rozmezi nebo vétsi nez 2,75 mmol/l. Kritérium pro
renalni insuficienci je snizeni clearance kreatininu pod 40 ml/min nebo zvySeni koncentrace
sérového kreatininu nad 177 pmol/l. Zvyseni hemoglobinu o vice nez 20 g/l nez je dolni limit
normy nebo snizeni pod 100 g/l jsou piiznaky anémie. Jedno nebo vice ostelolytickych
lozisek na RTG skeletu uz je povazovano na kostni postizeni v disledku MM [36, 37].

Vysetfeni na pratokovém cytometru ma u MM vyznam piedev§im v diagnostice
morfologicky atypickych forem. Pocet plazmocytd v kostni dieni touto metodou byva
obvykle nizsi, nez pocet zjistény morfologicky. Pfi¢inou je to, Ze plazmocyty se vyskytuji
v trsech, a tak unikaji cytometrické detekci. Normalni plazmocyty jsou CD19+ CD38+
CD138+ CD45+ a CD56—. Maligni plazmocyty jsou na povrchové znaky velmi bohaté,
exprimuji silné CD38 a CD138. Na rozdil od normalnich plazmocyti jsou zpravidla CD19
negativni a dal§i B-lymfocytarni znaky také chybi, jde napf. o CD20 a CD22. Pomoci
priatokové cytometrie 1ze u myelomu stanovovat i tzv. labeling index plazmatickych bunék.
Jde o dilezity prognosticky faktor, ktery vyjadifuje miru jejich proliferacni aktivity. Jeho
hodnoty udavaji procentuédlni zastoupeni bunék v S-fazi bunécného cyklu, tj. bunck aktivné
tvoficich DNA (deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid) [21].

S ptichodem lepsich metod pro stanoveni molekularniho fenotypu nadoru se zjistuje,
ze specifické prestavby genti maji biologicky i prognosticky vyznam. Je-li pouzita metoda
FISH (fluorescen¢ni hybridizace in situ, fluorescent in situ hybridisation), ma az 90 %
nemocnych prokdzdnu néjakou abnormitu. Pravidlem je aneuploidie se sloZitymi
komplexnimi zmé&nami. Casté jsou také translokace zahrnujici lokus pro IgH (t&zky fetézec
imunoglobulinu, immunoglobulin heavy chain) na 14932 (chromozom 14, pozice 32 na q
raménku) s rlznymi genovymi partnery, nejéastéji je to oblast 11q13 nebo 4ql6. Tyto
translokace jsou pozorovany u 60 % pacientd. Dal$imi vyznamnymi abnormalitami jsou
hyperdiploidie (zmnoZeni vice chromozomtl), delece na chromozomech 13 a 17 (p53) nebo

uplna ztrata 13q [3, 31].

2.5 Lécba

Mnohocetny myelom, podobné jako jiné lymfoproliferativni onemocnéni nizkého

stupné€ malignity, je v soucasnosti dostupnymi prostiedky nevylécitelny. Cilem 1éCby je tedy
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dosdhnout hluboké a co nejdelsi kompletni remise onemocnéni (vymizeni ptiznakl a projevi
nemoci). Terminem kompletni remise se oznacuje situace, kdy zddnou dostupnou vysetrovaci
metodou nelze zjistit pfitomnost zhoubné nemoci v téle, ackoliv se predpoklada ze zkusenosti
s prub¢hem této nemoci u jinych pacienta [32].

Klinické studie uvadéji median intervalu od stanoveni diagnézy asymptomatického
(doutnajiciho) myelomu do ptfechodu v symptomaticky mezi 12—-32 mésici. Nékdy muize trvat
1 n¢kolik let a zfidka dochazi ke spontdnnim remisim. V této asymptomatické fazi se
doporucuje pouze pravidelné kontrolovani a oddéleni zahajeni lécby. Pouze aplikace
bisfosfonatl se ukdzala pfinosnou jiz v bezptiznakovém obdobi. Bisfosfonaty sice nevedou
k signifikantnimu oddaleni pfechodu k symptomatické formé¢, ale nemocni uZzivajici
bisfosfonaty jiz od stanoveni diagn6zy méli mensi kostni postizeni, a tedy lepsi kvalitu zivota
v dobé piechodu v symptomaticky myelom [19, 32].

Nebylo prokazano, ze by okamzité zahajeni cytostatické 1é¢by zlepSilo prognozu
oproti zahdjeni az pii ptiznacich nemoci. Naopak mulze predcasné zahdjeni chemoterapie
situaci zkomplikovat indukci sekundarniho myelodysplastického syndromu. Proto je u MM
lé¢ba indikovana teprve tehdy, kdy nepochybné dochazi k progresi choroby. Jako dostacujici
rozhodujici algoritmus dle souc¢asnych nazorti je RTG prikaz jednoho osteolytického loziska.
Pacienti, ktefi jsou zcela bez ptiznaktl, ale maji RTG nalez, maji vysoké riziko ptechodu
v symptomatickou formu MM s medianem intervalu 8 mésicti. Proto je u nich doporuc¢eno
okamzité zahajeni 1écby. DalSim rozhodujicim algoritmem je splnéni kritérii symptomatické
faze onemocnéni, kterymi jsou znamky organového poSkozeni oznacované jako CRAB [19,
32].

Cilem 1é¢by je dosahnout maximalniho poklesu monoklonalniho imunoglobulinu.
Prognosticky je nejptiznivéjsi dosazeni kompletniho vymizeni patologického M-Ig, ale M-Ig
casto klesa pouze na urcitou hodnotu a na ni ziistava i pti dalsich 1é¢ebnych cyklech. Pokud je
tato hodnota stabilni po 3 cykly chemoterapie, nema vyznam Vv této 1é¢bé pokracovat. Z toho
plyne doporuceni pro aplikaci klasické chemoterapie podavat chemoterapii do doby dosazeni
maximalni 1écebné odpovédi + dalsi tfi mésice, ale ne déle. Pak se bud’ 1é€ba ukonéi, nebo se

zvazi agresivnéjsi pristup [31].

2.5.1 Netransplanta¢ni chemoterapie — monoterapie
Na rozdil od ostatnich lymfomi a leukémii mnohocetny myelom Spatné reaguje na

tradiéni chemoterapii, ktera byla Uspé$né pouzita uz v Sedesatych letech. Nicméné pro
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pacienty star$i 70 let nebo pacienty s kontraindikaci autologni transplantace krvetvornych
bungk se jevi tato metoda 1écby stale jako nejvhodnéjsi [31].

Jedna se o kombinaci tabletového cytostatika melfalanu a prednisonu (rezim MP).
Pacienti tyto tablety uzivaji po dobu 4-7 dni v 4-6tydennich cyklech. Tato 1éCba trva
primémé 9 mésicti nebo, dle jiného doporuceni, do dosazeni maximalniho poklesu M-Ig
neboli dosazeni remise onemocnéni. Pocet neutrofili byl mél byt pied zahdjenim 1écby vétsi
nez 1 x 109/1 a pocet trombocytd vyssi nez 75 x 109/1. Klasicka peroralni 1é¢ba je standardni
1éCbou pro starSi nemocné s mén¢ agresivnim onemocnénim, kdy neni na zavadu, ze 1écebny
efekt nastoupi pomaleji. Vyhodou tohoto postupu je ambulantni aplikace a velmi dobra
tolerance [19, 32, 38].

V randomizovanych studiich bylo prokazano, ze cyklofosfamid (s nebo bez
prednisonu) dosahuje podobnych vysledkii jako melfalan, a to jak v poctu lécebnych
odpovédi, tak i v délce preziti. Béznym rezimem je opakované nitrozilni nebo peroralni
podavani cyklofosfamidu v tydennich intervalech s opakovanou jednordzovou peroralni
davkou prednisonu podavanou vzdy nasledujici den po nitrozilni injekci. Cyklofosfamid je
vhodny pro pacienty, ktefi byli nejprve sméfovani k 1é€bé melfalanem, ale jejich pocet

neutrofili nebo trombocyt nedosahuje pozadovanych hladin [19, 32, 38].

2.5.2 Netransplantacni chemoterapie — polychemoterapie

Lécebné rezimy s dominantnim postavenim alkylacnich cytostatik nepfindsi
jednoznaény prospech pfed monoterapii melfalanem (a prednisonem) z hlediska délky preziti.
Vyhodou je velmi rychly nastup U¢inku a je vhodné ji pouZit pro pacienty, u nichZ se
neplanuje vysokoddvkovana terapie. Lécba by se méla ukoncit az 3 mésice po dosaZeni

remise [38].

2.5.3 Intenzivni vysokodavkovana chemoterapie s autologni transplantaci
krvetvorné tkané
U nové diagnostikovanych nemocnych dnesni 1é€ebné strategie pouzivaji vzdy, pokud
je to mozné, maximalni moznou intenzivni lé¢bu s novymi léky. Standardné se vyuziva u
pacientli do 70 let. Vyjimecné lze tuto 1é¢bu nabidnout i pacientovi starSimu nez 70 let, avSak
pokud nema zavazné komorbidity (dal$i onemocnéni) a ma vybornou celkovou zdatnost [19].
Tato 1écba obsahuje nékolik cykli indukéni chemoterapie, které jsou nasledné
zakonCeny vysokodavkovanou chemoterapii s autologni transplantaci kostni diené nebo

kmenovych krvetvornych bunék ziskanych z periferni krve [32].
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Za optimalni indukéni chemoterapii se povazuje rezim s bortezomibem a/nebo
lenalidomidem nebo thalidomidem, aplikovany v 2—6 cyklech. Lé¢ba musi prob&éhnout vzdy
bez vétsStho poSkozeni kmenovych bunék, umoznujici nésledny UspéSny sbér
hematopoetickych buné¢k pro nejméné 2 autologni transplantace. Pokracuje se
vysokodavkovanou chemoterapii, kdy je optimalnim rezimem melfalan v davce 200 mg/m?.
Nasleduje jedna az dvé autologni transplantace kostni diené. Infuze autologniho transplantatu
slouzi k obnové vlastni krvetvorby pacienta zni¢ené vysokodavkovanou Iécbou. Béhem této
induk¢ni faze se stale aplikuji bisfosfonaty, stejné jako v dalSich fazich a nékdy se uzivaji
dozivotné, jsou-li stale pfitomna osteolyticka loziska [31, 32].

Rezim, ktery si drzel v poslednich letech prioritni postaveni jako indukéni 1é¢ba pred
autologni transplantaci, se nazyva VAD. Jedna se o trojkombinaci Ikt vinkristin-adriamycin-
dexametazon. Rezim VAD je také vhodny pro pacienty s renalni insuficienci, nebot’ neni
nefrotoxicky a jeho toxicita se nezvysuje pii renalnim selhani. Nevyhodou tohoto rezimu je
nutnost centralniho katetru a vyssi vyskyt nezadoucich uc¢inki glukokortikoidii. Dnes se vsak

neoznacuji jako optimalni 1é¢ebna volba rezimy bez nového ucinného 1éku [39].

2.5.4 Konsolidaéni lé¢ba

Jednoduchou nebo tandemovou autologni transplantaci 1ze povazovat za konsolida¢ni
1é¢bu. Jiné typy konsolidac¢ni 1écby jsou rovnéz ucinné, avSak nejsou hrazeny zdravotni
pojistovnou. Jedna se o rezim na bazi 1éku, ktery byl nebo nebyl pouzity v induk¢ni 1é¢bé [32,
38].

2.5.5 Udrzovacilécba v dobé remise

Pfi udrzovaci 1é¢bé byl dfive vyuzivan interferon alfa. Studie z roku 2002 prokazaly
median prodlouzeni bezptiznakové faze 6 mésict. Aplikace interferonu alfa vSak u mnoha
pacientl snizuje kvalitu Zivota, protoze jeho tolerance je velmi individualni a ¢asto zptisobuje
zavazné nezadouci u¢inky [19, 40].

Doposud nejucinngj$im lékem v udrZzovaci 1é€bé mnohocetného myelomu je
lenalidomid. Lécba je indikovana az do progrese onemocnéni. Doporucend davka je 10 mg
denné po dobu 2-3 let pti dobré toleranci. Pro 1é¢bu v remisi je také vhodny 1€k zvany
ixazomib, aviak v Ceské republice neni jeho uhrada zdravotni pojistovnou schvalena (na

rozdil od lenalidomidu) [38].
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2.5.6 Prvni az tieti relaps nebo rezistence na prvni lé¢ebnou linii

Pii 1é¢bé relapsu musi intenzita 1é¢by odpovidat agresivit¢ onemocnéni i Stavu
pacienta a toleranci dalsi 1écby. V ramci relapsu 1ze pouzit vSechny dostupné moznosti. Lze
aplikovat klasické chemoterapeutické postupy rezimy zalozené na kombinaci novych 1éku.
Nejlépe vsak trojkombinace s vyuzitim bortezomib- nebo lenalidomib-zakladi s ptidanim
jednoho z novych 1éku (carfilzomib, ixazomib, daratumumab, elotuzumab) [19, 38].

Indukéni 16¢bu relapsu Ize ukondit druhou vysokou davkou melfalanu (200 mg/m?
s podporou autologni transplantace (pokud mé pacient zamrazené vaky s krvetvornymi
bunkami zprvni indukéni faze). U agresivnich relapsi je vhodné piikrocit ihned
k vysokodavkované chemoterapii [19].

Pokud nemoc relabuje v intervalu krat§im nez 1 rok, signalizuje to velmi agresivni
onemocnéni s nepfiznivou progndzou a je tieba pouzit jiné 1éky, nez byly pouzity v ramci 1.
lécebné linie. U téchto nepiiznivych forem relapsu je mozné zvazit u mladsich jedinci vyuziti

alogenni transplantace [38].

2.5.6.1 Alogenni transplantace krvetvorné tkané

Alogenni transplantace, tedy transplantace krvetvornych buné¢k jiného ¢lovéka, je dalsi
moznosti jako pokraovani vysokodavkované chemoterapie. Nejéastéji to je HLA (lidsky
leukocytarni antigen/komplex, human leukocyte antigen) kompatibilni sourozenec nebo
pribuzensky dobrovolnik z registru darcli. Vyjimeéné se provadi tzv. syngenni transplantace,
kdy je darcem jednovaje¢né dvojce [19].

Na rozdil od autologni transplantace, jejiz princip spociva v jednoduchém obnoveni
krvetvorby po vysokodavkované chemoterapii, je 1écebny ucinek alogenni transplantace
mnohem komplexnéj$i. Alogenni transplantat obsahuje T-lymfocyty darce schopné rozpoznat
pfezivajici nadorové builky pacienta (pifijemce), které jsou pak likvidovany imunitnimi
mechanismy. Jde o tzv. reakci $tépu proti nadoru, kterda mulZe branit relapsu onemocnéni.
Vyhodou je také neptitomnost ptivodnich nadorovych bunék v transplantatu, jako je tomu u
autologni transplantace [19, 31].

Alogenni transplantace se de facto da povazovat za bunéénou imunoterapii. Nicméné
je tento postup velmi omezené proveditelny vzhledem k celkovému stavu vétSiny pacientil
S MM a castému nedostatku kompatibilniho darce [31].

Median pieziti alogenné transplantovanych pacientil vSak stale neni del$i nez median

preziti u autologné transplantovanych v disledku podstatné vyssi mortality. Na zdklad¢ téchto
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udaju je alogenni transplantace povazovana za vhodnou pro pacienty s casné relabujici

chorobou, nikoliv pro nové¢ diagnostikované [32].

2.5.7 Rezistentni relaps na veskerou dostupnou a pro pacienta vhodnou 1é¢bu
Pokud pacient nereaguje ne veskerou dostupnou 1é¢bu, Ize onemocnéni MM oznacit
za refrakterni stav a dale podavat pouze paliativni nebo symptomatickou 1é¢bu. Plati, ze

stejnou 1é¢bu nema cenu opakovat, pokud od jejiho ukonéeni ub&éhlo méné nez 6 mésici [38].

2.5.8 Podptirna lécba

Bisfosfonaty jsou indikovany jiz od zjisténi asymptomatického mnohocetného
myelomu. Dulezité je zahajit podavani téchto 1éku ihned pfi zjisténi nemoci a podavat je
dlouhodobé. Tyto Iéky zpomaluji odbouravani kosti a mirni bolest. U nemocnych, ktefi tyto
1éky dostavaji dlouhodobé, probihd patologickd osteolyza podstatné pomaleji. Pacienti maji
také vyrazné niz8i pocet patologickych fraktur. Dlouhodobé 1é¢ebné podavani bisfosfonati je
doporu¢ovano vSem pacientim s MM, nezdvisle na tom, zda jsou nebo nejsou znamky
postizeni skeletu [32, 38].

U vétSiny pacientl s myelomem se s progresi onemocnéni rozvine symptomaticka
anémie, tzv. myelomova anémie. Erytropoetin je indikovan k 1é€bé anémie u pacienti s
mnohocetnym myelomem a chronickym rendlnim selhdnim, respektive u vSech pacientil s

anémii pod 100 g/1 [38].
2.6 Informace k vybranym latkam k 1é¢bé mnohocetného myelomu

2.6.1 Cytostatika

Melfalan (obchodni nazev Alkeran) je alkyla¢ni ¢inidlo obsahujici ve své molekule
dv¢ 2-chlorethylové skupiny, které jsou schopny tvorby reaktivniho intermediatu. Diky tomu
ma melfalan schopnost alkylovat dv€ guaninové baze v DNA, ¢imz vytvofi mezi fetézci jedné
DNA pevnou pfi¢nou kovalentni vazbu. Tato vazba zabranuje oddéleni fetézch pti replikaci
DNA a tim padem i dal§imu bun&¢nému déleni. Uginngj§i, nez samotna aplikace melfalanu je
jeho kombinace s prednisonem (MP rezim) [41].

Cyklofosfamid (obchodni nazev Endoxan) je alkyla¢ni ¢inidlo, které prokazalo
cytotoxicky u€inek u mnoha druhli nddorti. Podava se jako inaktivni 1é¢ivo (prolécivo), jehoZz
metabolizaci v jatrech vznikaji aktivni metabolity — alkyla¢ni latky. Tyto latky jsou schopny

prenaset alkylové skupiny na DNA bé&hem procesu déleni bunky, coz brani fyziologické
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syntéze DNA. Cyklofosfamid se pravdépodobné zapojuje do S- nebo G2-faze bunécného
cyklu [41].

Cyklofosfamid dosahuje podobnych vysledki jako melfalan. Podéavani
cyklofosfamidu je vSak méné myelotoxické nez 1€cba melfalanem, a tak mize byt pouzito
v indukéni fazi 1é¢by pied sbérem hematopoetickych bunék [41].

Vinkristin je protinadorova Uc¢inna latka ze skupiny alkaloidt ziskanych z rostliny
barvinek Vinca rosea. Vinkristin je schopen se vazat na mikrotubularni protein tubulin a
blokovat tak déleni bun¢k. Konkrétnéji jeho ucinek spociva v zabranéni polymerizaci
tubulinu, aby vytvarel mikrotubuly, a navic vyvoldva depolymerizaci mikrotubull jiz
vytvorenych. Vinkristin mize také ovliviiovat syntézu RNA a DNA [41].

Adriamycin, téz znam pod nazvem doxorubicin, je cytostatické antibiotikum
izolované z kultur Streptomyces peuceutius, var. caesius a patii do skupiny antracyklint. Svij
protinddorovy ucinek uplatituje prostiednictvim cytotoxickych mechanismil s nepfiznivym
dopadem na syntézu DNA. Toxicita adriamycinu vSak souvisi predevs§im s proliferacni

aktivitou normalni tkané [41].

2.6.2 Inhibitory proteazomu

Jako proteazom, respektive komplex ubikvitin-proteazom, je oznafovan
multienzymovy komplex odpovédny za fizeni degradace intracelularnich specifickych
signalnich proteini a tim udrZeni homeostdzy uvnitt bunék. Hraje tedy zasadni roli
Vv proteinovém metabolismu bunky, podili se na fizeni bunééného cyklu a apoptdzy, reparaci
genomové DNA ¢i mezibunééné komunikaci. Pomoci tohoto dé&je jsou v builice za
fyziologickych podminek eliminovany chybné transplantované ¢i nespravné sestavené
proteiny. Pfi inhibici proteazomu nedochazi ke zniceni signalnich molekul, které jiz svoji
ulohy splnily, vznika signalni chaos a v kone¢né fazi dochazi k apoptoze buiky [19].

Bortezomib (dostupny v pod obchodnim nazvem Velcade) je definovan jako
dipeptidylborat a je specificky navrzen tak, aby inhiboval chymotrypsinu podobnou aktivitu
proteazomu 26S. Proteazom 26S je velky proteinovy komplex zapojeny do odbouravani
ubikvitinovanych proteint. Inhibice proteazomu 26S zabranuje cilené proteolyze a ovliviluje
cetnou signalni kaskadu v buiikdch. Kone¢nym vysledkem této inhibice je odumieni
nadorovych buné¢k apoptickou cestou. Experimenty ukazaly, Ze bortezomib je cytotoxicky pro
ruzné druhy nadorovych bun€k a Ze nadorové buiiky jsou citlivéjsi na proapoptoticky ucinek

proteazomové inhibice nez bunky normalni [14, 42].
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V soucasné dobé je zatim jeho ucinek oveéfen u MM, a je déle testovan v klinickych
studiich u dalsich lymfoproliferativnich onemocnéni. Byl ptivodn& schvilen Utadem pro
kontrolu potravin a 1éCiv (FDA, Food and Drug Administration) Vv roce 2003 jako lécba
relabujiciho nebo refrakterniho mnohocetného myelomu a jako 1écba prvni volby byl
schvalen v roce 2008. V Ceské republice se zadal pouzivat bortezomib od roku 2005 u
vybranych nemocnych s relabujicim MM. V roce 2006 byl v Ceské republice registrovan pro
1é¢bu relapsu a v roce 2009 pro primolécbu [38, 42].

Bortezomib se podava intravendzné a pouziva v kombinaci s velkou fadou 1ékt v¢etné
dexametazonu a prednisonu, melfalanu, doxorubicinu, vinkristinu, thalidomidu a dalSich.
Kombinované rezimy vykazuji zdsadné vyssi pocet 1é€ebnych odpovédi oproti monoterapii
bortezomibem. Dle nazorti experti Ceské myelomové skupiny by mél byt bortezomib
pouzivan v trojkombinaci vzdy, kdyz je to mozné. Vybér dalSich dvou 1¢kti do kombinace
S bortezomibem je vzdy na zdkladé faze onemocnéni, kdy méd byt 1écba podana. Napf.
Vv induk¢ni 1€¢be pacientl s dosud neléenym MM, u kterych je planovana vysokodavkovana
chemoterapie s autologni transplantaci krvetvornych bunék, je vhodna kombinace
s dexametazonem a thalidomidem. Pii 1é€bé pacientti s dosud nelééenym MM, u kterych se
vyskytuje né&jakd kontraindikace pro autologni transplantaci, se pouziva bortezomib
v kombinaci s melfalanem a prednisonem [38].

Udaje z in vitro, ex vivo na zvifecich modelech s bortezomibem naznaluji, Ze
bortezomib zvySuje diferenciaci a aktivitu osteoblastli a inhibuje funkci osteoklasti. Tyto
ucinky byly pozorovany u pacienti s mnohocetnym myelomem pii pokrocilém osteolytickém
onemocnéni a 1é¢bé bortezomibem [41].

Kromé indukce apoptézy MM bunék, zvysuji bortezomib expresi specifickych ligandi
na MM bunkach, které senzibilizuji MM bunky k lyze za ptfitomnosti NK bunék a/nebo
T-lymfocytd. Tyto pfistupy 1écby, vcetné dalSich moZnosti zvySeni aktivity imunitniho
systému, budou popsany v samostatné¢ kapitole.

Ixazomib (obchodni nazev Ninlaro) je mald molekula inhibitoru proteazomu druhé
generace, ktera se pouziva v kombinaci s jinymi antineoplastickymi latkami k 1écbé
refrakterntho mnohocetného myelomu. Je vysoce specifickym reverzibilnim inhibitorem
proteazomu 20S a také inhibuje podjednotku podobnou chymotrypsinu. Tento mechanismus
nakonec zpisobi apoptozu bunék MM [41].

Podava se jako ixazomib-citrat (prolécivo), ktery se rychle metabolizuje na biologicky
aktivni formu, ixazomib. Hlavni vyhodou oproti bortezomibu je, Ze pfedstavuje prvni

peroralné biologicky dostupny inhibitor proteazomu [41].
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Carfilzomib (obchodni nazev Kyprolis) je novy tetrapeptidicky epoxyketonovy
inhibitor proteazomu, ktery vykazuje vysokou troven selektivity pro unikatni N-terminalni
mista obsahujici threonin na proteazomu 20S, coz je proteolytickd jadrova castice uvnitt
proteazomu 268S. Je velice podobny bortezomibu, ale na rozdil o né¢j vykazuje minimalni
zktizenou reaktivitu oproti ostatnim tfidam protedz, coz vykazuje nizsi toxicitu carfilzomibu

[14].

2.6.3 Imunoterapeutika

Thalidomid byl poprvé uveden na trh koncem padesatych let 20. stoleti jako
sedativum. Kratce poté se stal prvni volbou pro téhotné Zeny, jako 1€k proti nevolnosti. V roce
1961 byl stazen z prodeje po prokazani, ze thalidomid zpisobuje zadvazné poskozeni jesté
nenarozenych déti. Zpisobil vrozené vady u vice nez 10 000 déti po celém svété a je
zodpovédny za jednu z nejvétsich 1ékarskych katastrof v historii. Mezi nejcastéjsi vady patfila
nepiitomnost hornich nebo dolnich kongetin [43, 44].

Znovu se zacal pouzivat na prelomu 20. a 21. stoleti jako uspésna 1écba Siroké Skaly
onemocnéni véetné lepry, Crohnovy choroby a mnohoc¢etného myelomu. Prilomy v chapani
teratogennich ucinkli thalidomidu umoziuji syntézu novych forem thalidomidu, které si
zachovavaji klinické vyhody, ovSem bez teratogennich vedlejsich G¢inka [44].

Ptesto je vSak jeho pouziti stale svazano s velkymi bezpecnostnimi opatfenimi a musi
byt dodrzovany urcit¢é podminky. Napiiklad negativni téhotensky test by mél ptfedchazet
vydani thalidomidu Zené, ktera nespliiuje jina kritéria pro vydani (napf. selhdni vajecnikd,
Turneriiv syndrom, ageneze délohy apod.) Zeny, které mohou otéhotnét, musi pouzivat jednu
metodu antikoncepce alesponi 4 tydny pied zahajenim 1€¢by, béhem 1€¢by, a po dobu alespon
4 mésict po ukonceni 1éCby [41].

Pfesny mechanismus Uc€inku tohoto Iéku neni doposud plné¢ vysvétlen. Ma
ucinky mohou byt spojeny s potlacenim nadmérné exprese tumor nekrotizujiciho faktoru alfa.
Stejné jako bortezomib stimuluje také buniky imunitniho systému (T-lymfocyty a NK bunky)
[41].

V soucasné dobé je mozné thalidomid v tadé riznych lécebnych rezimii v ramci
induk¢ni, konsolidacni 1 udrzovaci lécby, a to u primolécby i u relabujicich nemocnych.
Nejlepsi  vysledky maji  kombinované rezimy s dexametazonem/prednisonem a

bortezomibem/cyklofosfamidem. Zahajeni 1écby thalidomidem vyzaduje zadost a hlaseni
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SUKL. | kombinace melfalan-prednison-thalidomid (MPT rezim) ukazaly prospéch v pieziti
o ptiblizné 18 mésich déle nez kombinace MP [38].

Thalidomid je spojovan s ¢etnymi nezadoucimi u¢inky jako je konstipace, neuropatie,
somnolence nebo tnava. Kombinace thalidomidu s dexametazonem je spojena S vyS$im
rizikem zilni trombozy, proto se doporucuje i profylakticka antikoagulace [45].

Lenalidomid (obchodni nazev Revlimid) je analogem thalidomidu. Byl vyvinut ve
snaze najit 1ék vice ucinny a méné toxicky. Predpoklada se, Ze lenalidomid je vzhledem
k ¢etnym nezadoucim Gc¢inkim thalidomidu 1épe snasen. Naptiklad v udrZzovaci monoterapii
je thalidomid misto lenalidomidu doporu¢ovan pouze v ptipadé nedostupnosti lenalidomidu
nebo pfi jeho kontraindikaci ¢i nesnasenlivosti [38].

Lenalidomid inhibuje proliferaci a zvySuje apoptézu patologickych plazmatickych
bunék u MM. Navic také zvySuje imunitni reakce zprostiedkované T-lymfocyty a NK
bunkami [19].

Interferon alfa predstavuje pfirozené se vyskytujici cytokin produkovany napf.
T-lymfocyty, které maji antiproliferativni U¢inek namifeny proti nadorovym buikam.
Interferon alfa byl doneddvna povaZovan za standard v udrZovaci 1écbé. Vysledky celkové
analyzy dat pacientt s MM sudrzovaci 1écbou interferonem alfa prokdzaly median
bezpiiznakového preziti vyssi o 4 mésice. AvSak u vétSiny pacientli se objevuji nezddouci
ucinky této 1éCby, u jedné tietiny se jednd o zavazné nezddouci Gcinky. Dle publikovanych
informaci se zda, ze pouze u 5-10 % pacientt dochazi k zdsadnimu prodlouzeni zivota vlivem
interferonu alfa. Potencialni piinos interferonu se musi vzdy zvazovat spolu s jeho

nezadoucimi ucinky [41, 46].

2.6.4 Kortikoidy

Prednison patii do skupiny kortikosteroidii a ma tak Sirokospektralni vyuziti. Pouziva
se k systémové 1é¢bé a v zavislosti na davce ovliviiuje metabolismus téméf vSech tkani. Pfi
davkach wvysSich, nez jsou potieba pro substitucni lécbu, ma prednison rychly
antiproliferativni ucinek a opozdény imunosupresivni ucinek. V ptipad¢ insuficience klry
nadledvin miiZze prednison nahradit endogenni kortizol, jehoZ hlavni fyziologickou funkci je
regulace metabolismu sacharidd, proteinti i tuka [41].

Dexametazon je vysoce ucinny a dlouhodobé pusobici glukokortikoid. Stejné jako
ostatni glukokortikoidy ma antialergické, antipyretické a imunosupresivni vlastnosti [41].

Lze pouzit jako vysokodavkovana monoterapie pro inicidlni 1é€bu pacientil, u nichz je

cytostaticka 1é¢ba kontraindikovana. Cast&ji je ale znam jako soudast rezimu lé&by VAD
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v kombinaci s vinkristinem a adriamycinem. Zaroven se oznafuje za nejucinnéjsi
komponentou této trojkombinace. Samotny dexametazon je mozné podat okamzité po
stanoveni diagndzy, aniz by byla ujasnéna dalsi strategie a neni tfeba Cekat na zavedeni

centralniho Zilniho katetru jako v pfipadé vinkristinu a adriamycinu [38].

2.6.5 Bisfosfonaty

Bisfosfonaty (obchodni nazev Pamidronat, Lodronat, Bonefos) jsou 1é¢ivé piipravky
ovliviyjici strukturu a mineralizaci kosti. Tyto 1éky by mély byt zafazeny do podpurné 1écby
mnohocetného myelomu ihned po zjisténi diagndzy, a to i v piipadé asymptomatického MM
[41].

Bisfosfonaty inhibuji kostni resorpci zprostfedkovanou osteoklasty. Dlouhodobé
podavani bisfosfonatii snizuje kostni morbiditu a zlepSuje kvalitu Zivota, snizuje spotiebu

analgetik a sniZzuje frekvenci analgetické radioterapie [41].
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3 PROTINADOROVA IMUNITA

K maligni transformaci buiiky mize dojit mnoha riznymi zptsoby v dusledku selhani
rozmanitych mechanismt regulace bunééného déleni a ,,socidlniho* chovani bun¢k. Podstatou
jsou zhoubné (maligni) buiiky, které ziskaly schopnost nekontrolovatelné se rozmnozovat a
pronikat z mista svého vzniku do okolnich tkani, kde tvofi druhotné nadory, tzv. metastazy
[11, 47].

Strategie ochrany pted ,,odcizelymi® buiikami je zaloZena na jejich identifikaci a
nasledné likvidaci. Identifikace télu nebezpe¢nych vlastnich bun¢k, které byly ptvodné
tolerovany a imunitnim systémem chranény, je zaloZzena na odhaleni novych antigennich

struktur, které se objevuji na téchto bunkach v souvislosti se zménou jejich ,,programu [48].

3.1 Nadorové antigeny

Zakladnim piedpokladem rozpozndni nadorovych bunék a nasledného navozeni
protinadorové imunitni reakce je existence specifickych povrchovych antigentl, které by mély
byt pouze na nadorovych, nikoli na normélnich bunikach. Tyto antigeny se daji rozdélit do
dvou kategorii: antigeny specifické pro nadory (TSA, tumour-specific antigens) a antigeny

asociované s nadory (TAA, tumour-associated antigens) [11, 47].

3.1.1 Antigeny specifické pro nadory

Antigeny specifické pro nadory (TSA) jsou jen na povrchu nadorovych bungk,
zatimco normalni buiiky je neobsahuji. Mezi tyto antigeny patii komplexy HLA molekul
I. tfidy s imunogennimi peptidy (fragmenty), respektive produkty abnormalni degradace
normalnich proteinli v nddorové buiice. Tento typ TSA je typicky pro chemicky indukované
nadory (napf. methylcholantrenem) a pro nékteré leukémie asociované s chromozomalnimi
translokacemi, které produkuji specificky abnormalni protein [11, 47].

Antigeny specifické pro nadory mohou byt 1 komplexy HLA molekul I. tfidy
s fragmenty proteind onkogennich virdi. Tyto viry jsou schopny se pfi infekci zabudovat do
nahodného, nefyziologického mista v genomu postizeného jedince. Mezi viry vyvolavajici
nadory patii naptiklad polyomavirus. Do TSA se tfadi také abnormalni formy glykoproteint,
vznikajici pfipojenim molekul kyseliny sialové na konce oligosacharidovych fetézcii
povrchovych glykoproteinli nadorovych bunék. Tento proces se nazyva glykosylace,
konkrétné sialylace. Dale mezi TSA mizeme zatadit i idiotopy myelomt a lymfomii. Tyto

druhy nadorovych bunék odvozenych od B-, resp. T-lymfocytii maji na povrchu klonotypické
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BCR (B-bunéény receptor, B-cell receptor), resp. TCR (T-bunéény receptor, T-cell receptor),

jejichz vazebna mista jsou specifickymi antigennimi strukturami [11].

3.1.2 Antigeny asociované s nadory

Antigeny asociované s nadory (TAA) nejsou specifické vyhradné pro nadorové buiiky,
ale nachazeji se i na n¢kterych normalnich butikach. Jejich odlisnost spociva v jejich expresi
neboli poctu, v jakém se vyskytuji na nadorovych a normélnich bunikdch. Rozdilnost mtze
byt 1 v jejich abnormalni ¢asové nebo mistni expresi. Stanoveni exprese téchto antigent je
vyuzivano spiSe jen jako pomocny diagnosticky marker [11].

Mezi nejznaméjsi TAA patii tzv. onkofetalni antigeny, které jsou piitomny
Vv normalnich embryonalnich bunkach. V postnatalnim obdobi se vSak ztraceji a znovu se
objevuji na nékterych nadorovych bunkach. Do této skupiny patii napt. a-fetoprotein nebo
karcinoembryondlni antigen. Jako TAA se mohou oznacovat n¢které melanomové antigeny
nebo receptory riustového faktoru epitelidlnich bunék, které se mohou v malém mnozZstvi

vyskytovat i na normalnich bunkach [47].

3.2 Protinadorové imunitni mechanismy

Vzhledem K tomu, Ze maligni buiiky jsou odvozeny normalnich, sdileji s nimi velkou
¢ast povrchovych antigentl, které jsou ovSem imunitnim systémem tolerovany. Ani antigenni
abnormalita nadorové buiky jest€¢ neznamend, Ze je imunitnim systémem rozeznana a
zlikvidovana. Pokud vSak nddorové bunky rozeznany jsou, mohou se na boji s nimi podilet
v zdsad¢ vSechny hlavni imunitni mechanismy — nespecifické (neutrofily, aktivované
makrofagy, NK buiiky) i antigenné specifické (opsonizaéni protilatky aktivujici komplement,
fagocytozu a bunéfnou cytotoxicitu, dale zanétlivé Tn-lymfocyty a cytotoxické

Tc-lymfocyty) [49].

3.2.1 Imunitni dozor

Imunitni dozor je proces priitbéZného monitorovani imunitniho systému za uGcelem
detekce a zniCeni neoplasticky transformovanych bunék. Pacienti, ktefi maji poruchy této
specifické bunééné imunity (imunodeficience), maji zvysSené riziko nddorli vyvolanych viry.
To poukazuje na fakt, Ze antigenné specifické imunitni mechanismy kontroluji pfinejmensim
tento druh nadort, respektive spiSe primarni onemocnéni zpiisobené viry, které mohou vyustit
v nadorové premeény [11, 50].

Aktivované makrofagy hraji dilezitou roli pfi fagocytovani pozistatkti odumfielych

nadorovych 1 normalnich bun€k. Ve spolupraci s opsonizacnimi protilatkami jsou schopny

45



abnormalni bunky i aktivné zabijet. Podileji se také na vzniku zénétlivych reakci a jsou
podstatnymi producenty cytokin [49].

Existuji dva typy aktivovanych makrofagh. Prvni typ, M1, vznikd pod vlivem
cytokinu interferonu y (IFN-y). Makrofagy M1 produkuji hlavné interleukin 12 (IL-12) a
efektivné fagocytuji zbytky odumielych bun¢k. Produkovany IL-12 stimuluje T-lymfocyty a
NK buiiky a tim podporuje dal§i rozvoj zanétlivého procesu. Naproti tomu pod vlivem
cytokind IL-4 a IL-13 vznikaji z klidovych forem makrofaga buiiky typu M2. Hlavni funkci
makrofagii M2 je napomahat hojeni a regeneraci poskozenych tkéni (napf. poranénim nebo
transformuyjici ristovy faktor B (TGF-B, transforming growth factor ) [49].

Makrofagy zpravidla ve zna¢ném mnozstvi infiltruji nddory a jejich role je zde spise
negativni, jelikoz to byvaji pfedev§im makrofdgy typu M2, které se snazi ,,zachranit™
nadorem poskozenou tkan. Makrofagy asociované s nddorem tak docela vyrazné podporuji
rust nadort, a to vcetné¢ bunék primarniho nadoru, které maji schopnost metastazovat do
jinych tkani [51].

Cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty) patii K nejdilezitéj$im imunitnim
protinadorovym zbranim. Pomoci svych antigenné specifickych receptori (TCR) rozeznévaji
mimo jiné i nékteré nadorové bunky a ni¢i je mechanismy zavislymi na tésném kontaktu mezi
Tc-lymfocyty a abnormalni bunikou nebo prostiednictvim sekretovanych produktt [52].

Imunitni odpovédi zalozené na Tc-lymfocytech (ale i na jinych typech lymfocytil)
zacinaji v lymfatickych uzlindch. Antigenné specifické T-lymfocyty musi nejprve rozeznat
piislusné komplexy HLA molekul na povrchu antigen prezentujicich bunék (APC, antigen
presenting cells). Takovymi APC mohou byt nejcastéji dendritické bufiky, makrofagy nebo
také aktivované B-lymfocyty. Tyto APC jsou schopny pohltit antigeny pochazejici z
nadorovych (nebo jinych abnormalnich) bunék, rozstépit je na peptidové fragmenty, které pak
vystavi na svém povrchu v komplexu s HLA molekulami [49].

Pokud prekurzorovy T-lymfocyt rozezna takovyto antigen na povrchu APC, zaéne
proliferovat a diferencovat na klon zralych efektorovych Tc-lymfocytd. Poruchy ucinné
prezentace naddorovych antigenti jsou jednou z hlavnich pfi¢in selhdni imunitni obrany proti
nadortm [49].

Zralé efektorové Tc-lymfocyt jsou pak roznaseny krevnim ob&hem do tkani, kde
pusobi a zabiji nadorové buiky. Jednim =z cytotoxickych mechanismi je degranulace
cytotoxickych granuli z Tc-lymfocytl, které jsou schopny proniknout do cilové buiky a

zpusobit u ni apoptickou smrt. Tento proces je umoznén specializovanymi lysozomy, které
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obsahuji protein perforin a protedzy zvané granzymy. Tyto latky jsou obsaZzeny v jiz
zminénych granulich. Dal§im cytotoxickym mechanismem je interakce mezi proteinem
zvanym Fas ligand na povrchu Tc-lymfocyta a piisluSnym receptorem na povrchu abnormalni
bunky (apopticky receptor). Tato interakce navodi v cilové bunice apoptické mechanismy [49].

NK buiiky jsou popsany jako lymfocyty, které jsou schopny zabijet rychle, bez
pfedchozi stimulace, proliferace nebo diferenciace, nc¢které nadorové a virem infikované
buniky. Mechanismy jsou velmi podobné jako u Tc-lymfocyti. NK buiniky nemaji zadné
antigenn¢ specifické receptory, presto jsou nadorové a jiné abnormalni bunky schopny
rozeznat. Tyto patologické builkky maji na svém povrchu abnormalné¢ malo molekul HLA
I. tfidy, a navic maji vyznamné vice substanci povrchovych molekul (napf. molekuly
souvisejici s fetézcem HLA 1. tiidy — MICA a MICB) [48].

Neptitomnost nebo malo HLA molekul rozeznaji NK buiiky diky receptoru KIR
(inhibi¢ni receptor NK bungk, killing inhibitory receptor), ktery maji NK buriky na svém
povrchu. Tyto receptory pii obsazeni ligandem, tj. molekulou HLA, cytotoxickou aktivitu NK
buiiky inhibuji. Naopak pfi absenci téchto HLA molekul se inhibi¢ni efekt KIR neuplatni
[48].

MICA a MICB jsou glykoproteiny piibuzné HLA, se kterymi maji podobnou
strukturu. Jsou to tzv. stresem indukované ligandy, které jsou rozeznavany receptorem
zvanym jako NKG2D receptor (aktivaéni receptor patfici do rodiny NKG2-). Tyto
abnormality na nadorovych buiikach jsou signdlem pro aktivaci NK bunck k vyliti obsahu
jejich cytotoxickych granul obsaZenych v cytoplazmé. Vazbu MICA/B a NKG2D ilustruje
Obrazek 5 [48, 52].

NK burika

NKG2D
receptor

MICA/B
ligand

* MM buitka
Obrazek 5: Vazba MICA/B ligandu s NKG2D receptorem [53]
Na nadorovych MM bunikach se vytvareji stresem indukované ligandy MICA a MICB.

NK buriky jsou schopny tyto ligandy rozeznat za pomoci receptoru NKG2D na svém povrchu.

Po vazbé jsou spustény cytotoxické mechanismy NK bunék, které nadorové buiiky zlikviduji.
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Dalsi zptisob identifikace nebezpecnych bunck vyuziva protilatek. NK bunky jsou
schopné rozeznat také Fc c¢asti (krystalizujici fragmenty, crystallizing fragments) protilatek
navazanych na povrch nadorovych bunck a nasledné¢ navodit jejich apoptdézu. Tento
mechanismus se nazyva ADCC (buné¢na toxicita zavisla na protilatkach, antibody-dependent
cellular toxicity) [52].

Protilatky se v protinddorové imunité uplatiiuji hlavné tak, Ze se vdzou na povrchové
nadorové antigeny typu TSA nebo TAA, ¢imz je opsonizuji (oznaci) a umozni tak jejich
napadani fagocyty ¢i NK buitkami (ADCC mechanismus). Uplatnit se mize také aktivace
komplementu. Protilatky nékterych izotypt navazané na povrch nadorovych bunék mohou
aktivovat klasickou cestu komplementu, coz vede k opsonizaci, chemotaxi fagocytii, rozvoji
zanétlivé reakce a finalné€ k osmotické lyze nadorovych bunék [49].

Nékdy miize vazba protildtek na urCité receptory muze vyvolat v takto napadené
nadorové buiice apoptoézu. Pro vznik kvalitnich vysokoafinnich protilatek proti antigenim
nadoru je dulezita spoluprace B-lymfocytti s pomocnymi T-lymfocyty [49].

Z vySe uvedenych piikladi je ziejmé, Ze existuje nékolik moznosti, jak uchranit
organismus pied vznikem nadoru. T-lymfocyty a NK bunky neustale kontroluji povrchy
bun¢k bud’ pfimo, anebo podle ,,vzorki ptfinesenych dendritickymi buiikami. Jejich cilem je
odhalit nddor uz v zarodku a zabrénit jeho rozSifeni. Nadorové ,,zvrhlé* bunky vznikaji
vV kazdém organismu nékolikrat za zivot z rliznych pfi¢in. O tom, Ze se z prvni nadorové
builkky nevyvine néador, rozhoduje schopnost imunitniho dohledu tuto builkku okamzité

zlikvidovat [48].

3.3 Mechanismy, jimiZ se nadory brani pred rozpoznanim

Nédorové buniky maji nékolik riznych mechanismi, diky nimZ se stavaji odolnymi
nebo nerozpoznatelnymi imunitnim systémem. Vyskyt nddorovych antigenti je na nadorovych
bunikach velmi variabilni. Znamena to, Ze nékteré nadorové bunky tyto antigeny viibec
nemaji, nebo jich exprimuji tak malo, ze je imunitni systém de facto ignoruje. Nadorové
antigeny podléhaji Casto mutagennim zmé&ndm nebo navazanim kyseliny sialové na jejich
epitop, ¢imz se maskuje jejich cizorodost. Mnohé nadory produkuji faktory inhibujici
T-lymfocyty i jiné buniky imunitniho systému [54].

Dal$im mechanismem tniku pfed imunitnim systémem je jiz zminény sniZeny pocet
HLA molekul I. tfidy na svém povrchu. Nedostate¢ny pocet téchto HLA molekul je sice
signalem pro NK buiky, aby takto zménéné bunky usmrtily, na druhou stranu nemohou

prezentovat na svém povrchu nadorové antigeny, aby je mohly rozpoznat Tc-lymfocyty [6].
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Faktory produkované nékterymi nddoru piimo inhibuji funkce nebo zivotnost
dendritickych bunék, jakozto APC bunék. Patii mezi né¢ oxid dusnaty, ktery navozuje

apoptozu dendritickych bunék, nebo IL-10, ktery omezuje jejich dozravani [11].
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4 IMUNOTERAPEUTICKE PRISTUPY A MOZNOSTI
ZVYSENI AKTIVITY IMUNITNICH BUNEK

ZvySeni aktivity imunitnich bunék je oznacovdno terminem imunostimulace c¢i
imunomodulace. Stimulaci pfirozené imunity vyvolavaji latky ptirodniho nebo syntetického
puvodu. Mezi klasické specifické imunostimula¢ni latky se fadi vakciny a jako nespecifické
1ze oznacit bakterialni imunomodulatory (produkty bakterii), interferony nebo rtstové faktory
[2].

Obecné lze takovou imunizaci rozd€lit na pasivni a aktivni. Pasivni imunizace spociva
V podani protilatek, které jsou ziskani imunizaci zvifat nebo izolaci krve osob, které prod¢€laly
pfislusné onemocnéni. Jako aktivni imunizace se oznacuje vakcinace neboli ockovani. Jedna
se o pouziti oslabeného ¢i usmrcené¢ho mikroorganismu a nasledné vyvolani imunitni reakce,

které mize pozd¢ji chranit télo pfed mikroorganismem za tGcasti pamét'ovych bungk [2].

4.1 ,Nespecificka“ stimulace imunitnich mechanismii

Obecny mechanismus nespecifické stimulace je zalozen na podpote zakladnich funkci
imunitniho systému (nezavisle na specifit¢ nadorového antigenu). Mezi nespecifické
imunostimulacni postupy, které se v klinické praxi pouzivaji jiz tadu let, patii aplikace
cytokinti (IL-2 u hematologickych malignit) nebo pouziti latek, které vyvolavaji zanétlivou
odpovéd, napt. BCG (Bacillus Calmette-Guerin) vakciny u karcinomu moc¢ového méchyte.
BCQG je oslabena Ziva bakterie, kterd vede k aktivaci né€kolika typii imunocyti, které uspésné

likviduji nadorové buiiky [55, 57].

4.2 Potlaceni makrofagi typu M2

Uspé&snost terapie nadorovych onemocnéni by mohla byt zvySena kupiikladu
odstranénim makrofagl typu M2 z nadort a jejich nahrazeni typem M1. MoZnou cestou je
zamezeni vstupu monocytd, které se Vv nadoru preménuji na M2 makrofagy, pomoci
protilatek, které jsou schopny blokovat chemokin. Ten monocyty pfitahuje a je vytvaien

malignimi bunikami [56].

4.3 Imunoterapie dendritickymi bunikami
Dendritické builky se vyznacuji schopnosti velmi dobife piredkladat antigen
T-lymfocytim. Pokroky v laboratornich metodach umoznuji izolovat prekurzory

dendritickych buné¢k z periferni krve a indukovat jejich zrani. Podstata metody spociva v in
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vitro kultivaci téchto prekurzorii spoleéné¢ s nadorovymi antigeny (lyzaty apoptickych
nadorovych bunék). Po pohlceni téchto antigent jsou dendritické bunky aktivovany,
maturovany a poté jako protinddorova vakcina vraceny zpét do ob&hu pacienta. Vyuziva se
jejich schopnosti dale aktivovat T-lymfocyty a indukovat jejich diferenciaci v efektorové

T-lymfocyty [57].

4.4 ZlepSeni antigen-prezentujici funkce nadorovych bunék

Nadorové burky se in vitro pozméni tak, aby exprimovaly molekuly napi. CD80 nebo
CDB86 nebo produkovaly cytokiny (IL-2). Tim se z nadorovych bunék stanou APC burky,
které se nasledné¢ ozaii nebo oSetii cytostatiky, aby se nemohly dé¢lit. Takto pfipravené
,hadorové™ bunky se bud vrati pacientovi nebo se in vitro jesté¢ kultivuji s T-lymfocyty
pacienta, ¢imz se stimuluji nadorové specifické klony, které po vpraveni do organismu

napadaji piivodni nemodifikované nadorové bunky [11].

4.5 Protilatky proti TSA a TAA

Pro klinické vyuziti téchto protilatek je nutna jejich maximalni humanizace, tzn.
zmeéna jejich struktury na co nejvice podobnou lidskym protilatkam ¢imz se minimalizuje
jejich imunogennost. Nejcastéji se pouzivaji mysi humanizované monoklonalni protilatky
[49].

Na protilatkové molekuly mtzou byt kovalentn¢ navazany silné U¢inné toxiny
(imunotoxin) nebo radioizotopy (radioimunotoxiny). Kdyz se protilatka s navazanym toxinem
navaze na nadorovou buniku a je endocytovéana, toxin se z protilatky uvolni a indukuje u
nadorové bunky nekrozu. Pokud je protilatka vazana na radioizotop, vazba protilatky na
nadorovou buiku doda davku zafeni dostate¢nou k jejimu usmrceni [6].

Konkrétné pouziti monoklondlnich protilatek v1écbé MM prochazi vyraznym
rozvojem. Zejména daratumumab (anti-CD38) a elotuzumab (anti-SLAMF7) prokazaly
vyjimecnou efektivitu a jejich vedlejsi G€inky byly minimdlni. Daratumumab je humanni
monoklondlni protilaitka véazajici se na antigen CD38 exprimovany preferencné na
myelomovych bunikdch. Po navazani protilatky na cilovy antigen se aktivuje mechanismus
protilatkové cytotoxicity. Dal§i moznosti jako anti-CD38 protilatky je isatuximab, ktery také
dosahuje velmi slibnych vysledkt. Elotuzumab mé duélni roli, a to schopnost vazat se na
SLAMF7 (Clen 7 rodiny signalnich lymfocytarnich aktivacnich molekul, signaling
lymphocytic activation molecules family member 7) na myelomovych bunkach (opsonizace),
ale také na NK bunkach, kde tato vazba ptisobi jako aktivacni signal [58, 59, 60].
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4.6 Protilatky blokujici tlumivé receptory T-lymfocyti

Ter¢em pozornosti se staly i molekuly, které se objevuji na T-lymfocytech po aktivaci
a které slouzi k regulaci imunitni odpovédi, aby se pfedeslo autoimunitnimu poskozeni. Jedna
se predev§im o receptory CTLA-4 (cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4, cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4) a PD-1 (antigen programujici bunéénou smrt, programmed cell
death 1). T-lymfocyty, které exprimuji tyto molekuly, maji reakci na okolni podnéty a tim i
utlumenou protinadorovou imunitni odpovéd’. Cilem této imunoterapie je zablokovani
interakce téchto receptorti a ligandli exprimovanych na nadorovych buiikach ¢i nadorovych
asociovanych bunkach monoklonalnimi protilatkami, respektive jejich ,,odblokovéani“ a
zvyseni jejich protinadorové aktivity [61].

Jako priklad téchto protilatek lze uvést piipravek ipilimumab, protilatka proti
CTLA-4, ktera je UspéSné pouzivana v monoterapii nebo v kombinaci s chemoterapii u
pacientl s melanomem. Jako protilatkou proti PD-1 je pouZzivan piedevsim nivolumab, opét u

pacientd S melanomem, ale i s karcinomem plic [49].

4.7 Bispecifické protilatkové konstrukty

Perspektivni metodu zkoumanou V poslednich letech piedstavuje pouziti uméle
konstruovanych bispecifickych protilatek. Jedno vazebné misto téchto protilatek reaguje
s nadorovym antigenem a druhé vazebné misto rozeznava nékteré molekuly piimo na povrchu
T-lymfocyti nebo NK bunék. Jedna se o struktury ¢asto nazyvané jako BiTEs (biospecifické
T-lymfocytarni struktury, bispecific T-cell engagers). Vyhodou je jejich schopnost privést
nadorové bunky do piimého kontaktu s T-lymfocyty nebo NK bufikami. Nejdiive se
vyuzivalo bud’ celych monoklonalnich protilatek nebo jejich Fab fragmenti (antigen vazajici
fragmenty, antigen-binding fragments). V soucasné dobé¢ se ale jevi jako dostateéné pouziti
pouze fragmentl (variabilni fragmenty, variable fragments) pfislusnych monoklonalnich
protilatek [49].

Nejvyznamnéjsi cilovou molekulou u MM je BCMA (antigen zrani B-lymfocytd,
B-cell maturation antigen), ktery byva u myelomovych bunék vysoce a specificky
exprimovan, nicmén¢ vSak s progresi onemocnéni jeho povrchové zastoupeni klesa (hlavné z

divodu odsttihovani z povrchu) a proto se hledaji alternativni antigeny [62].

4.8 Adoptivni T-bunécna terapie
Béhem této terapie probihd ex vivo expanze nadorové specifickych T-lymfocytd,

ziskanych z krve nebo pfimo z infiltratu nadoru, s naslednou zpétnou infuzi pacientim. Pii
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pouziti krve se jedna o tzv. LAK bunky (lymfokiny aktivovani zabijec¢i, lymphokine activated
Killers), které se ziskavaji stimulaci T-lymfocyti a NK buné€k in vitro cytokiny (pfedevsim
IL-2) nebo anti-CD3 protilatkami. Lymfocyty, které byly izolovany pfimo z nadorové tkané
(napt. z chirurgicky odstranéné¢ho nadoru) se oznacuji jako TIL buiiky (nador infiltrujici
lymfocyty, tumour infiltrating lymphocytes). Po aktivaci bun¢k in vitro pomoci cytokint se
stimulované bunky vrati zpét do ob&hu pacienta. Adoptivni T-bunécna terapie je U€inngjsi,

kdyz je pacient pied 1é¢bou imunosuprimovan a IL-2 je pak podavan systémove [6, 49].

4.9 Chimérické antigenni receptory

Ackoliv je soucasti imunitniho systému velké mnozstvi klonli lymfocytd, jen malé
procento z nich exprimuje receptory vazajici nadorové antigeny. Pomoci modernich metod 1ze
vSak vybavit velky pocet T-lymfocytl specifickymi receptory. Genetické struktury kodujici
tyto receptory jsou vytvofeny zuseki DNA kodujicich specifické Fc fragmenty
monoklonalnich protilatek. Po vneseni umélého genu do T-lymfocytd pacienta (a jejich
namnozeni in Vitro) lze ziskat libovolné mnozstvi specifickych cytotoxickych T-lymfocytt
[63].

Tyto T-lymfocyty na svém povrchu exprimuji produkty vnesenych gentl, tzv.
chimérické antigenni receptory (CAR, chimeric antigen receptor). CAR receptory funguji
V principu stejné jako normalni antigenné specifické receptory, avSak mnohem ucinnéji.
Terapie pomoci CAR T-lymfocytl pfedstavuje moderni verzi adoptivniho bunécného pienosu
[6].

CAR T-lymfocytarni terapie je schvalena (FDA) pro mnohocetny myelom, ktery
relaboval po nebo je refrakterni na alespont Ctyfi predchozi 1écby. Jednd se o modifikaci
T-lymfocytl pacienta tak, aby napadaly MM buniky pomoci cile zvaného antigen zrani
B-lymfocyti (BCMA). BCMA ptedstavuje povrchovy znak CD19 a je exprimovan malignimi
(1 normdalnimi) plazmatickymi bunkami. CAR T-lymfocyty cilené na CDI19 pomoci
anti-CD19 prokazaly vyznamnou antimyelomovou aktivitu v ¢asnych klinickych studiich a
jsou slibnou 1é¢bou pro pacienty s relabovanym/refrakternim MM. MM buiky jsou geneticky
a fenotypove velmi heterogenni, takze pro u¢innou lécbu MM pomoci CAR T-lymfocyti
muze byt Casto vyZadovano cilené na vice nez 1 antigen. Dal§imi antigeny, které jsou

zkoumany jako CAR cile, jsou napt. CD38 a CD138 [64, 65].
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4.10 Nadorové vakciny

Vakciny proti rakoviné jsou zaloZzeny na myslence, ze nadory jsou ve své podstaté
Spatn¢ imunogenni a vakcina by méla puisobit tak, aby poskytovala imunogenicitu. Mnoho
druhii rakoviny je spojeno s virovymi infekcemi a vakciny, které témto infekcim zabranuji,
snizuji riziko rakoviny. Velky prilom v protinadorové 1écbé byla vakcina proti lidskému
papilomaviru jako prevence rakoviny délozniho ¢ipku [6, 66].

Po identifikaci peptidii rozezndvanych nadorové specifickymi T-lymfocyty urcitého
pacienta lze pomoci téchto peptidi (pfipravenych synteticky) in vitro nebo in vivo stimulovat
protinadorové T-lymfocyty [11].

Vakciny zaloZzené na nadorovych antigenech jsou v zdsad¢ idealnim pfistupem
k imunoterapii nadoru zprostfedkované T-lymfocyty, ale je obtizné je vyvinout. Krom toho
muzou mit nadory rozdilnou antigenni vybavu u riznych pacientii. To znamend, ze ucinna
protinadorova vakcina musi obsahovat fadu téchto nddorovych antigenti. Taktéz je ziejmé, ze
by mély byt tyto vakciny pouzivany pouze tehdy, kdy je nddorova zatéZ nizkd, naptiklad po
adekvatni operaci nebo chemoterapii [6, 66].

Zdrojem antigenti pro vakciny proti rakoviné jsou nadory jednotlivych pacientt
odstranéné pfi operaci. Vakciny se ptipravuji bud’ smichanim ozarenych nadorovych bunék
nebo nddorovych extrakt s usmrcenymi bakteriemi, které piisobi jako adjuvans pro zvySeni

imunogenicity nadorovych antigenu [6, 66].

4.11 Kombinovana imunoterapie

Imunoterapie s sebou piinasi perspektivu dlouhodobé, mozna i trvalé odpovédi. Na
rozdil od jinych typi cilené 1é€by je imunoterapie U¢innd Sirokym spektrem nadorovych
onemocnéni. Kombinované reZzimy zvySujici G¢innost 1é¢by piinaseji zatim velmi nadéjné
vysledky [67].

Pt 1é¢bé nadorovych onemocnéni se zpravidla nespoléha pouze na jedinou metodu a
vétSinou byva kombinovana chirurgicka 1écba s radioterapii a systémovou 1é¢bou. V ptipadé
chemoterapie se voli prakticky vzdy kombinovana lécba. Kombinovana 1é¢ba mliZze znamenat

podani vice 1ékd soucasné, nebo po sobé [67].

4.11.1 Kombinace monoklonalnich protilatek ovlivitujici kontrolni body imunitni
odpovédi
Hlavni roli v kombinované imunoterapii jako takové hraji monoklondlni protilatky

ovlivitujici kontrolni body imunitni odpovédi. Nadéjna se jevi napiiklad kombinace
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ipilimumabu (protilatka proti CTLA-4) a nivolumabu (protilatka proti PD-1) u metastatického
maligniho melanomu, metastatického karcinomu ledviny nebo plic. Pozorovaného zvyseného
procenta odpovidajicich na Iécbu a prodlouzeni celkového preziti je ovSem dosazeno za cenu
zvladnutelné podpirnou lébou. V randomizované studii byla prokazana vyssi Gc¢innost

pembrolizumabu ve srovnani s ipilimumabem [68, 69].

4.11.2 Kombinace monoklonalnich protilatek ovlivitujicich kontrolni body
imunitni odpovédi s dalSimi imunomodulaé¢nimi 1éky

Kombinovand imunoterapie se neomezuje jen na poddni rdznych monoklonalnich
protilatek. V soucasné dob¢ jsou intenzivné studovany moznosti kombinace téchto protilatek
s jinymi 1éCivy [67].

Nabizi se zejména kombinace s bevacizumabem. Bevacizumab je sice primarné 1ékem
zamifenym na cévni zasobeni nddoru, ale cilovd molekula této protilatka, vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF, vascular endothelial growth factor), ma fadu dalSich
ucinkl, které mohou byt z pohledu imunoterapie vyznamné. Jednd se naptiklad o ucinek
nadorové hypertenze, kterd brani priniku Ié¢iva do nédoru. Proto je bevacizumab podéavan
vyhradné v kombinacich, aby umoznil vstup druhého 1é¢iva do nadoru [67].

Bevacizumab je v soucasnosti v kombinaci napiiklad s atezolizumabem (protilatka
proti PD-1) pouzivan pii 1é€bé hepatocelularniho karcinomu (HCC, hepatocellular
carcinoma), rakoviny délozniho ¢ipku nebo Zaludku. Tato kombinace pfinesla vyznamnou

klinickou uc¢innost a stala se meznikem v terapii HCC [70].

4.11.3 Kombinace imunoterapie s chemoterapii (chemoimunoterapie)

Jako velmi nadé€jna je kombinace 1€kti k usmrceni nebo zpomaleni rustu rakovinnych
bun€k (chemoterapie) a 1éki ke stimulaci nebo obnoveni schopnosti imunitniho systému
bojovat proti rakoviné (imunoterapie) [67].

I kdyz byla cytotoxickd chemoterapie po dlouh4a desetileti vniméana jako
imunosupresivni, mohou nékteré cytotoxické 1éky imunitni odpovéd’ zesilovat. V ramci
chemoimunoterapie se mize tedy jednat o kombinaci dvou 1ékd nebo o jeden 1€k s dualnim
ucinkem [67].

Velmi G¢innym a v Ceské republice registrovanym lékem je rituximab (obchodni
nazev napt. MabThera, Rixathon a dalsi), ktery se pouziva jednak samotny a jednak ¢im dal

Castéji v kombinaci s chemoterapii. Rituximab je protilatka proti molekule CD20, ktera se
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nachazi na povrchu lymfoma. Po vazbé rituximabu na povrch buiiky se buiika stava cilem
imunitnich mechanismii. Bylo prokazano, ze u pacientii s agresivnim lymfomem je tato
kombinace uc¢innéjsi nez samotna chemoterapie. Krom¢ lymfomi se rituximab vyuziva pii
lécbeé ALL a CLL [41].

Jako dalsi 1ze uvést 1¢k alemtuzumab (obchodni ndzev Mabcampath). Je to protilatka
proti molekule CD52 nachézejici se na povrchu lymfocytii a dalsich krevnich bunék, kterou je
mozné pouzit pii 1é¢bé CLL [41].

Kombinace chemoterapie a imunoterapie jsou studovany predevsim u nadori citlivych
na chemoterapii. Prukazné vysledky se objevuji hlavné u karcinomu plic [67].

Jak jiz bylo zminéno, n¢ktera chemoterapeutika kromé cytotoxickych vlastnosti maji i
vlastnosti imunomodula¢ni. Znamena to, Ze jejich terapeutickd ucinnost Castecné zavisi na
schopnosti téchto chemoterapeutickych latek interagovat s imunitnim systémem. Predpoklada
se, ze chemoterapie indukuje rizné zpusoby smrti nddorovych bunék, které mohou vést k
uvolnéni antigent odvozenych z nadoru, které mohou byt pohlceny a zpracovany imunitnimi
bunikami, coz vede k jejich aktivaci a indukci protinadorové imunity [71].

Bortezomib je typickym ptikladem pro tyto dualni vlastnosti. Bortezomib je v prvni
fad¢ inhibitor ubikvitin-proteazomové drahy odpovédné za intracelularni pfeménu proteind.
Blokace této schopnosti bun¢k je zakoncena jejich apoptdézou. Nadorové bunky jsou k tomuto
ucinku citlivéjsi nez buniky zdravé, to znamena, ze nadorové builky umiraji, zatimco ty zdravé
se mohou dale obnovovat. Spolu s inhibici proteazomu a tedy senzibilizaci nadorovych bunék
k apoptdze ma bortezomib také ¢etné Gi¢inky na imunitni systém [72].

Bortezomib ma vétsi ¢i mensi vliv na T- a B-lymfocyty, dendritické buiiky a NK
bunky. V ptipadé n¢kterych druhii T-lymfocytd mizou byt tyto u¢inky 1 negativni. NK buniky
hraji klicovou roli v protinddorové imunité, a to 1 pfi [é€b& bortezomibem. Bylo prokazano, Ze
bortezomib sniZuje expresi molekul HLA 1. tfidy na MM bunkach. Tento ucinek je zavisly na
Case a davce a senzibilizuje MM buriky k 1yze zprosttedkované NK bunkami [72, 73].

Mimo jiné 1écba bortezomibem zvySuje hladiny ligand receptorti aktivujicich NK
buriky. Jedna se 0 molekuly MICA a MICB, které se objevuji na povrchu nadorovych bunék.
Zvysend exprese téchto molekul indukuje zvySenou tvorbu piislusnych NKG2D ligandii na
povrchu NK bunék. Diky MICA a MICB receptorim jsou NK buriky schopné zamifit své
cytotoxické mechanismy rychleji a presnéji [74]. Podobny tuc¢inek vykazuji i dalsi
chemoterapeutika, jako ixazomib a carfilzomib.

V piipadé chemoterapie je novym pfislibem jeji kombinace imunogennich vlastnosti

chemoterapeutik a ex vivo ptipravenych bunék. Naptiklad pravé pouziti bortezomibu a NK
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bunck se jevi jako slibnd strategie pro mnohocetny myelom, kdy bortezomib nejen zvySuje
aktivacni signal pro NK bunky indukci exprese ligandii pro hlavni aktiva¢ni receptor NKG2D
(MICA, MICB), ale také snizenim exprese HLA, které vysilaji NK bunikdm aktivacni signal.
Pravé kombinace bézné pouzivané chemoterapie a bunééné imunoterapie je novym piislibem

pro pacienty s mnohocetnym myelomem [73].
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EXPERIMENTALNI CAST

5 CILE PRACE
1. Testovani vybrané chemoterapie na myelomové linie — sledovani proliferace a
viability bun¢k.
2. Sledovani zvySeni exprese genl asociovanych s imunitni odpovédi pomoci qPCR.

3. Ovéfeni vysledkl na proteinové urovni.
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6 METODIKA PRACE

6.1 RozmraZeni bunéénych linii
Material
— myelomové linie RPMI-8226 a H929 (Sigma Aldrich, Némecko)
Pomuicky
— 15ml a 50ml zkumavky Corning Centristar™ (Corning Incorporated/Corning, USA)
—  25cm? kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)
—  sérologické jednorazové sterilni pipety (P-LAB, Ceska republika)

automatické pipety + Spicky (Eppendorf, Némecko)
Reagencie

— L-glutamin (Gibco, Velka Britanie)

— Antibiotikum-Antimykotikum 100X (Gibco, Velka Britanie)

— HEPES pufr 1 M (Lonza, USA)

— FBS (Gibco, Velka Britanie)

— 2-Mercaptoethanol 50 mM (Gibco, Velka Britanie)

— RPMI 1640 médium (bez L-glutaminu) (SERANA, Némecko)
Pristroje

— biohazard box Safemate 1.2 (BioAir, Italie)

— COg2 inkubator (ESCO, Singapur)

— termolazen (Lab Companion, USA)

— centrifuga Hermle Z 326 (Labortechnik GmbH, Némecko)
Postup

Obé linie byly kultivovany ve stejném kompletnim médiu sloZzeném z nésledujicich

reagencii: RPMI 1640 médium, 2 mM L-glutamin, 10 mM HEPES pufr (kyselina
N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova), 10% FBS (fetalni hovézi sérum, fetal
bovine serum), 50 uM 2-Mercaptoethanol, antibiotika (100 jednotek penicilinu, 100 pg
streptomycinu, 0,25 pg Amfotericinu B). V nasledujicim textu je kompletni médium
oznacovano jako RPMI médium. Takto pfipravené RPMI médium bylo vloZzeno do
termoldzné na 37 °C. Pozdé&ji byly do termolazné ptfidany zamrazené bunétné linie, a to
pfiblizné na 5 minut. DalSi postup bude popisovan jako prace s jednou bunéfnou linii,
nicmén¢ rozmrazovani druhé bunééné linie probihalo stejnym zptisobem. Do 15ml zkumavky

bylo napipetovano 5 ml RPMI média. Dale byl pfidan po malych kapickach 1 ml RPMI média
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ptfimo do kryozkumavky k 1 ml bunécné linii. Celé¢ 2 ml byly posléze preneseny do stejné
15ml zkumavky. Celkem tedy bylo v 15ml zkumavce 6 ml. Takto pfipravené buiky byly
centrifugovany po dobu 7 minut pii 350 g a hodnota ,;rozjezd — brzda“ byla nastavena na
maximum (9-9). Po centrifugaci vznikla ve zkumavce viditelna peleta. Supernatant byl
odstranén a peleta rozvolnéna v 1 ml RPMI média. Rozvolnéné bunky byly ptreneseny do
kultiva¢ni lahve, do které byly nasledn€¢ napipetovany dalsi 4 ml RPMI média. Takto
rozmrazena bunécna linie byla vlozena do CO2 inkubatoru pii 37 °C a pfipravena ke svému
rustu. Pro zamezeni kontaminace vzorkii byla veSkerd manipulace snimi provadéna

V laminarnim boxu.

6.2 Aplikace chemoterapie na bunécné linie
Material

— rozrostlé bunééné linie RPMI-8226 a H929 mnohocetného myelomu
Pomiicky

—  96-jamkova a 48-jamkov4 kultivaéni desticka (TPP, Svycarsko)

— 15ml a 50ml zkumavky Corning Centristar™ (Corning Incorporated/Corning, USA)

—  sérologické jednorazové sterilni pipety (P-LAB, Ceska republika)

— automatické pipety + $pi¢ky (Eppendorf, Némecko)
Reagencie

— kompletni RPMI médium (viz kapitola 6.1)

— chemoterapeutika: bortezomib, ixazomib, carfilzomib (MedChemExpress, USA)

— Poly-L-lysin roztok 0,01 % (Sigma-Aldrich, USA)

— PBS pH 7,4 (1X) (Gibco, Velka Britanie)
Pristroje

— biohazard box Safemate 1.2 (BioAir, Italie)

— COg inkubator (ESCO, Singapur)

— termolazen (Lab Companion, USA)

— centrifuga Hermle Z 326 (Labortechnik GmbH, Némecko)

— IncuCyte® Cell Culture CO2 Incubator (ESCO, Singapur)
Postup

K experimentu byly pouzity 2 zminéné buné¢né linie a pracovalo se snimi pii

koncentraci 300 000 bunék/ml. Na kazdou bunénou linii bylo aplikovano 6 riznych
koncentraci chemoterapeutika a k dispozici pro tento experiment byly 3 druhy chemoterapii.
Kazdy experiment pro RPMI-8226 se opakoval 3x. Vznikly tedy tfi replikaty (R1, R2, R3)
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pro kazdou koncentraci. Pro myelomovou linii H929, ktera byla pouzita jako validacni linie,
byly experimenty provadény jen jednou, tzn. Zze od kazdé chemoterapie vznikl jen jeden
replikat.
Koncentrace aplikované na bunécné linie:

— 0 nM (kontrolni vzorek)

- 1nM

- 25nM

- 5nM

- 10nM

- 20nM
Pouzita chemoterapeutika:

— bortezomib

— ixazomib

— carfilzomib

Nasledujici postup bude popsan pro jeden experiment — napi. pro bunécnou linii
RPMI-8226, pro chemoterapeutikum bortezomib a replikat R1. Pro ostatni replikaty,
chemoterapeutika a druhou buné¢nou linii byl postup stejny.

Z kultivacni lahvicky byly odebrany 3 mil. bun¢k do 50ml zkumavky. Bunky byly
centrifugovany 8 min pii 350 g. Supernatant byl slit do odpadu. Peleta byla rozvolnéna v 1 ml
zahtatého RPMI média na 37 °C a doplnéna o dalsich 9 ml RPMI média. 3 mil. bunék byly
tedy rozvolnény v 10 ml RPMI média, coZz odpovidd pozadované koncentraci
300 000 bunek/ml.

Chemoterapeutikum muselo byt nejdiive nafedéno na pozadovanou koncentraci 1 uM
vV RPMI médiu, protoZe pltivodni koncentrace, ve které bylo doddno (5 mM), je pro bunky
pfili§ vysoka. Do nové popsané 15ml zkumavky bylo tedy napipetovano 4 999 ul RPMI
média a byl pfidan 1 pl chemoterapeutika. Finalni aplikovani chemoterapie na bunky
zahrnovalo napipetovani bunécné suspenze a chemoterapeutika dle niZze uvedené tabulky
(Tabulka 2). Pro zamezeni kontaminace vzorkl byla veskera manipulace s nimi provadéna
V lamindrnim boxu.

Tabulka 2: Aplikace chemoterapie na MM buriky (bortezomib R1)

Koncentrace

() 0 1 25 5 10 20
Bunécna 15ml | 1.5ml | 15ml | 2.5ml | 1,5ml | 1,5ml
suspenze

Bortezomib X 15ul | 375ul | 7,5l 15 ul 30 pl
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6.2.1 Priprava desticky pro IncuCyte®

Do 96-jamkové desticky bylo napipetovano 50 ul Poly-L-lysin, avSak pouze do jamek,
do kterych byly pozdgji pridany buiiky. Desticka byla na 1 hod ulozena do CO2 inkubatoru.
Béhem této doby se Poly-L-lysin ,,uchytil* na dno jamek. Nasledn¢ bylo celych 50 pl roztoku
z kazdé jamky odsato do odpadu a desticka byla ponechana dalsi 1 hod v laminarnim boxu
pro vyschnuti zbytku roztoku.

Po vyschnuti uz bylo mozné napipetovat od kazdého vzorku 3 x 100 ul bunécné
suspenze s aplikovanou chemoterapii do jamek dle nasledujici tabulky (Tabulka 3), ktera
predstavuje mapu obsazenych pozic 96-jamkové desticky. Po napipetovani vzorku byl do
okolnich jamek pfidan po 100 ul roztok PBS (fosfatovy pufr, phosphate-buffered saline)
s antibiotiky (roztok je znazorfiovan symbolem ,,0%), aby bylo zamezeno zaprvé kontaminaci
vzorkli a zadruhé jejich vysychani béhem analyzy v IncuCyte®. Roztok byl ptipraven do
50ml zkumavky smichanim 0,5 ml antibiotik a 45,5 ml PBS.

Tabulka 3: Mapa obsazenych pozic 96-jamkové desticky pro IncuCyte® analyzu

1 2 3 4 5
A 0] 0] 0] 0] 0]
B 0] OnM | 25nM | 10nM 0]
C 0] OnM | 25nM | 10nM 0]
D 0] OnM | 25nM | 10nM 0]
E 0] 1nM 5nM | 20 nM 0]
F 0] 1nM 5nM | 20 nM 0]
G 0] 1nM 5nM | 20 nM 0]
H 0] 0] 0] 0] 0]

Takto pfipravena desti¢ka byla vlozena do IncuCyte®. Bylo nastaveno snimani zelené

fluorescence v intervalu 6 hod po dobu 48 hod.

6.2.2 Priprava desti¢ek pro priitokovou cytometrii a testy molekularni genetiky
Do 48-jamkové desticky bylo napipetovano po 0,5 ml vzorkdl bunécné suspenze
s aplikovanou chemoterapii a do okolnich jamek PBS s antibiotikem. Tabulka 4 znazoriuje
mapu 48-jamkové desticky. Vzorky byly pipetovany pro 24hod a 48hod inkubaci. Takto
ptipravena desticka byla vlozena do CO2 inkubatoru. Stejny postup prace byl zvolen také pro
validaci vysledki qPCR (kvantitativni polymerazova fetézova reakce, quantitative

polymerase chain reaction) na proteinové trovni (tj. flowcytometricky).
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Tabulka 4: Mapa obsazenych pozic 48-jamkové desticky se vzorky pro qPCR a

flowcytometrickou analyzu (fada B = 24hod inkuace, rada D = 48hod inkubace)

1 2 3 4 5 6 7 8
A 0 0] 0] 0] 0 0 0] 0]
B 0] 0nM I1nM | 25nM | 5nM 10nM | 20 nM 0]
C 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0]
D 0] 0nM I1nM | 25nM | 5nM 10nM | 20 nM 0]
E 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0]

6.3 Méreni viability bunék na priitokovém cytometru
Material

— inkubované vzorky (v 48-jamkové desticce)
Pomiicky

— cytometrické zkumavky (Corning Incorporated/Falcon, USA)

— automatické pipety + $pi¢ky (Eppendorf, Némecko)
Reagencie

—  7-AAD roztok pro barveni Zivotaschopnych bunék (EXBIO Praha, Ceska Republika)

— PBS pH 7,4 (1X) (Gibco, Velka Britanie)

—  Anti-MICA/MICB Alexa Fluor® 647 (EXBIO Praha, Ceskéa Republika)
Pristroje

— Dbiohazard box Safemate 1.2 (BioAir, Itélie)

— centrifuga Hermle Z 326 (Labortechnik GmbH, Némecko)

— pritokovy cytometr BD FACSAria™ Fusion (BD Biosciences, USA)
Postup

48-jamkova desticka byla vyndana z CO. inkubatoru. Vzorky uréené k 24hod ¢i

48hod inkubaci byly v jamce promichany a bylo znich pieneseno 100 pl suspenze do
popsanych cytometrickych zkumavek. Desticka byla vracena zpét do CO: inkubatoru. K
bunééné suspenzi v cytometrickych zkumavkach bylo ptidano 5 pl roztoku 7-AAD
(7-aminoactinomycin D) a zkumavky byly vloZzeny na 15 min do tmy. Ve valida¢nim
experimentu byla Kk suspenzi také ptidana protilatka detekujici MICA/B (5 pl). Dale probehl
»oplach® a k builkdm byly pfiddny 2 ml PBS. Vzorky byly centrifugovany pii tihovém
zrychleni 350 g po dobu 8 min. Supernatant byl slit do opadu a peleta rozvolnéna ve finalnich
300 ul PBS. Takto pfipravené vzorky byly vkladany do pratokového cytometru. Po zméteni
byly provadény analyzy v softwaru FlowJo. Exprese MICA/B byla stanovena jako median

intenzity fluorescence.
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6.4 ZamraZeni bunécné suspenze v lyza¢nim roztoku
Material

— inkubované vzorky (v 48-jamkové desticce)
Pomiicky

— 1,5ml zkumavky (Eppendorf, Némecko)

— automaticka pipeta + Spicky (Eppendorf, Némecko)
Reagencie

— PBS pH 7,4 (1X) (Gibco, Velka Britanie)

— RLT pufr s ptidanym B-merkaptoethanolem (QIAGEN GmbH, Némecko)
Pristroje

— Dbiohazard box Safemate 1.2 (BioAir, Itélie)

— centrifuga BOECO M-24A (Boeco, Némecko)

— vortex ZX3 (VELP Scientifica, Italie)

— laboratorni mrazék (—80 °C) (Panasonic, Japonsko)
Postup

48-jamkova desticka byla vyndana z CO2 inkubatoru. Vzorky ur¢ené k 24hod c¢i
48hod inkubaci byly v jamce promichany a bylo z nich pfeneseno 400 pl suspenze do 1,5ml
zkumavek. Tento tikon byl pro zamezeni kontaminace vzorkd proveden v laminarnim boxu,
dalsi kroky se uskute¢nily mimo tento box.

Bunééna suspenze v 1,5ml zkumavkach byla centrifugovana po dobu 5 min pti 350 g.
Supernatant byl odpipetovan a k peleté byl ptfidan 1 ml PBS. Opét probéhla centrifugace pti
stejnych podminkach. Veskery supernatant byl odstranén. K peleté bylo napipetovano 350 pl
RLT pufru (RNA lyzaéni pufr) spfidanym [-merkaptoethanolem a ihned byl tento mix

zamichan na vortexu a zamrazen v mrazaku pii —80 °C.

6.5 lzolace RNA
Material
— zamrazena bunécna suspenze v RLT pufru
Kit
— RNeasy® Mini Kit (QIAGEN GmbH, Némecko)
Pomiicky
— 1,5ml zkumavky (Eppendorf, Némecko)
— automatické pipety + Spicky (Eppendorf, Némecko)
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Reagencie (nejsou soucasti kitu)

— ethanol absolutni p.a. (PENTA s.r.0., Ceska republika)
Pristroje

— biohazard box SafeFAST Classic S/D (tiida II) (Schoeller Instruments, s.r.0, Ceska

Republika)

— centrifuga BOECO M-24A (Boeco, Némecko)

— laboratorni mrazak (—80 °C) (Panasonic, Japonsko)
Postup

Lyzované bunky byly vyjmuty z mrazédku (—80 °C) a rozmrazeny (na ledu). Do

rozmrazené pelety byl ptidan jeden objem 70% ethanolu, tzn. k cca 350 pl bylo napipetovano
350 ul ethanolu. Mix byl fadné promichén pipetovanim a ihned pfenesen na centrifugacni
kolonky. Nasledovala centrifugace po dobu 15 s p#i > 8 000 g. Centrifugaci se potiebna RNA
zachytila na kolonce a zbytkovy RLT pufr protekl do sbérmé zkumavky. Pritok ze sbérnych
zkumavek byl slit do odpadu. Na kolonku bylo napipetovano 700 ul RW1 pufru (promyvaci
roztok pro RNA, RNA wash buffer) a nasledné byly zkumavky vloZeny do centrifugy na
15 s pii 8 000 g. Pratok byl slit do odpadu. Do centrifugacni kolonky bylo pfidano 500 pl
RPE pufru (promyvaci roztok pro RNA s pfidanym ethanolem, RNA wash buffer with
ethanol). Prob¢hla 15s centrifugace pii 8 000 g. Piidani 500 pl RPE pufru se znovu opakovalo
a zkumavky byly centrifugovany 2 min pii 8 000 g. Centrifugacni kolonky byly umistény do
nové suché 2ml sbérné zkumavky a vSe bylo znovu vloZeno do centrifugy, tentokrat na 1 min
pii plné rychlosti. Tim byla odstranéna veskera nepotiebna kapalina z centrifugacnich
kolonek a na kolon¢ zistala pouze potiebna RNA. Na zavér procesu byly kolonky premistény
do finalnich znacenych 1,5ml zkumavek. Piimo na kolonku bylo napipetovano 30 pl
RNase-free vody. Molekuly této vody na sebe navazaly samotnou RNA zkolonky a
centrifugaci (1 min pii 8 000 g) celych 30 pl vcetné molekul RNA proteklo do finalnich

zkumavek. 1zolovana RNA byla vlozena do mrazaku (=80 °C).

6.6 Syntéza cDNA

Material
— zamrazena izolovana RNA
Kit
— FIREScript® RT ¢cDNA synthesis MIX with Oligo (dT) and Random primers (Solis
Biodyne, Estonsko)
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— slozeni: FIRESript® Reverse Transcriptase, RT reaction buffer with DTT,
dNTPs, Oligo (dT) primer and Random primers
Pomuicky
0,2ml zkumavky (Eppendorf, Némecko)
— automatické pipety + Spicky (Eppendorf, Némecko)
Pristroje
— biohazard box Safemate 1.5 (BioAir, Italie)
— vortex ZX3 (VELP Scientifica, Italie)
— T100 Thermal Cycler (BioRad, USA)
— mrazak (—20 °C)
Postup
K syntéze c¢cDNA (komplementarni deoxyribonukleova kyselina, complementary
deoxyribonucleic acid) byla potieba izolovana RNA a reagencie z Kitu, které byly opét pied
pouzitim rozmrazeny. V 0,2ml zkumavkach byly nasledné smichany reagencie podle nize
uvedené tabulky (Tabulka 5), ktera se nachazi v navodu pro tento kit.

Tabulka 5: Mix pro reverzni transkripci

Reagencie Objem
Templat RNA 0,1ng-5pg
10x RT Reaction Premix

with Oligo (dT) and 2ul
Random primers

FIREScript Enzyme Mix 1,5 ul
Nuclease-free H2O do 20 ul
Celkem 20 pl

RNA templatu v tomto experimentu bylo do mixu napipetovano 5 pl. Vysledny
pfipraveny mix byl promichan na vortexu a vloZzen do termocycleru pii poZadovanych
podminkach dle tabulky v navodu (Tabulka 6).

Tabulka 6. Teplotni program pro reverzni transkripci

Krok Teplota Cas
Napojeni primeru 25 °C 5-10 min
Reverzni transkripce | 37-60 °C | 15-30 min
Inaktivace enzymu 85 °C 5 min

Na zaklad¢ predchozich zkuSenosti byl prvni krok nastaven na 10 min a reverzni
transkripce na 30 min pfi 42 °C. Po dobéhnuti celého programu byly vzorky uloZeny do
mrazaku nastaveného na —20 °C.
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6.7 Testovani primeri pomoci real-time PCR (qPCR)
Material
— zamrazené vzorky cDNA
Pomiicky
— automaticka pipeta + Spicky (Eppendorf, Némecko)
— FrameStar 96-jamkova desticka (BioRad, USA)
Reagencie
—  pouzité primery pro cilové geny (Generi Biotech, Ceska republika):
— MICA forward: CTTGGCCATGAACGTCAGG
— MiICA reverse: CCTCTGAGGCCTCGCTGCG
— MICB forward: ACCTTGGCTATGAACGTCACA
— MICB reverse: CCCTCTGAGACCTCGCTGCA
—  pouzité primery pro referenéni geny (Generi Biotech, Ceské republika):
— 18S forward: TGCATGGCCGTTCTTAGTTG
— 18Sreverse: AGTTAGCATGCCAGAGTCTCGTT
— B2M forward: CTATCCAGCGTACTCCAAAG
— B2M reverse: GAAAGACCAGTCCTTGCTGA
— Hypure H20
— EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis Biodyne, Estonsko)
— slozeni: HOT FIREPol® DNA polymerase, 5x EvaGreen® qPCR buffer with
12,5 mM MgCI2, dNTPs, EvaGreen® dye (interkala¢ni barvivo), Internal
reference ROX
— Yeast tRNA (10 mg/ml) (ThermoFisher Scientific Inc., USA)
Pristroje
— vortex ZX3 (VELP Scientifica, Italie)
— centrifuga U-320 R (Boeco, Némecko)
— CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad, USA)
Postup
Ze vseho nejdiive musely byt nafedény primery. Primery byly po pfijeti rozpustény
v dedikovaném objemu vody (dle vyrobce), aby byla jejich koncentrace 100 nM. Byly
pouzity primery pro geny MICA a MICB a jako primery pro referencni geny byly pouzity
18S (rRNA gen; ribozomalni RNA gen) a B2M (B-2-mikroglobulin, komponenta HLA
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molekul 1. tfidy). Kazdy primer (forward, F i reverse, R) byl nafedén zvlast a ve zbytku
experimentu byl pouzivan jen tento alikvot, nikoli original.

Pro ulehCeni pipetovani 96-jamkové desticky byly vytvoieny 4 zasobni mixy pro
kazdy primer a mix pro kazdy vzorek zifedéné cDNA. Tabulka 7 zobrazuje navod k piipravé
téchto zasobnich mixa.

Tabulka 7: Priprava zasobnich mixu pro 96-jamkovou gPCR desticku

Objem pipetovany

Reagencie | Objem na jamku desticky

H20 90 pl
Master Mix | 56 pl

5,25 ul
Primer F 35ul !
Primer R 3,5ul
tRNA 35 pul

4,75 ul
cDNA 5 ul H

Yeast tRNA (transferova ribonukleova Kkyselina, transfer ribonucleic acid) je
kvasinkova tRNA, ktera se pouziva k fedéni cDNA. V kone¢né koncentraci 10-20 ug/ml je
tRNA ucinnym termostabilnim ¢inidlem, které zajistuje spolehlivéjsi PCR reakci, predevsim
u malého mnozstvi vstupniho materialu.

Pipetovani na desticku bylo provedeno dle schématu v pfedem ptipraveném protokolu.
Kazda jamka byla pipetovana v doubletu. Celé schéma desticky je zobrazeno v piiloze A. Po
napipetovani veSkerého potiebného materidlu byla desticka zamichdna na vortexu a
centrifugovéana po dobu 1 min.

Pouzité nastaveni teplotniho programu pro real-time PCR, je uvedeno na nasledujicim

obrazku (Obrazek 6).
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720 C 720 C
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950 C for 12:00
95,0 C for 0:15
550 C for 0:20
720 C for 0:20
+ Plate Read
GOTO 2, 39 moretimes
720 C for 1:00
Melt Curve 650 to 950 C increment 05 C
for 0:05 + Plate Read
8 100 C for 0:10
END

|l M| =

| [en

Obrazek 6: Nastaveni teplotniho programu qPCR

Teplotni program je rozdélen do 8 hlavnich krokii. Kroky 2-5 jsou 40x opakovany.
Nasleduje analyza kiivky tani (65-95 °C).

6.8 Hodnoceni qPCR

Vysledkem analyzy qPCR byly hodnoty C: (cyklus prahové hodnoty, cycle of
threshold). Ct hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k naristu fluorescence nad prah pozadi,
které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena detektorem. Cislo tohoto cyklu je
zaznamenano a dale vyuzivano prave jako hodnota C:. Je také dulezité zminit, ze ¢im je Cq
niz$i, tim vice bylo do reakce dodano templatové DNA, a naopak. Hodnoty Ct se jednoduse
rovnaji poctu qPCR cykli, které jsou potieba k tomu, aby se zacal ve vzorku exprimovat

testovany gen a doslo k navyseni fluorescence nad prahovou hodnotu.
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Pti kvantifikaci je také nutné¢ vyhodnotit krom¢ samotnych testovanych genti i geny
referen¢ni (vnitini kontrola). Vnitini kontrola uréuje, do jaké miry bylo u testovanych vzorki
(genll) pouzito srovnatelné mnozstvi vstupniho materidlu (templatové DNA). Jako vnitini
kontrola jsou vyhodnocovany geny, jejichz transkripce ¢i pocet jejich kopii v testované DNA
by mél byt stejny u vSech testovanych vzorkil. NejcCastéji se jako referenni neboli
,housekeeping* geny pouzivaji geny pro ribosomalni proteiny, nebo geny aktinu a tubulinu.

Jako referencni geny byly pouzity 2 geny (18S a B2M), pfi¢emz po prvotni analyze
bylo dale pracovano pouze s genem pro 18S rRNA, jez byl vyhodnocen jako u¢innéjsi pro
tento experiment.

Kromé C; byly v mensi mife hodnoceny i teploty tani. Jejich hodnoty byly pouzity
jako kontrola kvality vysledkt Ct a vZdy vyhovovaly kritériim.

Ke zpracovani hodnot Ci byla pouzita ,Delta-delta C; metoda“, znama také jako

»2—AACt metoda“, znazornéna v nasledujicich rovnicich:

AC(chemoterapie) = C.(cilovy gen) — C,(referencni gen) (1)
AC.(kontrolni vzorek) = C;(cilovy gen) — C,(referencni gen) (2)
AAC; = AC,(chemoterapie) — AC;(kontrolni vzorek) (3)

Nasleduje vypocet relativniho ndsobku genové exprese vzorku:
o . - 4
relativni ndsobek genové exprese = 2744Ct (4)

Tato 2—AAC:; hodnota byla déale zpracovana do grafi a porovnavana napfic
jednotlivymi vzorky. V grafech uvedenych v Kkapitole s vysledky je porovnavan relativni

nasobek genové exprese ve vzorku s aplikovanou chemoterapii po dobu 24 hod a 48 hod.
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7 VYSLEDKY

7.1 Viabilita bunék

Proporce mrtvych bunék jsou stanoveny jako procento pozitivnich 7-AAD. Tedy ¢im

vys$i hodnota byla namétena, tim vyssi byla umrtnost bunék pii jednotlivych koncentracich.

7.1.1 Myelomova RPMI-8226 linie
Pti hodnoceni vysledkd pro viabilitu myelomové linie RPMI-8226 z pratokového
cytometru bylo pracovano pouze s mediany ze vSech tfi experimentl. Nasledné byl od
kazdého medianu pfislusné koncentrace odecten median hodnoty pro kontrolni vzorek, tedy
koncentraci 0 nM. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce nize.
Tabulka 8: Umrtnost bunék myelomové linie RPMI-8226 (%)

Koncentrace Bortezomib Ixazomib Carfilzomib

(M) 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
RPMI-8226 1 0,50 2,10 0,80 1,90 1,20 | -0,10
Umrtnost 2,5 2,30 0,70 1,30 1,90 0,20 0,50
(%) 5 -2,70 1,20 1,70 2,20 3,20 3,00
10 550 | 11,80 | 1,30 1,40 | 17,30 | 17,70
20 25,40 | 46,10 | 0,50 6,20 | 29,10 | 21,80

V koncentracich 0-10 nM nebyla pozorovana velkd tuUmrtnost bunék. Bunky
inkubované s ixazomibem nevykazovaly vyznamnou zménu viability bun¢k ani pfi nejvyssi
koncentraci (20 nM). Nejnizsi viabilita bun¢k byla pozorovana pfi nejvyssich koncentracich

chemoterapie. Viabilitu bun¢k taktéz snizuje doba inkubace s chemoterapeutikem.

7.1.2 Myelomova H929 linie

Myelomova linie H929, jakozto validacni linie, byla zpracovana pouze v jednom
replikatu. Stejné jako u predchozi linie byla hodnota kontrolniho vzorku ode¢tena od vzorkl
s jednotlivymi koncentracemi. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 9: Umrtnost bunék myelomové linie H929 (%)

Koncentrace Bortezomib Ixazomib Carfilzomib

(nM) 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

H929 1 -0,10 | -0,60 | 2,110 1,10 3,90 8,50
Umrtnost 2,5 420 | 26,80 | 1,80 2,80 | 33,60 | 58,20
(%) 5 36,20 | 60,80 | 0,20 3,60 | 44,80 | 67,60
10 4330 | 62,60 | 3,40 7,50 | 55,10 | 69,60
20 50,20 | 64,60 | 42,50 | 78,18 | 58,00 | 70,30
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Bunky myelomové linie H929 vykazovaly vyznamny pokles viability jiz pfi nizkych
koncentracich. Vyjimku tvofil opét ixazomib, u kterého bylo sniZzeni viability bunék

pozorovan0 az u nejvys$Sich koncentraci. Celkové nejvice mrtvych bunék bylo zjisténo

Vv nejvyssich koncentracich po 48 hod inkubace.

7.2 Vizualizace proliferace bunék na pristroji IncuCyte®

Ptistroj IncuCyte® umoziluje vizualizaci bunék V redlnem Case. Pfistroj snima plochu
kultiva¢nich naddob v pfedem nastavenych podminkach a ¢asech. Snimani bylo nastaveno na
kazdych 6 hod po dobu 2 dn.

Analyza prob¢hla pouze u bunééné linie RPMI-8226, ktera byla geneticky upravena
tak, aby produkovala zeleny fluorescenéni protein (GFP, green fluorescent protein), diky

némuz bunky fluoreskuji a jsou na snimcich dobie viditelné, viz Obrazek 7.

R S

3 . 5
o3/ 5 (5 0 58 JONE

Obrazek 1: Ukazka snimku z pristroje IncuCyte®
Obrazek znazornuje jeden snimek z pouzitého softwaru IncuCyte®. Zelené objekty

Jsou zive bunky produkujici GFP.

V ramci analyzy pomoci integrovaného software byly pocitany zelené objekty na
snimek. Nasledujici dva grafy (Obrazek 8 a Obrazek 9) vykazuji po 24 hod podobné pocty
bun¢k (modré barva).

Po aplikaci bortezomibu na myelomovou linii RPMI-8226 byly pozorovany pouze
malé zmény v po¢tu bunék. Nejnizsi pocet bunék byl zaznamenan po 24hod inkubaci pii
koncentraci 2,5 nM, nicméné oproti kontrole je rozdil minimalni (cca 20%). Po 48hod
inkubaci byl nejnizsi pocet bunék detekovany pfi nejvyssi koncentraci 20 nM, kde bylo 2x
mén¢ bunck nez pii 0 nM.
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Obrdazek 8: Pocet zivych bunék po aplikaci bortezomibu (RPMI-8226)

Stejné jako bortezomib, ani ixazomib nevedl K prudkému poklesu pocétu bungk,
naopak byl u nékterych koncentraci pozorovan narist. Po 24 hod doslo pii koncentraci
chemoterapeutika 2,5 nM K nartstu bunék o cca 10 %. Nejvétsi pokles v poctu bunék byl pti
1 nM (0 20 %). Obdobna situace byla pozorovana i po 48 hod. Nejvice bun¢k bylo v jamce

s koncentraci 2,5 nM (narust o 10 %) a nejméné s 1 nM ixazomibu (pokles o 20 %).
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Obrazek 9: Pocet zivych bunék po aplikaci ixazomibu (RPMI-8226)
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Nejvyraznéjsi rozdily byly pozorovany u carfilzomibu. Pocet bun¢k se snizoval se
zvySujici se koncentraci chemoterapeutika, a to jak po 24 hod, tak po 48 hod, kde byly rozdily
jesté vyraznéjsi. Po 24 hod bylo u koncentrace 20 nM 2x méné bunék nez v kontrolnim
vzorku. Po 48 hod bylo ve stejné koncentraci pozorovano az 3x méné bunék nez v kontrolnim

vzorku.

Carfilzomib

(RPMI-8226)
8000
7000
fg 6000

2 5000
S
> 4000
: E m24h
S 3000
3 m48 h
2 2000

1000

0 1 25 5 10 20

Koncentrace chemoterapie (nM)

(@)

Obrdazek 10: Pocet zivych bunék po aplikaci carfilzomibu (RPMI-8226)

7.3 Exprese genii asociovanych s imunitni odpovédi
Pro sledovani vlivu chemoterapie na expresi MICA a MICB byla zvolena metoda
MRNA (,,messengerova“ ribonukleova kyselina, messenger ribonucleic acid) umoznujici

sledovani upregulace exprese bez interference dalSich zmén na proteinové Grovni.

7.3.1 Myelomova RPMI-8226 linie

Hodnoty genové exprese pro chemoterapii bortezomibem byly pro gen MICA i MICB
signifikantné zvySeny az po 48 hod. Vyraznéjsi exprese se u obou genti projevila pii nizsich
koncentracich bortezomibu, nejvice u 1 nM. Relativni exprese MICA byla u 1 nM
bortezomibu az 250x vyss§i oproti kontrolnimu vzorku. Exprese MICB genu byla nejvice
navySena také u 1 nM, a to ,,pouze” 150x. S nartistem koncentrace chemoterapie se exprese
MICA i MICB snizovala, coz poukazuje na pfilisnou toxicitu chemoterapie. Tato situace je
zobrazena na nasledujicich grafech (Obrazek 11 a Obrazek 12).

74



Bortezomib — MICA

_ (RPMI-8226)
|
> 250
5
2200
0
g
§D 150
<
% 100 —e—24h
N2 —e—48 h
=
= 50
2
= —0
> ————————o
s 0
0 5 10 15 20
Koncentrace chemoterapie (nM)
Obrdazek 11: Exprese MICA po aplikaci bortezomibu (RPMI-8226)
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Obrazek 12: Exprese MICB po aplikaci bortezomibu (RPMI-8226)

Nejvyssi navyseni exprese cilovych genti po aplikaci ixazomibu bylo zaznamenano u
koncentrace 10 nM, a to zejména u MICB genu, kde dosahoval gen MICB po 48 hod az 750 x
vyss§i expresi, neZz byla v kontrole. Stejné vyznamné navyseni bylo detekovano také po
24 hod, kde byl gen zvysen ,,pouze” 500x. Tato koncentrace také zpusobila zvySeni exprese

MICA genu, jehoz hladina vSak nedosahovala hladiny MICB. I u né& vSak doslo k
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nejvyraznéjSimu navySeni u koncentrace 10 nM a 48hod inkubace. S ptfihlédnutim na
piedchozi vysledky (zejména IncuCyte®) lze piedpokladat, ze koncentrace 20 nM uz je pro
buiiky vice toxicka a builky tak nejsou schopny déle reagovat na stres zplsobeny

chemoterapii zvySenou expresi MICA ¢1 MICB.
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Obrazek 13: Exprese MICA po aplikaci ixazomibu (RPMI-8226)
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Obrazek 14: Exprese MICB po aplikaci ixazomibu (RPMI-8226)
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Vzorky s aplikovanou chemoterapii carfilzomib nevykazovaly Zzadnou odpovéd

zvySenim exprese MICA ¢i MICB proteint.
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Obrazek 15: Exprese MICA po aplikaci carfilzomibu (RPMI-8226)
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Obrazek 16: Exprese MICB po aplikaci carfilzomibu (RPMI-8226)

7.3.2 Myelomova H929 linie
Po provedeni titrace chemoterapie a sledovani vysledku u linie RPMI-8226, kde bylo

mozné taktéz sledovat proliferaci bun¢k, byla qPCR provedena také u linie H929. Relativni
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nasobek genové exprese u myelomové linie H929 s bortezomibem neni nikterak vyrazny, ale
z nasledujicich grafii (Obrazek 17 a Obrazek 18) lze vidét, ze exprese po 48hod inkubaci byla

o trochu vétsi, nez po 24 hod. Nicméné reakce se vyznamné lisila od linie RPMI-8226.
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Obrazek 17: Exprese MICA po aplikaci bortezomibu (H929)
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Obrazek 18: Exprese MICB po aplikaci bortezomibu (H929)

Exprese genu MICA i MICB mé¢la po aplikaci ixazomibu velmi podobny priubéh,

piicemz doslo ke zvySeni exprese az po 48 hod, a to pouze u nejvyssi koncentrace 20 nM.
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Zvyseni exprese bylo vSak maximalné 30nasobné Vv porovnani s kontrolou, coz bylo zhruba

20x méné€, nez u RPMI-8226.
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Obrazek 19: Exprese MICA po aplikaci ixazomibu (H929)
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Obrazek 20: Exprese MICB po aplikaci ixazomibu (H929)

Z nasledujicich grafii (Obrazek 21 a Obrazek 22) lze pozorovat, ze u carfilzomibu
doslo k navyseni exprese MICA i MICB od koncentrace 5 nM. U cilového genu MICA byla u

koncentrace 5 nM carfilzomib nejefektivnéjsi (zvySeni exprese 20x po 24 hod, resp. 30x po
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48 hod). U MICB doslo k dalsimu zvyseni a nejefektivnéjsi byla v pfipadé tohoto genu
koncentrace 20 nM (navySeni po 48 hod az 85x).
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Obrdazek 21: Exprese MICA po aplikaci carfilzomibu (H929)

Carfilzomib — MICB
(H929)

100
90
80
70
60

50 i
40 -2

30 —® _—e-48h

20
10

Relativni ndsobek genové exprese (—)

0 5 10 15 20
Koncentrace chemoterapie (nM)

Obrazek 22: Exprese MICB po aplikaci carfilzomibu (H929)
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7.4 Stanoveni povrchové exprese pomoci priitokové cytometrie

7.4.1 Myelomova RPMI-8226 linie

Povrchova exprese MICA/B nekopirovala vyrazné navyseni pozorované u qPCR.
Nicméné¢ maximalni efekt byl zaznamenan u stejnych ¢i podobnych koncentraci. U
bortezomibu a linie RPMI-8226 doslo k navyseni povrchové exprese pouze u koncentrace
25nM a to 0 24 % po 24 hod a 0 28 % po 48 hod. U koncentrace 1 nM s nejvyS$im
navys$enim exprese mRNA byla povrchova exprese totozna s kontrolnim vzorkem (po 24 hod)
¢i dokonce snizena (po 48 hod), u ostatnich vyssich koncentraci doslo po 24 hod k poklesu

povrchové exprese, u koncentrace 5 nM byla po 48 hod exprese mirné zvysena (o 16 %).
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Obrazek 23: Povrchova exprese MICA/B po aplikaci bortezomibu (RPMI-8226)

Ixazomib zptsobil nejvyssi navySeni exprese na urovni mRNA i na proteinové trovni
v koncentraci 10 nM, kde doslo po 24 hod k navySeni o necelych 20 %, navySeni povrchové
exprese bylo detekovano také u 5 nM (cca o 10 %). Po 48 hod jiz zvySeni povrchové exprese
u koncentrace 10 nM nebylo téméf pozorovano, a naopak se mirné zvysila (0 8 %) u

koncentrace nejvyssi 20 nM.
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Obrazek 24: Povrchova exprese MICAIB po aplikaci ixazomibu (RPMI-8226)

Carfilzomib zpisobil zvyseni exprese pouze u 20 nM (0 27 %) po 24 hod, i kdyz byla
na mRNA tGrovni zména zanedbatelnd. Nicméné exprese se stabilizovala po 48 hod, kdy uz

byla srovnatelna s kontrolami.
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Obrdazek 25: Povrchova exprese MICA/B po aplikaci carfilzomibu (RPMI-8226)
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7.4.2 Myelomova H929 linie

Linie H929 reagovala na vSechny chemoterapic vyraznéji. U bortezomibu doslo k
navyseni povrchové exprese u vSech koncentraci s maximem o 75 % u koncentrace 5 nM (po
24 hod) ¢i 20 nM (po 48 hod). Po 48hod inkubaci byl navic zaznamenan postupny narGst se

zvySsujici se koncentraci, coz po 24 hod pozorovat nelze.
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Obrazek 26: Povrchova exprese MICA/B po aplikaci bortezomibu (H929)

Ixazomib také zptisoboval navySeni povrchové exprese, a to az o 100 % u koncentrace
10 nM po 48 hod. Zajimavosti je, Ze i kdyz po 48 hod u vsech koncentraci doslo k navyseni
exprese, tak u koncentrace nejvyssi, kdy doslo k navyseni mRNA, byla exprese srovnatelna s
kontrolou. Navyseni u zcela vSech koncentraci bylo pozorovano po 24hod inkubaci, kde bylo
opét nejvyssi navySeni zaznamenano u 10 nM (0 81 %), i kdyz zde byla vyrazna exprese také

u koncentrace 20 nM (o 78 %).

83



Ixazomib
(H929)

200
180 —e
160
140
120
100

—e—24 hod
—e—48 hod

Povrchova exprese MICA/B (%)
N B OO
O O O O

o

0 5 10 15 20
Koncentrace chemoterapie (nM)

Obrdazek 27: Povrchova exprese MICA/B po aplikaci ixazomibu (H929)

Carfilzomib vyznamngji zvysil povrchovou expresi u linie H929 pouze u dvou
nejvysSich koncentraci, kdy dosSlo k narastu MICA/B u 10 nM o 57 % resp. 56 %
(24 hod/48 hod) a u 20 nM 0 58 % resp. 74 %. Tyto koncentrace mély také nejvyssi vliv na
expresi mMRNA.
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Obrdazek 28: Povrchova exprese MICA/B po aplikaci carfilzomibu (H929)
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8 DISKUZE

Lécba mnohocetného myelomu je velmi slozita, pro pacienta naro¢nd a doprovazena
fadou nezadoucich ucinkd. Proto se hledaji nové moznosti 1é€by, jako je imunoterapie, ktera
zvysi ucinnost 1écby bez navyseni nezadoucich uc¢inku. Imunoterapie vSak mnohdy nestaci,
nebot’ mnohocetny myelom mé vyvinuté Siroké spektrum unikovych mechanismi. Z tohoto
divodu se zda nejlepsi strategii kombinace bézné chemoterapie a imunoterapie

Hlavnim cilem bylo tedy nalezeni vhodné koncentrace chemoterapie, aby bylo
dosazeno co nejvetsi exprese molekul dale stimulujicich imunitni systém v co nejkratSim
case.

Prvnim cilem této prace bylo sledovani proliferace a viability bunék myelomovych
linii po aplikaci vybrané chemoterapie. Viabilita bunék byla méfena metodou prutokové
cytometrie a proliferace pomoci pfistroje IncuCyte®. Sledovana byla korelace mezi
koncentraci chemoterapie a zastoupenim mrtvych bunék. Konkrétné byla pouzita nasledujici
chemoterapie: bortezomib, ixazomib a carfilzomib jakoZto predstavitelé proteazomovych
inhibitorti. Hlavni testy byly provedeny na myelomové linii RPMI-8226 s naslednou validaci
na linii H929.

V této praci bylo prokézano, ze bortezomib, carfilzomib a v mensi mife i ixazomib
zpusobuji snizeni viability obou linii. Nejvyssi pocty mrtvych bunck byly zjistény u nejvyssi
koncentrace bortezomibu (20 nM) po 48 hodinach, coz odpovidalo ptedchozi studii Chao Niu
zroku 2017, kde autofi dosli ke stejnému zavéru. Také proliferace byla nejnizsi pii této
koncentraci, coZ znamena, Ze je ¢ast bunék na bortezomib citliva a ¢ast rezistentnich bunék se
mize nadale mnozit [74].

Proliferaci po aplikaci bortezomibu sledovali také védei z Chuxiong Medical College,
kteti vSak pouzili vyrazné vyssi koncentraci 80 nM, ¢imz téméf zastavili proliferaci vSech
bunck, nicméné az po 96 hodinach. Nizs§i koncentrace 50 nM méla Uc¢innost niz$i, ale
prekvapivé byl efekt pozorovan jiz diive, a to po 48 hodinach. Korelace zastoupeni mrtvych
bunék a koncentrace bortezomibu V této studii byla taktéz pozorovana. Nicméné efekt byl
stale vyraznéjsi nez u aplikace ixazomibu a carfilzomibu [75]. Napfiklad u ixazomibu byl i v
nejvyssi nami testované koncentraci narist mrtvych bunék pomérné nizky, coz odpovida i
vysledkiim predchozi studie, kdy bylo snizeni proliferace pozorovano az pii koncentraci 30
nM a vice. Stejné tak nebyl pozorovan pokles proliferace, ktera byva ovlivnéna az pii nami
netestované koncentraci 30 nM [76]. Studie D. Chauhana z roku 2011 navic prokazala, Ze

ixazomib indukoval apoptézu MM bunécénych linii rezistentnich na konvenc¢ni terapie a v
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primarnich MM bunkach ziskanych od pacientii rezistentnich na bortezomib a lenalidomid
[77]. Carfilzomib je jiz schopen vyssiho efektu, kdy pifi nejvyssi koncentraci umira piiblizné
20 % bunek, coz odpovida prechozim vysledkim (25 %) z roku 2022, kdy nejvyssi tmrtnosti
bunék RPMI-8226 bylo dosahnuto pti koncentraci 20 nM carfilzomibu (po 48 hodinach). Zde
byl také pozorovan sestupny trend proliferace, ktery byl detekovan také v nasi studii ¢i v
jinych pracich [78]. V dalsi studii z roku 2015 byly pouzity vyssi koncentrace 40 a 60 nM
carfilzomibu, které zpusobily vyraznéjsi sniZzeni viability bunék [79]. Valida¢ni linie celkové
odpovidala na chemoterapie mnohem vyraznéji, a i pfi nizSich koncentraci bortezomibu a
carfilzomibu bylo detekovéano vyssi zastoupeni mrtvych bunék, navic vyssi senzitivita byla
pozorovana u carfilzomibu, kde byl efekt zaznamenan jiz po 24 hodinach i u nizsich
koncentraci. Tato data jsou v souladu s pfedchozi studii, kde byla také senzitivita na
carfilzomib vyssi [80].

Dle rozsahlé studie z roku 2013 je pravdépodobnou pfi¢inou zvySené chemosenzitivity
to, ze bunky linie H929 maji vice proteint s kratkou zivotnosti nez buitky RPMI-8226, tim
padem dochazi rychleji k Gplné inhibici proteazomu a tedy i apoptdze [80].

Druhym cilem této diplomové prace bylo sledovani zvySeni exprese genl
asociovanych s imunitni odpovédi — MICA a MICB pomoci gPCR. Tato odpovéd’ by méla
prispét ke stimulaci lymfocytarnich bun¢k (cytotoxické T-lymfocyty, NK bunky). Vliv na
indukci exprese byl sledovan pomoci qPCR. MICA a MICB jsou stresem indukované ligandy
na MM bunkéch, které jsou rozpozndvany NK bunkami za pomoci pfislusného receptoru
NKG2D. Hodnoty, které budou dale popisovany, jsou relativni nasobky genové exprese
daného genu, tzv. fold change.

Jelikoz je bortezomib ze vSech tfi chemoterapii nejstarsi, existuje nejvice vysledku
pravé stouto chemoterapii. V na$i studii byla zvySena exprese MICA a MICB pouze u
nejnizSich koncentraci az po 48 hodinach. U kratSiho intervalu (tj. 24 hodin) bylo pozorovano
pouze mirné¢ navySeni u 10 nM. Toto odpovida studii, ktera monitorovala vliv 10 nM
bortezomibu po 12 hodinach, kdy dochéazelo k navySeni MICA a MICB 74. V ramci testovani
této koncentrace (10 nM) bylo zjisténo, ze je jiz odpovéd mensi, coz bude pravdépodobné
zpusobeno toxicitou pozorovanou i u nasich experimentll. Nicméné stale vyznamnéjsi exprese
ligandu, a tedy i predpokladana imunomodulac¢ni schopnost, je v té to praci pozorovana pfi
mnohem menSich koncentracich, nez je 10 nM, konkrétné¢ pfi 1 nM bortezomibu po
48 hodinach. Podobnych vysledkli bylo dosazeno i v jiné studii, kdy nejvyssi exprese bylo
dosdhnuto v koncentracich mezi 2,4-7,7 nM bortezomibu, avSak na bunécnych liniich

hepatocelularniho karcinomu [82]. Tyto vysledky opét odpovidaji nasim datim.
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Mimo jiné Vjiz zminéné studii také ovéfili teoreticky predpoklddanou korelaci
zvySujiciho mnozstvi NKG2D receptorti se zvySujici expresi stresem indukovanych ligandi
MICA a MICB [74].

V resersi z roku 2015 bylo také dosazeno zavéru, ze bortezomib v nizkych davkach
pusobi imunomodulaéné¢ na buiky a zvySuje protinddorové ucinky zprostiedkované jiz
zminénymi receptory NKG2D [72]. Bylo ale také pozorovano, ze ve velmi velkych
koncentracich (100—1000 nM) ma bortezomib i imunosupresivni G¢inky [83]. To znamena, Ze
sice vysoké davky bortezomibu mohou ucinné zplsobovat apoptozu MM bunck
prostfednictvim inhibice proteazomu, ale tlumit cytotoxické schopnosti NK bun¢k. Exprese
ligandi MICA a MICB na bunkach RPMI-8226 s ixazomibem v této diplomové praci
dosahovala n¢kolikanasobné vyssich hodnot nez buiky s bortezomibem. Celkové nejvyssich
vysledki relativni exprese bylo u ligandu MICA i MICB dosazeno pti 10 nM po 48 hodinach.
Carfilzomib nevedl k indukci ani jednoho genu pravdépodobné z divodu, Ze carfilzomib
velmi dobfe inhibuje funkci proteazomu MM bunék, ale nedd se pouzit jako imunomodulacni
1€k pro stimulaci NK bun¢k pomoci exprese ligandi MICA ani MICB.

U obou téchto chemoterapii nelze data porovnat s dostupnou literaturou, nebot
doposud nebyla provedena analyza u zadné¢ myelomové linie.

Poslednim cilem této diplomové prace bylo ovéfeni vysledkii na proteinové trovni
pomoci pritokového cytometru. Sledovany byly ligandy MICA a MICB na buikach
myelomové linie RPMI-8226 a H929. Nadorové MM butiky exprimuji v mensi mife ligandy
MICA a MICB 1 bez chemoterapie. Tyto ligandy jsou vSak zéroveil nadorovymi buiikami
down-regulovany, napf. prostfednictvim posttranslatnich modifikaci zakoncenych jejich
roz$tépenim. Timto mechanismem se nadorové buniky snazi uniknout rozpoznani NK
burnikami [84].

Rozstépené MICA a MICB proteiny se pfeméiluji na rozpustné proteiny, které se
dostavaji do extracelularniho prostoru. Pacienti maji Casto zvySené koncentrace téchto
rozpustnych molekul MICA a MICB v krvi, coz naznacuje, Ze uvolinovani MICA a MCB je
terapeutickym cilem v onkologii. Nové terapeutické piistupy, jez by mély mit za ukol obnovit
dohled zprostfedkovany receptorem NKG2D, mlzou zahrnovat pravé pouzitd
chemoterapeutika — bortezomib, ixazomib a carfilzomib [84].

Pomoci pratokové cytometrie byl sledovan rozdil mnozstvi MICA a MICB mezi
nulovou a nenulovymi koncentracemi jednotlivych chemoterapii. U linie RPMI-8226 vsak
bylo navysSeni velmi nizké (max. 27 % u 20 nM carfilzomibu po 24 hodinach), celkové nelze

pozorovani z mRNA vidét na proteinové Urovni. Linie H929 vykazovala vys§i expresi po
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aplikaci vSech chemoterapii a vypada to, Ze u této linie dochazi k vy$§i imunogenicité a
mensimu odStépovani MICA a MICB z povrchu. Ob¢ tyto linie maji zcela jiny geneticky
podklad a je nutné sledovat, zda ur¢it¢ mutace vedou k jiné reakci na chemoterapii.
Zajimavosti bude sledovat kombinace chemoterapie a cytotoxické aktivity NK bunék, coz je

planovano v navazujicim projektu.

88



ZAVER

Diplomové prace se zabyvala moznostmi vyuziti vybranych druhi chemoterapie pro
zvySeni  exprese molekul souvisejicich s aktivitou imunitniho systému. Pro
chemoterapeutickou lécbu bunék mnohocetného myelomu byly pouzity obecné inhibitory
proteazomu, konkrétné bortezomib, ixazomib a carfilzomib. K experimentim byla k dispozici
bunééna linie RPMI-8226, coz jsou nadorové bunky mnohocetného myelomu u pacienta. Pro
validaci vysledkii byla pouzita bunécna linie H929. Primarni ukolem bylo sledovanim exprese
jiz zminénych molekul v zévislosti na koncentraci a Case pusobeni chemoterapie. Konkrétné
jde o molekuly ligandi MICA a MICB, na jejichz expresi je dale zavisla mira Géinku NK
bunck.

Hlavnim cilem bylo nalezeni vhodné koncentrace chemoterapie, aby bylo dosaZzeno co
nejveétsi exprese molekul dale stimulujicich imunitni systém v co nejkrat$im ¢ase. Zminéné tii
druhy chemoterapie byly hodnocené zvlast. Bortezomib dosahoval vyznamné exprese
molekul MICA a MICB v koncentracich 1 a 2,5 nM po 48 hodinach. Ixazomib vykazoval
rychlejsi reakci, co se MICA exprese tyce, jiz po 24 hodinach v koncentraci 5 nM. Vysledky
exprese liganda MICB dosahovaly jiz po 24 hodinach mimoiadné vysokych hodnot pii 10 nm
ixazomibu. Vyuziti carfilzomibu se ani v nejvysSich koncentracich neukézalo jako vhodné pro
stimulaci exprese molekul MICA a MICB.

Nelze jednozna¢né posoudit, zda je z hlediska imunoterapie mnoho¢etného myelomu
sledovanych molekul. Proteinovd exprese vSak zilstavala velmi nizka, a to i pfes narlst
mRNA pro dany gen. Z toho vyplyva, Ze zde dochazi k poruSe syntézy anebo povrchové
exprese, ktera je vSak pro interakci s butkami imunity zasadni.

Stanovené cile této diplomové prace byly splnény a ziskané vysledky poslouzi pro

navazujici studie.
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PRILOHA A: Mapa 96-jamkové desti¢ky pro qPCR analyzu
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