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Teoreticka East

1

3

Vyhledejte a komentujte nové poznatky tykajici se a) patogeneze veniku nddorovich bunék, b) role
glykolytického enzymu a-Enolaza pfi vzniku nadorovich bunék a bunék s metastatickym potencia-
lern, ¢) metabolickych drah, kde se a-Enoliza uplatfiuje a které mohou mit vztah ke veniku bunék
5 malignim potencialem.

. Vyjmenujte a popite viechny dnes pouZivané laboratorni metody a) vhodné pro pritkaz a-Enolazy

v biologickém materialu (bunééném lyzdtu) a pro jeho strukturni analyzu, b) vhodné pro izolac
a purifikaci a-Enolizy 7 biologického materialu, ) vhodné pro stanoveni aktivity enzymu. Uvedte
a struéné popiste | metody umoiiujic prokazoval plitemnost specifickych protilitek proti Enolize
1 v biologickém materialu.

Zaméite se na popis a zhodnoceni vedeckych wsledki dosafenych v poslednich 5-10 letech.

Experimentilni East

1

L

Pouditi elektroforetickjch technik a Western Blot metody pro pritkaz a-Enclizy v bunééngch lyza-
tech, Winich tekutindch, véetnd optimalizace barvicich technik pro detekel proteind pfenesenych
na membranuw.

. Zavedeni dvourozmémé elektroforetické techniky pro separaci bunéénych proteind s naslednou

imunodetekei a-Enolazy.

. Pfiprava vzorkil pro strukturni analjzu o-Enolizy pomoci HPLC-ESI-MS.
. Zavedeni metod pro stanoveni aktivity enzymu o-Enoliza.
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Anotace

Diplomova prace se zaméfila na vyznam a funkci enzymu a-Enolazy a jeji vliv nejen pii vzniku
nadorovych bunék, ale 1 v ramci boje imunitniho systému proti nddorovym bunikam. V praci
jsou popsany metody pro prikaz a-Enolazy, stanoveni jeji aktivity a také metody pro prukaz
protilatek proti a-Enoldze. V rdmci experimentalni Casti byla popsana a pouzita metoda
sérologickd imunoproteomova analyza, ktera byla pouzita k prikazu autoprotilatek
anti-ENOI1 IgG v séru pacientli s mnohocetnym myelomem. Soucésti experimentalni ¢asti bylo

stanoveni aktivity enzymu o-Enoléza.

Klicova slova
Mnohocetny myelom, a-Enolaza, ptfirozené autoprotilatky, SERPA
Annotation

The diploma thesis deals with the importance and function of the enzyme a-Enolase and its
influence not only in the formation of tumor cells, but also in the fight of the immune system
against tumor cells. The work describes methods for the detection of a-Enolase, determination
of its activity, as well as methods for the detection of antibodies against a-Enolase. As part of
the experimental part, the method of serological immunoproteome analysis was described and
used to detect anti-ENOI IgG autoantibodies in the serum of patients with multiple myeloma.

Part of the experimental part was the determination of the activity of the enzyme a-Enolase.
Keywords

Multiple myeloma, a-Enolase, natural autoantibodies, SERPA
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Uvod

Nadorova onemocnéni vznikaji jako kumulace zmén v DNA zdravych bunék. Existuje vice jak
100 druhti nddorovych onemocnéni s odliSnym ptvodem, rizikovymi faktory a epidemiologii.
Nédorové maligni buiiky se na rozdil od bun¢k benignich vyznacuji neomezenou proliferaci,
které maji schopnost pronikat za hranice piivodnich tkani a metastazovat do vzdalenych orgéni.
Nadory rozd€lujeme na solidni a tzv. nédory krevnich bun¢k. Jednim ze zavaznych
hematoonkologickych onemocnéni je mnohocetny myelom. Jedna se o nevylécitelné,
biologicky heterogenni onemocnéni plazmatickych bunck. Mnohocetny myelom je
charakterizovan nekontrolovanym ristem monoklonalnich plazmatickych bunék v kostni dfeni,
ktery vede k nadprodukci nefunkénich intaktnich imunoglobulini nebo imunoglobulinovych
fetézcl jednoho nebo vyjimecné vice kloni. Akumulace téchto imunoglobulinil a interakce
aberantnich monoklondlnich plazmatickych bunék s jinymi bunikami v kostni dfeni vedou k
fad¢ problému vcetn¢ anémie, vzniku kostnich 1€zi, infekci, hyperkalcémie, selhani ledvin,
unavy a bolesti. Mnohocetny myelom je druhé nejcastéjs$i hematologickd malignita, kterd se
vyskytuje predevsim u lidi nad 65 let. V Ceské republice je incidence 2,65/100 000 obyvatel.
U vékové kategorie 75-79 let je to az 15,57/100 000 obyvatel.

Jelikoz se stale jedna o nevylécitelné onemocnéni, je snaha najit zpisob, jak jej diagnostikovat
co nejdiive a nasledné zahdjit 1écbu, aby se zpomalil rozvoj onemocnéni. Dnes se jiz b&ézné
aplikuje protimyelomova 1écba cytostatiky, transplantaci kostni dfené€, nebo tzv. biologickou
1éEbou. Aby byla lécba G¢inna, je Zadouci identifikovat tzv. ter¢, tedy molekulu specifickou pro
nadorovou, v tomto piipadé konkrétné myelomovou buiiku a tento ter¢ vhodnym terapeutikem
zasahnout. Soucinnost s pfirozenou protinadorovou imunitou je pro likvidaci takto oznac¢enych
nadorovych bunck nezbytna. Slibnym biomarkerem se zda byt v posledni dobé enzym
a-Enolaza. V odbornych ¢lancich byly popsany studie, kde byla potvrzena zvySena hladina
tohoto enzymu u nadorovych, ale i myelomovych bun¢k [1]. Nastava otdzka, zda je prave
tento enzym vhodnym imunologickym ter¢em pro vcasnou diagnézu. Hledame odpovéd’ na
otazku, zda vyssi hladina a aktivita a-Enoldzy zvyhodnuje myelomové buniky na tkor bunék
zdravych. Vysledky této prace by mély pomoci objasnit vyznam autoreaktivnich protilatek

vyskytujicich se v séru pacientli s mnoho¢etnym myelomem.
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1. Teoreticka Cast

1.1.Patogeneze vzniku nadorovych bunék
Vznik nadorovych buné€k je patologicky proces, pfi kterém dochazi k nekontrolovatelnému
zmnozeni bun¢k. Navic se takto rychle mnozici buiiky ¢asto vyhybaji béznym mechanismim
bunécné smrti jako je napiiklad apoptdza. Tato nerovnovaha v proliferaci a apoptoze nasledné

vede k zmnozeni nadorovych bun€k a vzniku nadoru.

Existuje mnoho cest, které mohou vést jednotlivou buniku k malignimu zvrhnuti, ale v§echny
zahrnuji mnohocetné genetické a epigenetické zmény. Progrese nadoru je proces, pii kterém
buiiky, ziskavaji vice vlastnosti, které vedou k malignit¢ a metastdzim. Rast nddoru zacina
klonaln¢ jedinou buiikou, kterd prosla neoplastickou transformaci a pocinajici nador se vyviji
klonalni expanzi této buniky. Kdyz je populace bun¢k identifikovana jako klondlni, je to silny
indikator, Ze populace je neoplastickd. Mezi dé&je ptispivajici k nddorovému zvratu patii rizné
typy oprav DNA, zachovani délky telomer pii bunécném déleni, replikace DNA a segregace
chromozomu. Nékteré genetické zmény vedou k bunécné smrti, zatimco jiné zmény propiijcuji

buitkdm nové vlastnosti a fenotypy a poskytuji pfirozené vyhody proliferace.

Genetické poskozeni je vychozim stavem pro rozvoj neoplazie, pfiCemz somatické mutace
v genech jsou identifikovany v 90 % piipadi a mutace v zarode¢né linii jsou identifikovany
u 20 % lidskych neoplazii. V nékterych ptipadech sta¢i mutace jednoho paru bazi ke zméné
kritické aminokyseliny, coZz mize mit za nasledek zménu funkce proteinu, a to vede
k zvySenému riziku neoplastické transformace. Jiné typy mutaci zahrnuji inzerce, delece nebo
duplikace genovych segmenti. Strukturdlni chromozomalni zmény, jako jsou translokace,
které vedou k chimérickym transkriptim nebo deregulaci genové exprese prostfednictvim
pohybu promotorti, mohou také fidit maligni transformaci. Kromé& toho miize také dojit ke

zvySeni nebo snizeni poctu kopii genu.

Epigenetické mechanismy reguluji genovou expresi, aniz by zpusobily strukturdlni zmény
genomu a také hraji roli v maligni transformaci. Epigenetické zmény jsou reverzibilni, dédi¢né
zmény genové exprese bez mutace genomu. Tti hlavni formy epigenetické genové regulace
zahrnuji metylaci DNA, acetylaci histont a tzv. silencing pomoci miRNA. Expresi genu lze
umlcet, snizit nebo zvysit zmé&nou metylacnich vzorcii v DNA. Aberantni metylacni vzorce,
jako je hypermetylace a hypometylace, jsou béZzné u rliznych novotvarii a jsou spojeny s

abnormdlnimi hladinami genové exprese. Zejména metylace tumor supresorovych geni
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vedouci k jejich supresi je rozpoznana u fady lidskych nadorovych onemocnéni, vcetné

karcinomt prsu, tlustého stfeva a ledvin [2].

Prvnim znakem nadorové bunky je zvySena proliferace a zvySeni mitotické aktivity. Mnoho
typtl nadorti ma zvySenou miru mitdzy, vycCislenou spocitdnim poctu mitotickych obrazct

pozorovanych ve specifickém poctu mikroskopickych poli.

Benigni neboli nezhoubny nador se skladd z bun¢k, které neptedstavuji hrozbu pronikani do
okolnich tkani, a samotny nador je ohranieny. Klinicky problém nastava v ptipadé, ze
zveétSujici se masa nddorovych bun€k vyviji tlak na okolni tkané, nervy, nebo cévy. Maligni
neboli zhoubny nador je tvofen nadorovymi bunkami, které mohou nekontrolované rist a
pronikat do okolnich tkani. Nadorové bunky v malignim nadoru maji vlastnosti odlisné od
bun¢k zdravych. Buiiky malignich nadortt mohou metastazovat, tedy cestovat krevnim fecistém

nebo lymfatickym systémem do jinych casti téla.

Pro ucely klasifikace neoplastickych onemocnéni byly vytvotfeny tzv. ,,Hallmarks of cancer*
(znaky rakoviny) podle biologickych ryst, které nadory ziskaly béhem vyvoje v lidském téle
(Obrazek 1 a 2) [3].
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Obrazek 1 - Schématické vyobrazeni charakteristickych znakii rakoviny podle Hanahan Douglas a Roberta
A. Weiberga [3]

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability (& Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Obrazek 2 - Schématické vyobrazeni charakteristickych znakii rakoviny podle Hanahan Douglas a
Roberta A. Weiberga [3]

1.1.1. UdrZeni proliferativni signalizace

Jednou ze zékladnich vlastnosti nadorovych bunék je chronicka nekontrolovatelna proliferace.
Standardné je rist monitorovan a ovliviiovan pomoci signalii podporujicich rist. Ty zajist'uji
spravny rust a déleni bunék. Pokud jsou tyto signaly v nerovnovaze dochazi k nadorovému
zvratu. Signdly jsou piendSeny rustovymi faktory, které se poji k receptorim na bunécné

membrang. Typicky obsahuji domény intracelularni tyrosinkinazy. Ty vysilaji signaly dale
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prostfednictvim intracelularnich signalnich drah, které poté reguluji bunéény cyklus a tim rtst
i proliferaci bun¢k. Nadorové buiiky si mohou udrzet schopnost proliferativni signalizace hned
nekolika zpiisoby. Jednou z nich je vytvaieni vlastnich ligandl rtstovych faktorti, na které
reaguji prostiednictvim exprese pfisluSnych receptorti. Nebo mohou nadorové bunky vysilat
signaly k buitkkdm normalnim, stimulovat je k vytvaieni zasob rustového faktoru pro nadorové
buiky. Dal§im mechanismem je navyseni poctu receptort na povrchu nadorové buiiky. Tim se
tyto bunky stanou hyperresponzitivni a staci jim mensi pocet rtistovych faktort v okoli, jelikoz

je vetsi Sance pro jejich zachyt [4].

1.1.2. ZvySeni invazivity a vznik metastaz
Po dlouhou dobu byly mechanismy invazivity a vzniku metastaz do znacné miry zdhadou. Bylo
dokazéno, ze kdyz karcinomy vychdzejici z epitelidlnich tkani pfechdzely do vysSich
patologickych stupiii malignity, doslo u nich k zvySeni proliferace a vytvareni vzdalenych
metastdz. Dale se u asociovanych nadorovych bun€k typicky vyvinuly zmény ve tvaru a také
byly pozorovany zmény v jejich propojeni s jinymi bunikami a extracelularni matrix. Nejlépe
charakterizovand zména zahrnovala ztratu E-kadherinu, tedy kli¢ové molekuly adheze mezi
zdravymi buiikami a nadorovymi bunkami. Vytvofenim adhezivnich spojeni se sousednimi
epitelidlnimi bunkami pomaha E-kadherin sestavit vrstvy epitelidlnich bun¢k a udrzet
stabilitu takto vzniklych spojeni. ZvySend exprese E-kadherinu byla spojena se snizenim
invazivity nadoru a vzniku metastaz. Zatimco pfi snizené hladiné¢ E-kadherinu byl vysledek
opacny. Tato Casto se opakujici korelace mezi zvySenou, nebo snizenou hladinou E-kadherinu
a vzniku metastdz u lidskych karcinoml poskytly silnou podporu pro jeho roli klicového

supresoru této charakteristické schopnosti [5].

1.1.3. Indukce angiogeneze
Nadorova angiogeneze je proliferace sit¢ krevnich cév, kterd zasobuje nddorové buiky
mikroprostiedim obohacenym kyslikem a Zivinami. Pokud by nador nebyl takto zdsobovan,
jeho velikost by nepfesdhla 2 mm, ziistal by ne€inny nebo by degeneroval, popiipadé byl
zlikvidovan imunitnim systémem bez moznosti vytvofeni metastaz [6]. AvSak za takto

vzniklych podminek maji nddorové bunky idealni podminky pro riist a dalsi proliferaci.

1.1.4. Schopnost nadorovych bunék unikat indukci apoptozy
Nédorové bunky vyvijeji rizné strategie k omezeni nebo obchazeni apoptozy. Nejb&znéjsi je
ztrata supresoroveé funkce 7P53 (tumor supresorovy gen), kterd eliminuje tento kriticky senzor

poskozeni z obvodil indukujicich apoptoézu. Alternativné mohou nddory dosahnout podobnych
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cili zvySenim exprese antiapoptotickych reguldtorti (napt. Bcl-2, Bel-xL), snizenim hladin
proapoptotickych faktori (Bax, Bim, Puma) nebo pferusenim vnéj$i drahy bunééné smrti
zprostiedkované ligandem (FasL). MnohocCetnost mechanismii vyhybani se apoptdze
pravdépodobné odrazi rozmanitost signali indukujicich apoptdézu, s nimiz se populace

nadorovych bunék setkdvaji béhem svého vyvoje do maligniho stavu.

1.1.5. Deregulace bunécné energie
Vétsina nadorovych bunék déva prednost zisku energie prostiednictvim tzv. Warburgova
efektu (viz 1.6.2.). Tim se urychluje glykolyza v nadorovych bunkach. Dochézi k vyuziti
anaerobni glykolyzy pro zisk energie, a to 1 v pfipad¢ ze se builkky vyskytuji v aerobnim

prostiedi.

1.1.6. Schopnost nadorovych bunék unikat imunitnimu dozoru

Problém v rozpoznani a nésledné likvidaci nddorovych bunék nastava, kdyz si nddorové buiiky
zacnou vytvaret mechanismy, jak imunitnimu systému uniknout. Vysoce imunogenni nddorové
buniky mohou unikat imunitnimu systému (IS) tim, Ze vyfadi z ¢innosti slozky IS, které byly
odeslany k jejich odstranéni. Naptiklad nédorové buniky mohou paralyzovat infiltrujici
cytotoxické T-lymfocyty (CTL) a NK bunky sekreci TGF-p nebo jinych imunosupresivnich
faktord. Jemnéj$i mechanismy funguji prostiednictvim pfitahovani zanétlivych bunék, které
jsou aktivné imunosupresivni, vcetné regulacnich T lymfocytl (Tregs) a myeloidnich
supresorovych bun¢k (MDSC). Oba typy bun¢k mohou potlacit plisobeni cytotoxickych
T-lymfocyti [7].

1.1.7. Neodpovidavost nadorovych bunék k supresorim rustu
Dva vyznamné tumor supresorové geny RBI a TP53, které¢ koduji proteiny RB
(retinoblastomovy protein) a p53, funguji jako centralni fidici uzly ve dvou kli¢ovych
komplementarnich bunéénych regulacnich obvodech. Tyto proteiny fidi rozhodnuti bun&k
proliferovat nebo alternativné aktivovat senescenci a zahdjeni apoptozy. Protein RB reaguje na
signaly z riznych extracelularnich a intracelularnich zdroji a vyhodnocuje, zda by buiika méla
pokracovat v ristu, poptipadé zda by se méla buiika délit. Nadorové bunky s defekty ve funkci
RB tak nemaji zadkladni kontrolu a dochazi k nekontrolovatelné proliferaci [8]. Zatimco RB
pfenasi signdly inhibujici rast, které pochazeji z extraceluldrniho prostfedi, p53 pfijima
informace ze senzoru stresu, které¢ funguji v intracelularnich operacnich systémech buriky.
Pokud by buiika nebyla v optimalnim stavu napt. nadmérny stupent poskozeni genomu nebo

pokud by nebyly idedlni hladiny nukleotidovych pooli, signalli podporujicich rist, hladiny
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glukoézy nebo by hladina okysliceni byla ptili§ nizka, mtze p53 vyvolat zastaveni dalsi progrese
bunécného cyklu, dokud nebudou tyto podminky normalizovany. Poptipadé ve stavu velkého

poskozeni, nebo nevratnych hladin pfedem zminénych faktorti miize p53 iniciovat apoptdzu.

Mutagenni podnéty

) Pokragaovani
. N2 bunééného
09//' Q déleni - vznik
— s e normalnich bunék
o
Normaini bufika Exprese p53 a zastaveni

budky v G,-fazi
Mutagenni podnéty Apoptoza bunky

Vznik
. DNA neni patologickeho
N

) _ Opravena > bunécéného klonu

.

Bunka se Mutace v
Ztrdtovou nevede kK /w
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Obrdzek 3 - Uloha p33 pri snizeni pravdépodobnosti vzniku patologického bunécného klonu [10]

1.2. Faktory ovliviiujici vznik nadorovych bunék
Vznik nadorovych bunék muize mit hned nékolik pfi¢in. Napiiklad vliv mutagent.
Jako mutagen lze oznacit cokoli, co zptisobuje zménu na trovni DNA buiiky. Zmény DNA

zpisobené mutageny mohou poskodit buniky a zplsobit pak jejich netizenou proliferaci.

1.2.1. Fyzikalni faktory
Radime sem rGzné typy zateni. UV zafeni, rentgenové zareni, y-zéfeni. Jelikoz UV zafeni
zafeni povazovat za velmi vyznamny mutagen. UV zafeni zplsobuje poﬁkozeni DNA a

genetické mutace, které nasledn¢ vedou az k rakoving kize [9].

1.2.2. Chemické noxy
Chemické latky, které mohou zpiisobit vznik naddorovych buné€k, se daji rozde¢lit do dvou
skupin. Latky schopné pfimé interakce s DNA, anebo latky oznacované jako epigenetické.
To jsou latky, které pfimo neméni DNA, nicméné se projevi fenotypova zména. Expozici

chemickym kancerogeniim nelze zabranit, stejné€ jako u UV zéfeni, nicméné ji Ize vyznamné
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ovlivnit. Prokazatelné nejvétsi vliv chemickych kancerogenti dopadé na gastrointestinalni trakt,
jatra, respiracni trakt a urogenitdlni trakt [10]. Vyznamnym problémem u chemickych
kancerogenti je fakt, ze nékteré latky do téla vstupuji zcela neSkodné a na Skodlivou formu se
preméni az vlivem metabolismu [11]. Mezi nejvyznamnéjsi piimo pusobici chemické
kancerogeny patii: dimethyl sulfat, nékterd cytostatika (cyklofosfamid). Mezi chemické
kancerogeny vyzadujici metabolickou aktivaci patii: polycyklické aromatické uhlovodiky

(benzpyren, 3-methylcholantren), benzidin, polychlorované bifenyly.

1.2.3. Biologické noxy
Lze sem zaradit kancerogeny biologického plivodu (viry, bakterie), které se prokazatelné
angazuji ve vzniku nadorovych onemocnéni. Mezi hlavni zéstupce patiti EBV, HBV, HCV,
HIV-1, HPV-16, Helicobacter pylori [12]. Virové kancerogeny lze oznacovat jako onkotické
viry. Lze je také delit na DNA a RNA viry. Mezi DNA onkotické viry patii napi. EBV, HPV.
Do skupiny RNA onkotickych virti patfi napt. RNA retrovirus HTLV-1, ktery zpusobuje
leukemii T-lymfocytl. V pfipadé retroviri je jejich genetickd informace do organismu
pfenaSena reverzni transkriptdzou [13]. Jako dalSi sem patii aflatoxin, jakoZto vyvolavac
nadorového onemocnéni jater a zaludku. Aflatoxin je metabolickym produktem plisné

Aspergillus flavus.

1.3. Zmény v genetické informaci
Protoonkogeny jsou skupinou gent, které v ptipadé mutace zpusobuji, Zze se zdravé bunky
mohou stat nddorovymi. Protoonkogeny €asto koduji proteiny, které stimuluji bunééné déleni,
inhibuji buné¢nou diferenciaci a zastavuji bunéénou smrt. VSechny tyto procesy jsou dilezité
pro normalni vyvoj ¢lovéka. Takto zmutované geny se poté nazyvaji onkogeny. Onkogeny vSak
typicky vykazuji zvySenou produkci téchto proteinil, coz vede ke zvySenému bunéénému
déleni, sniZzené¢ bunétné diferenciaci a inhibici bunétné smrti. Dohromady tyto fenotypy
definuji nddorové bunky. Onkogeny jsou tedy v soucasnosti hlavnim molekularnim cilem pro
navrh novych protinddorovych 1éciv. Dnes je zndmo vice nez 40 riznych lidskych
protoonkogenti. Pro pfeménu protoonkogenu na onkogen je potieba tzv. aktivace
protoonkogenu (Tabulka 1). Toho lze dosdhnout n¢kolika zplsoby. Aktivacni mechanismy
protoonkogenli se znacné lisi z hlediska genetickych zmén, které zplsobuji. Ackoli jsou
zpusoby aktivace rtizné, spolenym prvkem je deregulace exprese protoonkogenu. Prestoze se
skutecny mechanismus aktivace mize podstatné lisit, konecnym efektem je aberantni exprese,

regulace nebo odlisny genovy produkt.
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Mechanismus

Normalni funkce Protoonkogen | premény na Nadorové onemocnéni
onkogen
Riistové faktory
fetézec . . osteosarkom
| sis nadmérnd exprese
destickového astrocytom
rustového faktoru
Receptory pro riistové
faktory , nékteré leukemie
fms bodova mutace s 2 .
CSF-1 receptor pro < nekteré nadory plic
. ebr-B1 nadmérna exprese . iz o
faktory z rodiny . karcinom prsni zlazy, ovarii,
. g ebr-B2 zmnozeni .
epidermalniho plic, zaludku
rustového faktoru
Proteiny nitrobunéénych
signalnich drah ras bodové mutace ruzné maligni nadory
G-protein
. . MYC translokace Burkittitv lymfom “x v
Jaderné proteiny . o neuroblastom, malobunécny
Transkripcni faktory n-MYC Zmnozent nador plic, malobunéény nador
I-MYC zmnozeni ’

plic

Tabulka 1 - Priklady bunécnych protoonkogenii a mechanismy jejich premény v onkogeny [10]

Ztrata nebo zména regulacnich oblasti kontrolujicich expresi nebo funkci protoonkogenu

ucinn¢ oddéluje gen od jeho normalnich fyziologickych omezeni. Neschopnost buiky

modulovat expresi nebo funkci protoonkogenu vede k tomu, Ze bunka nereaguje na

intracelularni a extracelularni signaly, které normalné reguluji bunéCnou proliferaci a

diferenciaci, coz vyusti ve vznik nddorového onemocnéni [14]. V dnesSni dobé je jiZ prokazano

spojeni nékolika onkogenti s konkrétnimi nddorovymi onemocnénimi (Tabulka 2).

Targeted oncogene

Cancer cell line

Her-2/neu

Cyclin D1

K-rasmut
K-rasvi?
p-Catenin

Cyclin E

Mutant B-Raf

MITF

Breast

Esophagus
Colon
Pancreas
Squamous
Nasopharynx

Pancreas
Pancreas
Colon
Liver
Melanoma

Melanoma

Tabulka 2 - Priklad onkogenii s prirazenymi nadorovymi onemocnénimi [15]
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Diky stale se zdokonalujicim metodam v oboru molekularni biologie a genetiky bylo mozné
nahlédnout do genomu zasazenych nadorovym onemocnénim. Dikaz o tom, ze za vznikem
nadorovych onemocnéni je zména v genotypu, byl objeven v roce 1982. Slo o sérii pokus, kdy
se nejprve zavedla celkova genomova informace z nadorové bunky do zdravé mysi buiky
NIH 3T3. Ta se néasledn¢ naddorové zvrhla a vytvorila tak nadorovou buiiku [16]. Naslednou
izolaci specifického segmentu DNA, ktery mohl za tuto zménu, se podaftilo identifikovat prvni
piirozené se vyskytujici zmény sekvence DNA, které zpusobuji nddorové bujeni i u ¢loveka.
Konkrétné pak dochazi k substituci jedné baze G > T, ktera zpiisobuje substituci glycinu za

valin v 12. kodonu genu HRAS [17].

1.3.1. Chromozomové mutace
Jednim z prvnich objevi byla translokace mezi chromozomy 9 a 22 u chronické myeloidni
leukemie (Obrazek 4). Dnes znamy jako Filadelfsky chromozom [18]. Tento chromozom
vznika reciprokou translokaci [t(9;22)(q34;q11.2)], kterd vede k fuzi sekvenci genu ABL1
(9934) se sekvencemi genu BCR (22ql1). Vysledny chiméricky protein BCR/ABLI1 je stale
aktivni tyrosinkindza, ktera aktivuje vice signdlnich drah, které spole¢né vedou k maligni

transformaci a tvorbé onkoproteinu [19].
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[ [}
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Obrazek 4 - Vznik Filadelfského chromozomu translokaci mezi chromozomy 9 a 22 [74]

Podobnym ptipadem je translokace u chromozomii 8 a 14, piesnéji t(8;14)(q24;q32). Tato
zména v genomu je pozorovana u 70-80 % pacientli s Burkittovym lymfomem [20]. Burkittiv
lymfom je vysoce agresivni B-bunécny non-Hodgkiniv lymfom a je nejrychleji rostoucim
lidskym nadorem. Onemocnéni je spojeno s virem Epstein-Barrové a bylo jednim z prvnich
nadort, u kterych bylo prokazano, Ze maji chromozomalni translokaci, ktera aktivuje onkogen

c-MYC [21].
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Amplifikace neboli zmnoZeni nékteré ¢asti genomu, mize vést k nadorovému zvratu zasazené
bunky. Muze se stat, ze dojde k amplifikaci jiz existujiciho, pfirozené se vyskytujiciho
onkogenu a k projevu jeho onkogenniho vlivu dojde az po dostatecném zmnoZzeni, nebo se

muze amplifikovat cizoroda virova DNA, nebo pouze jeji Cast [22].

Zmnozeni ¢asti genomu se napiiklad projevuje pii amplifikaci na p raménku 2. chromozomu.
Zde se vyskytuje n-MYC, coz je protoonkogen pro neuroblastom (Tabulka 1). Zmnozeni n-MYC
bylo pozorovano témét u 40 % pacientii diagnostikovanych s neuroblastomem. Jednd se o
nadorové onemocnéni nejcastéji postihujici déti kojeneckého véku [23]. Po amplifikaci n-MYC
se tato noveé zmnozena genetickd informace zacleni do jiného chromozomu, nebo se vyskytuje

extrachromozomalné jako tzv. ,,double minutes [22] (Obrazek 5).

Patologicky
chromozom
N-myc —»

Normalni
chromozom

£
,Double

s@ minutes*

4

N-tnyc

Obrazek 5 - Amplifikace n-MYC na p raménku 2. chromozomu do jiného chromozomu, extrachromozomalné
amplifikovany n-MYC tzv. ,,double minutes* [22]

Zmeéna Casti genomu muize vést ke vzniku nadorovych bunék. At uz se jedna naptiklad o deleci
celého chromozomu, ¢i deleci pouze jeho ¢asti. Tim miiZze byt naruSena jeho spravna funkcénost
a tim 1 naslednd exprese genu. Podle této teoretické myslenky byly nasledné prokazany geny,
které v bunice brani nddorovému zvratu. Jednd se o nadorové supresorové geny. Ty maji
nasledujici funkce. Dohlizeni nad spravnosti genetického kodu (7P53). Udrzovani bunky v Go
stavu a tim snizuji jeji proliferacni aktivitu (RB1). Zpomalovani bunééného cyklu (pl15, pl6,

p21) a tim umoznuji ndslednou reparaci DNA [22].
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Uplna ztrata chromozomu miize vést k vzniku rtiznych nadorovych onemocnéni. Napiiklad
v pokusech s kolorektalnimi nddorovymi liniemi bylo zji§téno, Ze u nékterych bunéénych linii
dochazi k deleci celych chromozomt (Obrazek 6). Klony bunéénych linii HT29 (a) a HCT116
(b) byly pasazovany 25 generaci pfed FISH analyzou. Jadra v interfazi byla hybridizovana a
oznacena sondami navazujicimi centromeru specificky pro chromozom 7 (Cervend) a
chromozom 18 (zlutd). Buiiky HCT116 obsahovaly dvé kopie od obou chromozom, kdezto
pocet signalli zaznamenanych v bunikach HT29 byla nejednotnd. To nasvédcuje chromozomové

nestabilité [24].

-

Obrazek 6 - FISH analyza nadorovych bunécnych linii kolorektalniho nadoru. [24]

1.3.2. Genové mutace
Pouze u onkogentli ras a ret jsou znamé bodové mutace. Mutace v kodonu 12, 13 nebo 61
jednoho ze tii genl ras, H-ras, K-ras a N-ras, ptevadéji tyto geny na aktivni onkogeny. Rychlé
testy pro detekci téchto bodovych mutaci byly vyvinuty neddvno a pouZity ke zkoumani role,
kterou hraji mutované geny ras v patogenezi lidskych nadorti. Ukéazalo se, Ze mutace genu ras
1ze nalézt u riznych typl nadord, 1 kdyZ vyskyt se velmi liSi. Nejvyssi vyskyt byl zjistén u
adenokarcinomt slinivky bfisni (90 %), tlustého stieva (50 %), plic (30 %), u nadora Stitné
zlazy (50 %); a u myeloidni leukémie (30 %). U nékterych typli nadorit mize existovat vztah

mezi piitomnosti mutace ras a klinickymi nebo histopatologickymi rysy nadoru [25].
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1.4.Enzym a-Enoldza a jeho vyznam pri vzniku nadorovych bunék

1.4.1. Fyziologicka funkce enzymu a-Enolaza
ENO1 je multifunkéni protein, ktery se ucastni rtznych dulezitych intracelularnich a
extracelularnich aktivitach. Jeho funkce zalezi na jeho lokalizaci (Obrazek 7). Primérni funkci
ENOI1 je katalyza pti glykolyze, kdy pfeménuje 2-fosfoglycerat na fosfoenolpyruvat. Tato
reakce je také katalyzovana pomoci Mg?" iontii (Obrazek 8). KdyZ je ENOI lokalizovéna na
bunécném povrchu, plsobi jako receptor plasminogenu a zprostiedkovava degradaci
extracelularni matrix (ECM). Pokud se ENOI1 vyskytuje v centrosomu, poméha zde
organizovat mikrotubuly a cytoskelet v interfazi [26]. V extracelularnim prostoru ENOI1
reaguje s exozomy nebo zde miize byt vylucovana jako rozpustny protein [27]. V cytoplazmé
poté ENOI udrzuje stabilitu mitochondridlni membrany. Miize se také podilet na regulaci

dalsich intraceluldrnich signélnich drah [28].

Metastasis «------- (Plasmin Plasminogen
Migration P I
Invasion Plasminogen
T Receptor Exosomes

Signaling Pathways

PI3K-AKT
£<TTTw,. | AMPK-mTOR
Mitochondrial —
Memb Irane [y
ftf . % Glycolysis
af / i
CY“JSke"-‘tO" MBP1 [~ ENO1 5
Organization "
Tumor Cell
ENO1 . k
mRNA Proliferation
c-MYC
Cytopiasm Nucleus

Obrazek 7 - Schématické zobrazeni funkci ENOI v buiice v zavislosti na jeji lokalizaci [29]
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1.5.Glykolyza

2-Phosphoglycerate Phosphoenolpyruvate
(O (O
o enulasi 0
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Obrdzek 8 - Schéma enzymatické reakce ENOI pri glykolyze [75]
Glykolyza probiha ve vSech bunkéch téla. Enzymy této dradhy jsou pfitomny v cytozomalni
frakci buniky. Glykolyza probiha bud’ za neptitomnosti kysliku (anaerobni) nebo za pritomnosti
kysliku (aerobni). Pti anaerobnich podminkéch je kone¢nym produktem laktat. V aerobnich
podminkach vznika pyruvat, ktery se nasledné oxiduje na CO2 a H2O [30]. Glykolyza je hlavni
cestou pro syntézu ATP v tkanich/bunikdch postrddajicich mitochondrie, napt. erytrocyty,
rohovka a ¢ocka. Glykolyza je velmi dulezitd pro mozek, ktery je energeticky zavisly na
glukéze. Glukéza v mozku musi projit glykolyzou, nez se oxiduje na CO» a H>O. Glykolyza je
centrdlni metabolicka drdha s mnoha meziprodukty poskytujicimi odbo€ovaci bod do mnoha
jinych metabolickych drah. Meziprodukty glykolyzy jsou uZzitecné pro syntézu aminokyselin a
lipid. Obraceny pribéh glykolyzy spolu s alternativnim uspofadanim v nevratnych krocich
povede k syntéze glukozy (glukoneogeneze). Rychlost glykolyzy je u nadorovych bunck

200krat vyssi nez u normélnich bun¢k [31].

1.6. Role enzymu p¥i vzniku nadorovych bunék
Nadorové bunky vykazuji zvySeny piijem glukozy a tim i zvySeny pribéh glykolyzy. Jak
nadory rychle rostou, krevni cévy jsou ve stavu hypoxie [32]. Diky nedostatku kysliku dochazi
pfevazné k anaerobni glykolyze, kterd dodava nadorovym bunikdm energii. Nadorové bunky se
adaptuji na hypoxickou glykolyzu prosttednictvim zapojeni transkripniho faktoru, jmenovité
hypoxii indukovatelného faktoru (HIF) [33]. HIF zvySuje syntézu glykolytickych enzymi a
transportérii glukdzy. AvSak nadorové buniky nemohou rist a preZit bez fadné vaskularizace.

Jednou z metod 1écby nadoru je pouziti 1€ka, které mohou inhibovat vaskularizaci nadora [34].

Bylo prokazano, Ze inhibice glykolyzy zabiji buniky nadoru tlustého stfeva a buiiky lymfomu v
anaerobnich podminkéch. Deplece ATP glykolytickou inhibici také siln€ indukovala apoptdzu
u multirezistentnich buné€k, coz naznacuje, ze nedostatek bunééné energie mize byt G¢innym

zpisobem, jak piekonat multirezistenci v buiikach odolnych viici vice 1é¢iviim. Studie ukazala,
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ze inhibice glykolyzy je uzitecna pii 1é¢be nddorovych onemocnéni a také prekonava rezistenci

v 16kam [35].

Vsechny tyto funkce jsou zasadni pro prospivani zdravych bunék v organismu. Nicméné bylo
zjisténo, ze az v70 % vSech svétovych pifipadi nddorovych onemocnéni byla nalezena
nadmérnd exprese geni glykolytické drahy, zejména pak pro ENOI [36]. Napiiklad u nadort
plic, je vyssi exprese ENOI1 proteinu spojena s horSimi klinickymi vysledky [37]. U nadorovych
onemocnéni v oblasti hlavy a krku byla exprese mRNA pro ENO1 zvySena v 68 % vzork [38].
U néddora slinivky bfisni jsou hladiny ENO1 spojovany s klinickym stddiem onemocnéni
a mnozstvim metastazi do lymfatickych uzlin [39]. U kolorektalniho karcinomu ENOI1
podporuje tumorgenezi a vznik metastdzi regulaci AMPK/mTOR drahy [40]. Zaroven se

podafilo spojit korelaci hladiny ENOI1 a velikosti nadoru u karcinomu prsu [41].

1.6.1. Aktivace plazminu
Plazmin jakozto proteolyticky enzym ma za ukol degradovat velkou fadu plazmatickych
proteind. Plazmin vznikd z plazminogenu dvéma typy aktivatorti. Aktivatory plazminogenu
tkanového typu (tPA), nebo aktivatory urokindzového typu (uPA). Cely systém aktivace
plazminogenu (PA) miize byt inhibovan nékolika zptsoby a na né€kolika urovnich. Jednim ze
systému je prostiednictvim specifickych inhibitori PAI-1 a PAI-2. Nebo inhibici pfimo na
urovni plazminu o2-antiplazminem [42]. PA systém je klicovy regulator v remodelaci ECM.
Po prikazu ENOI jakozto plazminového receptoru (Obrazek 9) na povrchu nadorovych bun¢k

byl proveden test, ktery dokazoval vliv ENOI na zvySeni PA [43].

a2-AP
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- \\.‘ ECM degradation
uPA proMMPs —» MMPs

h oGF SF

Plg Pli proGF — GF
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|
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Differentiation

Obrazek 9 - Schématické zobrazeni ENOI jako plazminového receptoru na povrchu bunky [28]
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Zaroven ENOI1 chrani plazmin pfed inhibici o2-antiplazminem [44]. V testu byly
k leukocytarnim buiikdm a k neutrofiliim z periferni krve pfidany monoklonalni protilatky
MADbI11Gl1, které specificky blokovaly vazbu ENO1/plazminogen. Vysledky potvrdily, Ze po
blokovani této vazby nebyl plazminogen pfeménovan na plazmin prostfednictvim aktivatora
tPA a uPA [45]. Nicméné nedos$lo u Gplnému zastaveni pfemény plazminogenu na plazmin,
tudiz je jasné, ze ENOI1 neni jedinym plazminovym receptorem a jeji piispévek k preméné byl

pouze Castecny.

1.6.2. Warburgiv efekt
Vzhledem k velkym narokiim na energii pfevedou nadorové buiiky sviij metabolismus tak, aby
podporovaly rlst, pteziti, proliferaci a dlouhodobou udrzbu. Spolecnym rysem tohoto
zménéného metabolismu je zvySeny piijem glukdzy a fermentace glukdzy na laktat. Tento jev
je pozorovan i v pfitomnosti zcela funkénich mitochondrii a je znam jako Warburgtv efekt. Téz
se dé oznacit jako aerobni glykolyza v nddorovych bunikach. Je dokézéano, Ze preprogramovani
metabolismu nador je fizeno riiznymi onkogennimi signaly, jako jsou RAS, PKB, MYC, PI3K,
mTOR, spolu s naddorovymi supresory, véetné TP53 a PTEN, které méni metabolismus a
umoziuji rakovinnym bunkam pfezit a proliferovat v hypoxickém a na ziviny chudém

mikroprostiedi [46].

1.6.3. Warburgiv efekt a tvorba ATP
Ve srovnani s mitochondrialni respiraci je aerobni glykolyza nddorovych bunék v prepoctu na
jednotku glukézy malo efektivnim prosttedkem pro tvorbu ATP [47]. Rychlost metabolismu
glukozy prostiednictvim aerobni glykolyzy je vSak vyssi, takZe produkce laktatu z glukozy
probiha 10x-100x rychleji neZ Uplna oxidace glukdézy v mitochondriich. Ve skute€nosti je
mnozstvi ATP syntetizované za jakékoli dané Casové obdobi srovnatelné, kdyz se vyuziva
kterakoli z forem metabolismu glukozy [48]. Jedna z teorii je, ze bunky s vyssi rychlosti, ale
niz§im vytéZkem produkce ATP mohou ziskat selektivni vyhodu, kdyZ soutézi o sdilené a
omezené zdroje energie [49]. Byla pozorovana zvySujici se aerobni glykolyza béhem
exponencialniho riistu kvasinek, coz naznacuje dalsi fyziologické role pro aerobni glykolyzu.
Tyto role se zkoumaly ve vsadkovych kulturadch kvasinek kvantifikaci spotieby O, produkce
COz, aminokyselin, mRNA, proteinii, posttranslacnich modifikaci a citlivosti na stres v pribéhu
deviti cykli zdvojeni konstantni rychlosti. Béhem tohoto pribéhu buinky podporovaly
konstantni rychlost produkce biomasy se snizujici se rychlosti dychani a produkce ATP,
ale také sniZzovaly svou odolnost vii¢i stresu. S poklesem rychlosti dychani se snizuji hladiny

enzymu katalyzujicich rychlost urcujici reakce cyklu trikarboxylovych kyselin (poskytujici
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NADH pro dychéni) a mitochondrialni folatem zprostiedkovanou produkci NADPH (nutna pro
oxidacni obranu). Zjisténi ukazuji, ze exponencidlni rist miize ptedstavovat nikoli jeden
metabolicky i fyziologicky stav, ale kontinuitu ménicich se stavii a ze aerobni glykolyza miize

snizit energetické naroky spojené s respiracnim metabolismem a pfezitim ve stresu [50].

V dalsi studii se zkoumaly zmény v metabolismu glukézy po poruchach membranové aktivity
v riznych normalnich a nddorovych bunécnych liniich. Bylo zjisténo, Ze inhibice nebo aktivace
pump na bunéné membrané vedla ke snizeni nebo zvySeni glykolyzy, zatimco oxidativni
fosforylace ziistala nezménéna. Vysledky ukazaly, ze glykolyticky metabolismus plni
fyziologickou funkci za normoxickych podminek tim, ze reaguje na rychlou energetickou
poptavku, zejména z membranovych transportnich aktivit, a to i v pfitomnosti kysliku. To
podporuje novy model metabolismu glukézy, ve kterém glykolyza a oxidativni fosforylace
poskytuji rizné typy energetické potieby. Bunky vyuzivaji ucinny, ale pomalu reagujici aerobni
metabolismus, aby pokryly zakladni, ustdlenou energetickou néarocnost a glykolyticky
metabolismus, ktery je neefektivni, ale mize rychle zvysit produkci adenosintrifostatu (ATP),
aby uspokojily kratkodobé energetické pozadavky, zejména z membranovych transportnich

aktivit [51].

1.7. Role a-Enolazy u nadorovych bunék
Naroky na ENOI1 a jeji glykolytickou funkci u nadorovych bunék je znacné vétsi, jelikoz
nadorové buiiky maji mnohonéasobné vétsi spotiebu energie pii neustalé proliferaci. Pro ENOI
bylo zjisténo, Zze k ni lze pfifadit 7 z 10 charakteristickych znakl (viz 1.1.), které jsou
nasledujici: 1) udrzeni proliferativni signalizace, 2) aktivace invazivity a tvorby metastdz, 3)
indukce angiogeneze, 4) vyhybani se supresorim ristu, 5) odolavani bunééné smrti,
6) deregulace bunécné energie a 7) vyhybani se eliminaci imunitnim systémem [3]. VSechny
tyto body z listu Hallmarks of cancer ukazuji, jak je ENO1 v lidském organismu rozsifenym a

dilezitym proteinem a v kolika dilezitych metabolickych drahédch hraje roli.

1.7.1. UdrZeni proliferativni signalizace
Napftiklad u karcinomu prsu SK-BR-3 bylo po regulaci ENO1 pozorovano sniZeni proliferace
nadorovych bun¢k. Navic se jako dalsi efekt projevila zvySena rychlost apoptézy nadorovych
bunck, a to zvySenim hladin proteinu BAX a snizenim hladin Bcl-2. Podobny efekt byl
pozorovan u drahy PI3K/AKT, kdy byla sniZzena hladina fosforylace PI3K a PKB a doslo tak

k naslednému tlumeni pfislusnych signalnich drah [52]. Dal§im ptikladem je utlum ENOI u
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rakoviny Zaludku. Vlivem toho doslo k zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1 a zaroven se

zvysila mira apoptdzy bunék MKN-45 a MGC-803 [53].

1.7.2. ZvySeni invazivity a vznik metastaz
Mnoho studii prokazalo, ze nadmérna exprese ENOI pozitivné koreluje s invazivitou, migraci
a metastdzami u riznych typii nadorovych onemocnéni [40, 52,54]. Tato role pro ENO1 vychazi
z jeho ulohy jako plazminogenového receptoru (Obrazek 7, 9). Dochazi k urychleni vazby
plazminogenu. Ten je poté pfeménovan na serinovou protedzu, tedy plazmin. Ten je pii
zanétlivych stavech aktivovan a dochazi k fibrinolyze a degradaci ECM, coz je hlavni hnaci

sila migrace a metastdzovani nddorovych buné¢k [55,56].

Dalsim ptikladem, jak ENOI1 napoméha s Sifenim nadorovych bunc¢k v organismu
je epitelialni — mezenchymalni ptechod (EMT). Jde o transformovéani epitelidlnich bunék na
mezenchymalni buiiky. Tim bunky ztraci polaritu a schopnost adheze, ale ziskaji schopnost
migrovat, volné proliferovat a diferenciovat se. Tato draha, kterd bunkdm umozni mit podobné

vlastnosti jako buiika kmenova, je kriticka pro Siteni nddorovych bunék po organismu [57].

1.7.3. Indukce angiogeneze
Aktivace glykolytické drahy zprostfedkované ENOI zvySuje transkripci a inhibuje apoptozu
bunécného onkogenu. To vede k angiogenezi a kompenzuje hypoxii v nddorovych buiikach,

¢imz chrani nadorové buiniky pfed zahynutim z diivodu nedostatku kysliku [58].

1.7.4. SniZena reaktivita na indukci bunééné smrti
Hlavnim problémem tedy nastava fakt, Zze pfitomnost vysSich hladin ENO1 vede k urychleni
proliferace a tlumeni apoptotické smrti nddorovych bunék. Dochéazi k tomu kvili urychleni
G1 faze bunécného cyklu a diky zvySeni hladin cyklin-dependentni kinazy 6. K prodlouzeni
preziti bun€k doslo diky ENOI prostfednictvim zvySeni hladiny p38 v kaskadé MAPK
a zvySenim p-PKB v kaskddé¢ PKB. Tato draha byla prokazana na nadorovych buiikach u
rakoviny plic [59].

Na druhou stranu bylo zjiSténo, Ze nékteré naddorové buiiky nevyuzivaji Warburgova efektu pro
zvySeni glykolytického toku a zvySeni ENO1 milZe mit pfesné obraceny efekt. Napiiklad u

neuroblastomu zvySeni hladin ENO1 inhibuje buné¢nou proliferaci a indukuje apoptozu [60].

1.7.5. Deregulace bunécné energie
Jelikoz ENOI1 je dalezitym katalyzatorem pii glykolyze, tak jeji hladiny siln€ ovliviiuji jeji
pribéh. A tim 1 celkovy zisk energie z ni. Pfi inhibici glykolyzy, sniZzenim hladiny ENOI1,
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dochdzi k metabolickym zménam, které vedou k autofagii, oxidaci mastnych kyselin a

katabolismu aminokyselin. To v§e vede k mensimu rstu nadorovych bunék [61].

1.7.6. Kompetice nadorovych bunék se zdravymi bunikami o zdroje energie

ENO1 ma kliovou roli v zajistovani energie pro buiky. ZvySené mnozstvi ENOI1 u
nadorovych bun€k odpovidd vy$$im narokliim na energii. Kvili tomu nastdvad nedostatek
glukozy pro ostatni zdravé buiky vcetné bunék imunitniho systému. Navic pii nedostatku
glukozy dochazi k snizeni aktivity ENOI, a tim dochazi k snizeni glykolytické aktivity
CD8+ TIL (tumor infiltrujici lymfocyty) [62]. Nastava tedy otdzka, zda je vhodné tlumit
aktivitu ENOI, jelikoz dochazi k utlumu glykolyzy jak u nddorovych bunék, tak ale i zaroven
u CD8+ TIL.

1.7.7. SniZena reaktivita s riistovymi supresory
Pokud se pfi transkripci genu pro ENOI posune start kodon o jedno misto, zacne se
transkribovat tzv. c-MYC vézajici protein (MBP1). Tento protein se vyskytuje v jadfe na rozdil
od ENOI, ktera je pfedevsim v cytoplazmé, nebo na povrchu bunék (Obrazek 7) [63]. ENOI1 a
MBP1 spolu interaguji prosttednictvim onkoproteinu c-MYC, ktery dereguluje glykolyzu
prostiednictvim aktivace nékolika slozek metabolické drahy glukozy, véetné zvySeni hladiny
ENOI. Na druh¢ stran¢ se MBP1 vaZe na promotor P2 c-MYC a funguje jako transkripcni
represor pro transkripci c-MYC za podminek bunééného stresu a nizké hladiny glukdzy, ¢imz
zpomaluje bunécnou proliferaci. Pfi hypoxii maji nadorové buiiky tendenci zvySovat expresi
c-MYC, coz soucasné zvySuje hladinu ENOI na podporu glykolyzy a snizuje hladinu MBP1,
aby se urychlila bunécné proliferace. U karcinomu prsu existoval inverzni vztah mezi expresi

MBP1 a aktivitou ENO1, kde byl pokles MBP1 spojen se Spatnou prognézou [64].
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1.8.Metody pro priikaz a stanoveni a-Enolazy a jejich protilatek
ENOI1 je metaloprotein o molekulové hmotnosti 47 kDa a izoelektrickém bodu 7. Kvili jeho
vlastnostem a vyskytu v mnohych metabolickych drahich se stdva vybornym nadorovym
biomarkerem. Vyskyt ENO1 na povrchu bungk ji déla dobfe dostupnou pro piipadnou 1é¢bu,
nebo ovlivnéni jeji hladin. V porovnani se zdravymi buiitkami se v nadorovych buitkach ENO1
vyskytuje nadmérné. Nasledné fakt, ze jeji vySSi exprese koreluje s hor§i progndézou a
klinickym stavem nékterych nadorovych onemocnéni. Je tedy idedlni jako biomarker
nadorovych onemocnéni. ENO1 se vyskytuje v nékolika izoformach. Casto se vyskytuje ve
vysoce komplexnich biologickych materidlech. Bylo tedy potieba vyvinout urcité laboratorni

postupy pro jeji prukaz, stanoveni jeji aktivity a separaci [29].

1.8.1. Metody pro priukaz a-Enolazy
1.8.1.1. ELISA

V dnes$ni dobé se uz pouziva pievazné predem ptipravenych diagnostickych souprav pro
stanoveni izoforem proteinu a-Enoldzy. Jedna se o soupravu, ktery obsahuje mikrotitraéni
desticku (standardné 96 jamek), kde je kazdad z jamek potaZena protilatkami proti antigenu
enoldzy. Po pfidani vzorku s enoldzou se vytvoii komplex antigen-protilatka. Po dostate¢né
dlouhé inkubaci (37 °C, 30 minut) se desticka nékolikrat promyje. Nasledn¢ se ptida kienova
peroxidadza a nechd se inkubovat. Déle se jamky promyji a ptida se chromogen, ktery zapti€ini
viditelnost barevné zmény. Po pfiblizné 10 minutach se reakce zastavi. Nasleduje méfeni na
spektrofotometru (pfesna vinova délka se nastavuje podle typu reakce) vétSinou pii 450 nm.

Nasledné¢ se pro vyhodnoceni pouZziva kalibracni kiivka [65].

1.8.1.2. 2D elektroforéza
Pii provedeni 2D elektroforézy se proteiny nejprve rozdéli podle izoelektrického bodu pl
v gradientu pH a néasledné podle své molekulové hmotnosti provedenim klasicke elektroforézy.
Po provedeni téchto dvou metod a nasledném obarveni gel vznikne tzv. proteinova mapa, kde
pfi spravném provedeni mizeme vidét jednotlivé izoformy proteint. Pro pfesngjsi stanoveni je
poté potieba provést metodu in gel digest s naslednou MS analyzou. Jde o vyfiznuti spoty

z gelu, extrakcei proteinu z gelu a nasledné MS analyzy.

1.8.1.3. Hmotnostni spektrometrie
Pro prikaz ENOI Ize vyuzit kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Pti této metodé€ je smés proteint St€pena proteolytickym enzymem

za vzniku velkého souboru peptidi. Smes komplexnich peptidii se pak odd€li on-line pomoci
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tandemového hmotnostniho spektrometru, ¢imz se ziskd velky pocet tandemovych
hmotnostnich spekter. Tandemova hmotnostni spektra se pak pouziji k prohleddni databaze
proteinti a naslednému porovnani spekter k identifikaci konkrétnich, pfitomnych proteind.
Vysledky ze standardnich proteinovych smési ukazuji, ze proteiny pfitomné v jednoduchych
smésich lze snadno identifikovat [66]. Tato metoda muze slouzit také k rozliSeni izoforem
a-Enolédzy. Prvnim krokem pro identifikaci izomerti a-Enoldzy ve vzorku je ji izolovat. [zolace
probiha naptiklad prostfednictvim afinitni chromatografie, kdy se enolaza specificky vaze na
nosi¢ uvniti kolony, ktery se potazeny napi. anti-ENO1 IgG. Poté se kolona n¢kolikrat promyje
a nasledn¢ je enoldza eluovana zkolony ven napf. NH4OH. Jinym zplGsobem muze byt
provedeni SDS-PAGE, kdy se na gelu rozdéli proteinova frakce podle pl a Mr (viz. 1.8.1.2.).
Po obarveni gelu stfibrem, nebo Coomassie Blue se vyfizne gel v misté spoty. Gel se odbarvi a
enzymaticky se proteiny extrahuji z gelu. Vzorek se poté odsoli a tim je pfipraven na MS
analyzu. Po provedeni MS analyzy se vysledky porovnavaji s knihovnami pro pfesnou

identifikaci izomeru proteinu.

1.8.2. Metody pro stanoveni aktivity enzymu

1.8.2.1.  Opticky test
Me¢feni zmény v hodnotach absorbance pii vinovych délkach (pt. 240nm, 340nm, 570 nm),
kde zélezi na typu stanoveni a absorpénim maximu. Sleduje se zména absorbance, ktera je
enolaza prokéazat pomoci diagnostickych souprav vyrobenych pfimo pro konkrétni isomer
(a,B,y-Enolaza). Vyrobcei téchto diagnostickych souprav si nechavaji presné sloZeni roztoki
jako obchodni tajemstvi, nicméné jde o pifevazné o reakce piremény 2-fosfoglyceratu

na fosfoenolpyruvat, jelikoz se a-Enolaza ptimo podili na tomto kroku glykolyzy (viz. 1.5.).

V této studii se zkoumal vliv kompozitnich pryskyfic, které uvoliuji fluoridy, na aktivitu
a-Enolazy u bakterie Streptococcus mutans (S. mutans). Byly pouZity 2 pryskyfice. Prvni z nich
TMR-Z Fill 10, u které bylo potvrzeno postupné uvoliiovani fluorid v pribehu ¢asu a druha
Luna-Wing, kterd neobsahuje fluoridové Castice, a tudiz neuvoliluje fluoridy. Bakterie byly
inkubovany s obéma pryskyficemi po dobu 24 hodin pfi 37 °C a nasledné se z nich pfipravil
bunécny lyzat. Jako pozitivni kontrola se nechaly bakterie inkubovat v BHI 24 hodin pii 37 °C
s riznymi koncentracemi fluoridu (1, 10, 50, 100, 1,000 ppm). K testu se pouzil Enolase
Activity Colorimetric/ Fluorometric Assay Kit od firmy BioVision. Kde a-Enolaza preménuje
2-PG na PEP, ktery poté reaguje se sondou OxiRed™, kterd méni zabarveni reakce. Podle

protokolu diagnostické soupravy se napipetovalo do mikrotitracni desticky 25ul lyzatu
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S. mutans s riznymi koncentracemi fluoridu, do dal§ich jamek poté lyzat inkubovany
s TMR-Z Fill 10 a do dal$i jamky lyzat inkubovany s Luna-Wing. Poté se do kazdé jamky
pridalo 50ul reakéni smési z diagnostické soupravy a méfila se absorbance pfi vinové délce
570 nm v kinetickém modu po dobu 20-60 minut pii 25 °C. Jako kontrola byl pouzit lyzat

z neovlivnéné kultury S. mutans.
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Obrazek 10 - Aktivita Enoldzy po ovlivnéni fluoridy z kompozitnich pryskyric [67]

Z vysledki jasn¢ vyplyva, Ze u bakterii inkubovanych s fluoridy se aktivita Enoldzy snizila.
Nasledné se potvrdilo i tvrzeni, ze pryskyfice TMR-Z Fill 10, které¢ uvolnuji fluoridy také
snizuji aktivitu Enoldzy v porovnani s pryskyfici Luna-Wing, kterd fluoridy neuvoliuje. Lze
tedy fict, Ze pryskyfice s postupnym uvoliovanim fluoridii inhibuji adhezi a tvorbu
biofilmu bakterie S. mutans prostfednictvim snizovanim aktivity Enolazy jakozto dilezitym

enzymem Vv téchto mechanismech [67].
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1.8.2.2. Imunospecificka sorpce
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Obrazek 11 - Schéma reakce v ramci manuadlu pro diagnostickou soupravu Abcam [76]

LDH
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Za pouziti diagnostické soupravy pro stanoveni aktivity ENO1 od firmy Abcam. Vyuziva se
mikrotitracni desticky s pfedem navazanymi Ab anti-ENOI IgG na sténé jamek. Sleduje se
Ubytek signalu, ktery je =zapfiCinény pieménou NADH na NAD' prostiednictvim
laktatdehydrogenazy (Obrazek 11). Po inkubaci vzorkl v jamce a jejich promyti se do jamek
prida aktivacni roztok, ktery obsahuje enzymy potiebné k probéhnuti enzymatické reakce.
Konkrétné se vtomto pripadé jednd pyruvatkindzu a laktatdehydrogenazu. a-Enolaza je
potiebnd pro odstartovani celé reakce a je tedy potieba se zaméfit na krok izolace ENOI
z komplexniho biologického materidlu, kapalného vzorku. Vysledky reakce se poté méfi
kineticky po dobu potiebnou k probehnuti reakce (vyCerpani substratu, vyrovnani

substrat/produkt) na spektrofotometru pfi vinové délce 340 nm.

1.8.2.3.  Warburguv opticky test
V této metod¢ se sleduje zména absorbance pii pfeméné substratu 2-fosfoglyceratu (2-PG) na
fosfoenolpyruvat (PEP), coz je jedna zreakci glykolyzy (viz kapitola 1.5.). a-Enoldza zde
figuruje jako katalyticky enzym, ktery reakci startuje. Reakce probih4 v imidazolovém pufru o
pH 7,4. Po smichani substratu (2-PG) a enzymu (ENO 1) se okamzZité odstartuje reakce, kterou

zaznamenavame kineticky na spektrofotometru pti 240 nm.
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1.8.3. Metody vhodné pro separaci a-Enolazy
Pro separaci a-Enolazy ze vzorku se voli postupy podle metod pouzivanych k jejimu prukazu.
Provede se zlyzovani materidlu pro ziskani veSkerych proteinii obsazenymi ve vzorku.
Nasledné se provede rozdéleni izoelektrickou fokuzaci na gelovém stripu. Dojde k rozdéleni
proteinti podle izoelektrického bodu. Nésledné se provede elektroforéza, kde se proteiny rozdeli
podle relativni molekulové hmotnosti. Timto druhym d€lenim vznika tzv. proteinova mapa.
Diky ptedpokladané pozici ENO1 pl =7 a Mr =47,169 kDa jsme poté schopni z gelu vytiznout

spotu, ktera odpovida ENO1. Coz lze ovéfit prostfednictvim hmotnostni spektrometrie [68].

Dalsi metodou pro izolaci ENOI1 je naptiklad afinitni chromatografie. Jednd se o separacni
metodu zalozenou na specifické vazebné interakci mezi imobilizovanym ligandem a jeho
vazebnym partnerem. Pfiklady zahrnuji interakce protildtka/antigen, enzym/substrat a
enzym/inhibitor. Stupen ¢iSténi miiZze byt pomérné vysoky v zavislosti na specifi¢nosti
interakce a v disledku toho je obecné prvnim krokem, ne-li jedinym krokem v purifikacni

strategii [69].

1.8.4. Metody pro prikaz specifickych protilatek proti a-Enolaze
1.8.4.1. ELISA

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) je znaCeny imunotest, ktery je dnes Siroce
vyuzivan napii¢ vSemi odvétvimi. Tento imunologicky test je velmi citlivy a pouziva se k
detekci a kvantifikaci latek, veetn€ protilatek, antigent, proteinti, glykoproteinii a hormont.
Detekce téchto produktl se provadi na zédkladé€ tvotreni komplext. Podle uspofaddni mizeme
rozliSovat rizné druhy ELISA metody (Obrazek 12). Pfima ELISA (antigenem potaZena
desticka; screening protilatky). Nepfimd ELISA (antigenem potazend desticka; screening
antigenu/protilatky). Sendvicova ELISA (titraéni destiC¢ka potazena protilatkou; screening

antigenu). Kompetitivni ELISA (screening protilatky) [70, 71].
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Obrdzek 12 - Schématické zobrazeni riznych typii metody ELISA [77]
Pro priikaz specifickych protilatek proti ENO1 se pouZije princip nepiimé ELISA metody. Jde
o usporadéani, kdy je na podlozce, zkumavce, nebo stén¢ mikrotitracni desticky navéazan
antigen (Ag), ktery je specificky pro anti-ENO1. Nasledn¢ se zbytek povrchu zkumavky, nebo
stény mikrotitracni desticky blokovan blokovacim roztokem 1% BSA. Po pfidani
vySetfovaného vzorku (sérum, plazma), se vytvofi imunokomplex antigen-protilatka.Necha se
dostatecné dlouho inkubovat a po promyti se piida konjugat, ktery je znaceny peroxidazou.
Konjugat se v pfipad¢ pfitomnosti anti-ENO1 navaze. Po promyti se pfidd peroxidaza a
chromogen. V piipad¢ pozitivity dojde ke zméné barvy chromogenu, a tedy k zméné méteného

signalu.
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Protein ENOI1 byl zfedén z ptivodni koncentrace na kone¢nou koncentraci 1,0 pg/ml v PBS a
nanesen na Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-jamkové desticky, které byly poté
inkubovany ptes noc pii4 °C. Po blokovani 2% BSA byly desticky ttikrat promyty s 1 x PBS-T.
Lidska séra byla zfedéna v poméru 1:100 v antigenem potazenych jamkach. Po pétinasobném
promyti 1 x PBST, kozi anti-Human IgG (H + L) sekunddrni protilatka, HRP a substrat
(1 mg/ml 2,2-azino-bis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kyselina] s 0,005% peroxidem
vodiku v citratovém pufru, pH 4,6) byly pouzity jako detek¢ni ¢inidla. Opticka hustota (OD)
byla méfena pii 405 nm. pomoci spektrofotometru [72]. V ramci provadéni a sjednoceni
vysledkli provedenych metodou ELISA jsou vytvareny diagnostické soupravy, které maji
rozmezi detekce 0.313-20 ng/ml. Citlivost obvykle kolem 0.188 ng/ml a odchylkou pod 8 %
[72].
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Obrazek 13 - Bodovy graf zachycujici vysledky ELISA testii na prikaz specifickych protilatek anti ENOI u pacientii s osteosarkomem
(OS), osteochondromem (OC) a porovnani se zdravym darcem (NHS — Normal Human Serum) [72]

1.8.4.2. Metoda SERPA s naslednou imunodetekci
SERPA neboli sérologickd analyza proteomu je komplexni spojeni metod dvourozmérné
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) v kombinaci s Western Blotem. Tato
metoda se vyuzivd k separaci proteinovych antigenii a umoziuje lepsi rozliSeni proteini

reaktivnich s imunitnim sérem pro naslednou imunodetekci.
2D SDS-PAGE s izoelektrickou fokuzaci

Celd metoda zacind piipravou bunééného lyzatu z nadorovych bunék. Nasleduje naneseni
nadorovych bunék na gelové stripy. Provede se izoelektricka fokuzace (viz. 3.3.3.).
Po rozd¢leni proteinil na stripu podle pl se stripy vlozi do elektroforetické¢ vany a provede se

klasicka elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Po rozdé€leni podle Mr vznikne
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tzv. proteinova mapa vzorku (viz Obrazek 14). Ta je specifickd pro kazdou bunéénou linii,

jelikoz se jedna o veskeré proteiny obsazené v bunkach lyzatu naneseného na stripy.

Obrazek 14 - Proteinova mapa ze vzorku lidské moci [78]

Western Blot

Western Blot je metoda, ktera slouZi k ptenosu proteinti z gelu na membranu. Tento proces
pfevede proteiny, které jsou rozprostieny v celé tloust'ce gelu na povrch membrany a proteiny
jsou tedy lépe dosazitelné pro dalsi kroky analyzy. Samotny pfenos je zapfi¢inén plisobenim
elektrického proudu, kdy usporadani je (od spodu) katoda, filtracni papir, nitrocelulézova
membrana, gel s proteiny, filtrani papir, anoda (Obrazek 15). Po pfeneseni proteinli na

nitrocelul6zovou membranu nasleduje barveni.
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Blotting Pad

Blotting Pad Cathode (-)

Obrazek 15 - Schéma techniky Western Blot pro prenos proteinu z gelu na membranu [73]
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Barveni membrany a geli

Pro zjisténi kvality pfenosu z gelu na membranu se oba nosice obarvi. Obarveni membrany se
provadi pro zjisténi prenesenych proteinti. Standardné barveni pomoci stiibra. Zaroven se barvi
i gely, pro zjiSténi nepienesenych proteinti. Barveni gelti se provadi pomoci stiibra nebo

Coomassie Blue. Finalni zdznam pfenosu se provadi pomoci fotografické stanice.
Imunodetekce

Po potvrzeni kvality pfenosu proteinové mapy nasleduje aplikace vzorki (pacientské sérum,
zjistovany protein). Membrana se necha inkubovat podle potfeby se vzorkem (idealn¢ pres
noc). Nasledné¢ se k membrané pitidd konjugat (sekundarni protilatka), ktera je namiiena
specificky proti zjisStovanému proteinu. Po inkubaci s konjugitem se provede ECL
chemiluminiscen¢ni detekce pomoci luminolu a HRP. Foceni vysledki probihé ve fotografické
stanici po dobu 304 sekund. Jako pozitivni vysledek se povaZzuje zvyraznéna imunoreaktivni

spota v oblasti odpovidajici zkoumanému enzymu.
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2. Cile prace
Cilem préce bylo zdokonalit a pouzit metodu SERPA pro identifikaci anti-ENO1 IgG v séru
pacientli s mnohocetnym myelomem. Nésledn¢ zavést a validovat metodu pro stanoveni

aktivity enzymu ENO1 pomoci diagnostické soupravy.

Dil¢i cile prace byly: pomoci SERPA metody otestovat pacientska séra na pfitomnost
anti-ENO1 IgG a gzjistit korelaci mezi naméfenymi vysledky a progresi onemocnéni
mnohocetny myelom, zavést metodu pro stanoveni aktivity enzymu ENOI1 s vyuzitim
diagnostické soupravy, ovétfeni aktivity rekombinantniho enzymu ENO1 jiz ovéfenou metodou

Warburgtv opticky test.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.Seznam laboratorniho vybaveni

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

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

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

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

e BioTek PowerWave 340 Microplate Reader (Agilent, Santa Clara, USA)

e blotovaci nitrocelul6zovd membrana (NC) Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2 um
(Bio-Rad, CA, USA)

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

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

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

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

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

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

e Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)

e multifunkéni Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, LotySsko)

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

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

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

e skla Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 1.0 mm Integrated Spacers (Bio-Rad, Praha 4,
Ceska republika)

e sklenénd kyveta 10 mm s vickem PTFE (Hellma Optik GmbH, Jena, Germany)

e spektrofotometr Libra S22 UV/VIS (Biochrom, Cambridge, Velka Britanie)

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

o Spicky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e TECAN infinite M200 (Tecan, Méannedorf, Switzerland)

e TECAN Spark (Tecan, Méannedorf, Switzerland)

e ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)
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ultrazvukovy procesor UP100H (Hielscher, Berlin, Némecko)

Vortex mixer Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy)

zafizeni pro izoelektrickou fokuzaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, CA, USA)

zdroj napéti Power-Pac 200 (Bio-Rad, CA, USA)

zkumavky s vickem, centrifugacni, 15 ml a 50 ml

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

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

2-(+)-fosfoglycerat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat — CHAPS (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

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

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

bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

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

citronan sodny (Penta, Chrudim, CR)

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

gistici roztok Coulter CLENZ Cleaning Agent (Beckman Coulter, SA, Svédsko)
destilovana voda, redestilovana voda

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

dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

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

dodecylsulfat sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)

dusi¢nan stfibrny (Sigma-Aldrich, Chrudim, CR)

ENOI protein, Human, Recombinant (His Tag) (Sinobiological, Beijing, Cina)
ethanol (Penta, Chrudim, CR)

fenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
glycerol (Penta, Chrudim, CR)

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

hexakyanoZelezitan tridraselny (Penta, Chrudim CR)

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)
hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)

chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

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

jodacetamid, IAA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

KCI (Penta, Chrudim, Ceské republika)

kyselina citronové bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)
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kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

methanol (Penta, Chrudim, CR)

MgSO.-7Hz0 (Penta, Chrudim, Ceska republika)

mineralni olej (Bio-Rad, CA, USA)

modovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)

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

odtuénéné susené mléko (Aditiva CZ, Praha, CR)

peroxodisiran amonny, APS (Penta, Chrudim, CR)

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

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

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

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

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

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

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

thiosulfat sodny (Sigma, St. Luis, MO, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Vzhledem k slibnym vysledklim pfi testech s o-Enoldzou ve spojeni s nadorovymi
onemocnénimi jakozto biomarkeru, se experimentalni ¢ast této diplomové prace zamétuje na

otestovani a-Enolazy jako biomarkeru pro onemocnéni mnohocetny myelom.

3.3.SERPA (Serological Proteome Analysis)

3.3.1. Priprava bunééného lyzatu

Reagencie a pfistrojova technika

e lyzacni roztok: 7M mocovina, 2 M thiomocovina, 4% CHAPS, 1% DTT,
0,2% Pharmalyte (3-10), 1 mM PMSF
e ultrasonikator UP200H, odstfedivka MiniSpin Plus

Biologicky material

e sucha peleta bunék RPMI 8226 (5x10°), uskladnéno v - 80 °C v kryozkumavce

Bunécéna linie RPMI 8226

Pro vytvofeni bunééného lyzatu k naslednému vytvotfeni proteinovych map byla pouzita
bunéénd linie RPMI 8226. Tato nadorovd bunécna linie je b&zné pouzivany model
myelomovych bunék pro vyzkumné tcely. Jedna se bunécnou linii B lymfocyti, kterd pochazi
z periferni krve 61letého pacienta, kterému byl prokazatelné diagnostikovan mnohocetny
myelom. Zaroven je tato linie prokazatelné pozitivni na pfitomnost a-Enoldzy. Je tedy zcela

vyhovujici pro nase testovani.

Vzorky pacientskych sér

Byla testovana séra 10 pacientd, kterym byl diagnostikovan mnohocetny myelom. Celkem bylo
otestovdno 46 vzorkl. Prvni odbér byl proveden vzdy v dobé diagnézy a dalsi odbéry byly
provedeny pfi pravidelné kontrole, v nékterych ptipadech byly odbéry provadény pred, nebo
po transplantaci kostni dfen¢ podle potieby a typu terapie. Vzorky pacientskych sér poskytla
Biobanka Kliniky hematoonkologie Fakultni nemocnice v Ostravé (pfednosta kliniky, pan prof.
MUDr. Roman Hajek, CSc., a vedouci vyzkumné laboratofe s biobankou, pani Mgr. Lucie
Broskevicova). Pacienti, kterym byly vzorky odebrany podepsali informovany souhlas a byli
seznameni s Uc¢elem odbéru. Vzorky pacientii byly oznaceny kdédem a bylo u nich uvedeno

pouze pohlavi pacienta a datum odbéru, Zadné dalsi informace o vzorcich poskytnuty nebyly.
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Pro ziskéani negativnich kontrol byly osloveni dobrovolni darci. Bylo testovano 5 dobrovolnych
darct, ktefi poskytli vzorky krve a podepsali informovany souhlas, ze v dobé odbéru védomé
netrpéli Zzadnych nadorovym onemocnénim. Jednalo se o darce ve vékovém rozmezi 50-75 let.
Krevni vzorky byly odebrany odbornym pracovnikem na Katedfe biologickych a

biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice.

Jako pozitivni kontrola bylo pouzito sérum pacientky s mnohocetnym myelom, které
opakovan¢ prokazovalo silnou imunoreaktivitu pii stanoveni anti-ENO1 Ab metodou SERPA.
Vzorky sér poskytla Klinika hematoldgie a transfuzioldgie LF UK a UN Bratislava (MUDr. Jan
Lakota Csc.). Pacientka byla 68letd Zena stfedoevropského ptivodu, které byl mnohocetny
myelom diagnostikovan jiz v roce 2002. Pacientka podstoupila chemoterapii, na kterou vSak
neodpovidala dobfe. Dalsi terapii proto byla zvolena autologni transplantace krvetvornych
kmenovych bunék. V nasledujicich 2 letech byla u pacientky pozorovana c¢aste¢na remise a
rozvinutd AA amyloidéza. V letech 2004-2005 byla pacientka Ié¢ena [FNa z diivodu relapsu,
ale lécba byla ukoncena z diivodu intolerance na IFNa. Dale byla pacientka pozorovana a

stabilizovana s ¢aste¢nou remisi a bez nutnosti dalsi 1écby po autologni transplantaci.

Postup

Lyzaéni roztok byl pfipraven Cerstvy, nebo se ¢ast roztoku pfipravila do alikvott, které byly
zamrazeny pii — 20 °C. Pro ptipravu 5 ml alikvotl lyza¢niho roztoku bylo smichdno 2,1 g
mocoviny, 0,76 g thiomocoviny a 0,2 g CHAPS. Do mikrozkumavky (0,5 ml) byly navaZeny
4 mg DTT. K DTT se do mikrozkumavky pfidalo 400 pl lyzaéniho roztoku. Nésledné bylo
pfidano 8 pl Pharmalyte 3-10 a 4 ul PMSF. Buitkky RPMI 8226 byly pfeneseny z - 80 °C na
ledu a byly rozmraZeny podle spravného postupu. 400 pl kompletniho lyza¢niho roztoku bylo
ptidano k peleté bun¢k do kryozkumavky a pieneseno do jiné 1,5 ml zkumavky. Buiiky byly
po dobu 17 sekund sonikovany na ultrasonikatoru (amplituda 80%, cycle 1). Nasledné byla
provedena centrifugace 12,3 tisic rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran do nové
zkumavky a tim byl pfipraven bunécny lyzat, ktery se mohl rovnou pouzit pro dalsi kroky

metody, nebo se mohl dat zamrazit do - 20 °C.

3.3.2. Rehydratace gelovych stripi s bunéénym lyzatem

Reagencie a pfistrojova technika

e rehydratacni roztok: 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4% CHAPS, 40 mM
TRIS, 1,2% DeStreak, zasobni roztok 1% bromfenolové modre,

Pharmalyte 3 — 10, Pharmalyte 8 — 10,5, mineralni olej
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e gelové stripy (prouzky), Immobilline DryStrip 3-10 NL, 7 cm, -20°C
e pinzeta, kazetka se Zlabky na umisténi stripti (Sitka 7 cm), mineralni olej

o zafizeni PROTEAN® IEF Cell

Postup

Na ptipravu 5 ml rehydratacniho roztoku bylo smichano 1,8 g mocoviny, 0,76 g thiomocoviny,
0,2 g CHAPS, 0,024 g TRIS, 60 pul DeStreaku a 10 ul bromfenolové modie. Rehydratacni
roztok byl Cerstvy, nebo po pfipravé zamrazeny do alikvotl v — 20 °C. Nasledné se podle

tabulky 2 ptipravil smésny roztok podle poctu ptipravovanych stripti.

Smésny roztok na 1 strip (120 pl)
Rehydratacni roztok 80 pl
Bunéény lyzat 60 ul
Pharmalyte 3 - 10 1,3 ul
Pharmalyte 8 — 10,5 0,65 ul

Tabulka 3 - Pomeéry reagencii pro pripravu smésného roztoku pro jeden strip

Takto pfipraveny smésny roztok byl napipetovan do jamek kazetky pro gelové stripy. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 115 pl smésného roztoku. Po rozmrazeni stripti se z nich sundala
ochranna folie pomoci pinzet a byly vloZeny do jamek kazetky gelovou stranou dolti na smésny
roztok. Po odstranéni vzduchovych bublin se stripy prevrstvily 1 ml mineralniho oleje. Kazetka

se vlozila do zatizeni PROTEAN® IEF Cell, kde se spustil program rehydratace.
Nastaveni pfistroje: Rehydratation -> Passive -> START
Rehydratace probihala po dobu 16-18 hodin.

3.3.3. Izoelektricka fokuzace (IEF)

Reagencie a pristrojova technika

e gelové stripy po rehydrataci s biologickym vzorkem

e pinzeta, kazetka pro IEF (Sitka 7 cm), minerdlni olej

o filtracni papirky (Protean IEF systém — Electrode Wicks)
e zafizeni PROTEAN® IEF Cell
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Postup

Pted dokoncenim rehydratace byla ptipravena kazetka pro IEF, kde na kazdy dratek vedouci
k elektrodam byl polozen kousek navlhceného filtracniho papiru v destilované vodé. Po
dokonceni rehydratace gelovych stripii byly gely vyndany zjamek kazetky a oplachnuty
destilovanou vodou a pinzetou byly pfeneseny do kazetky pro IEF gelovou stranou dolt. Bylo
potieba hlidat spravnou orientaci stripu, aby byl kladny konec stripu u anody a zaporny u katody
(pro spravné rozdé€leni proteint pii IEF). Stripy byly pfevrstveny 1 ml mineralniho oleje.
Nasledné byly stripy pfikryty vickem kazetky, a tim byl zajiStén dostatecny kontakt stripti
s dratky pres navlhceny filtracni papir. Kazetka se vlozila do zatizeni PROTEAN® IEF Cell,
kde byl spustén prednastaveny program pro izoelektrickou fokuzaci. Pfed spusténim IEF byl
nastaven pfesny pocet stripi a proud 75 pA na 1 gel. Fokuzace standardné probihala
7,5 - 8 hodin, ale doba se liSila podle konkrétnich laboratornich podminek. IEF se musela
ukoncit, pokud doslo k zméné barviva z modré na Zlutou a zarovei stoupla smérodatnd hodnota
nad 9000 Vh. Tim bylo dosaZeno ideédlniho rozdé€leni proteind podle pl. Po ukonceni IEF byly
gelové stripy oplachnuty a pfipraveny k dalSimu pouziti, nebo byly osuSeny a pfeneseny do

Cistych kazetek a uskladnény v — 20 °C (v - 80 °C pfi delsim skladovani).

3.3.4. 2D SDS-PAGE

Reagencie a pfistrojova technika

e roztoky pro ptipravu gelti: 30% akrylamid, bisakrylamid, Tris pH 8, Tris pH 6,8;
10% SDS, 10% APS, TEMED

e ckvilibra¢ni pufr: 6M mocovina, 30% glycerol, 0,07M SDS, 1,5M Tris pH 8,8

e 1% DTT (s ekvilibra¢nim pufrem), 4% IAA (s ekvilibraénim pufrem)

e 0,5% agaroza

e standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein Dual Color

e clektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192M glycin s 0,1% SDS, pH 8,3-8,6

e | mm hiebinek, aparatura pro pfipravu gell a elektroforézu, pinzeta, niizky

Postup

Podle 0dajt v tabulce 4 (Tabulka 4) byly ptipraveny 12% d¢lici gely, které byly prevrstveny
butanolem. Po polymerizaci byl butanol odsan a nad d¢lici gel byl doplnén zaostfovaci gel,
do kterého se vlozil hiebinek pro vytvoteni jamky pro gelovy strip. Behem polymerizace gelu

byly pfipraveny roztoky pro ekvilibraci. 10 ml ekvilibra¢niho roztoku bylo ptiddno k 0,1g DTT.
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10 ml ekvilibracniho roztoku bylo ptidano k 0,4 g IAA. Nejprve byly stripy inkubovany 15
minut v DTT (1,5 ml na jeden strip), nasledné¢ byly oplachnuty destilovanou vodou a pfeneseny
do cisté kazetky s IAA také na 15 minut ve tmé. Poté se stripy oplachly destilovanou vodou a
vlozily do elektrodového pufru. Béhem ekvilibrace byla piipravena elektroforeticka aparatura

a po jejim skonceni byly stripy zasttizeny ntizkami, aby se vesly do jamek v gelech.

Smésng roztok na gely 12% Délici gel — | Zaostfovaci gel —
4x 4x
Destilovana voda 6,72 ml 4,2 ml
A —30% AA abisAA 8 ml 1 ml
B —1,5M Tris, pH 8,8 5 ml X
C- 1M Tris, pH 6,8 X 0,75 ml
D - 10% SDS 0,2 ml 0,06 ml
E - 10% APS 0,2 ml 0,06 ml
TEMED 0,008 ml 0,006 ml

Tabulka 4 - Pomeéry reagencii pro pripravu 12% gelu pro elektroforézu

Orientace stripii na gelech byla tak, aby kladny konec stripu byl u jamky pro standard
molekulovych hmotnosti a aby gelova strana stripu smetovala ke kratSimu sklu. Poté byly stripy
prevrstveny 0,5% agardzou, kterd byla piedtim vytemperovana. Pied zatuhnutim agardzy byly
vytlaeny bublinky zpod stripu. Po zatuhnuti agarézy byla elektroforeticka vana naplnéna
elektrodovym pufrem podle poctu gelti. Poté byl napipetovan standard molekulovych hmotnosti
(Precision Plus Protein Dual Color) v objemu 4 pl pipetou s pouZitim specialni Spicky
eppendorf GELoader. Elektroforetickd vana byla zapojena do zdroje a pusténa s nastavenim:
60V, 0,03A na 1 gel, po dobu 5 minut. Tim bylo dosaZeno zkoncentrovani proteinti na hranici
zaostfovaciho gelu. Nasledné bylo nastaveni upraveno na 180 V, 0,03A na gel. Cas
elektroforézy se lisil podle laboratornich podminek. Pfiblizn€ vSak 55 minut. Elektroforéza byla

ukoncena tésné predtim, nez celo elektroforézy opustilo gely.
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3.3.5. Semi-Dry Western Blot

Reagencie a pfistrojova technika

PBS-T pufr pH 7,4: 137 mM NaCl, 2,7mM KCI, 1,47 mM KH:POsq,
8,1 mM Na,HPO4*12H20, 25% Tween 20

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

tlusté filtracni papiry, valecek, pinzety, nitrocelul6zova (NC) membrana

e aparatura pro blotovaci pienos Trans-Blot® SD Semi-Dry

Postup

Pted ukoncenim elektroforézy byla nastiihana nitrocelulézovd membrana podle Sablony. Byla
ponofena do transferového pufru. Zaroven byly tlusté filtraéni papiry ponofeny do
transferového pufru. Po skonceni elektroforézy byly gely vyjmuty ze skel a byla odfiznuta
zaostfovaci ¢ast gelu. Délici gel byl ponoten do transferového pufru. Na piistroj pro Semi-Dry
Western Blot byl nejprve polozen tlusty filtracni papir, na n& byla pinzetou pienesena
nitrocelul6zovd membréana a na ni dé€lici gel. Na gel byl polozen dalsi tlusty filtracni papir a
pomoci valecku byly odstranény bubliny (Obrazek 15). Na tento ,,sendvi¢“ byla poloZena
elektroda a cely pristroj byl uzavien a ptipojen ke zdroji. Byl nastaven na 12V, 0,3A na gel na

70 minut. Po skonceni pfenosu byly gely i membrany obarveny pro kontrolu kvality pfenosu.

3.3.6. Barveni proteini na gelu

Reagencie a pristrojova technika

e fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol
e Coomassie Blue G-250 Stain
e G:BOX Chemi XX6

Postup

Po ptenosu byly gely 3x promyty destilovanou vodou a poté vloZeny na 30 minut do fixacniho
roztoku. Poté byly rehydratovany destilovanou vodou dobu 30 minut. Nasledné bylo ke gelim
pfilito Coomassie Blue a nechalo se barvit podle potieby (pfiblizn€ 30 minut). Po obarveni byly
gely nckolikrat promyty destilovanou vodou a nésledné vyfoceny na stanici G:BOX pomoci

softwaru GeneSys. Tim byla zkontrolovana kvalita pfenosu z gelu na membréanu.
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3.3.7. Barveni proteinii na nitrocelul6zové membrané

Reagencie a pfistrojova technika

e Barvici roztok: 0,2% AgNO3, 0,8% FeSOs, 2% citrat sodny
e (Odbarvovaci roztok: 50 mM thiosulfat sodny, 15 mM hexakyanozelezitan draselny

e G:BOX Chemi XX6

Postup

Po vyjmuti NC membran z blotovaciho pfistroje byly membrany 3x promyty destilovanou
vodou a poté obarveny roztokem AgNOj3 (pfiblizné 6 minut). Poté se membrany promyvaly,
dokud nebyl odmyt veskery barvici roztok. Poté byly membrany vyfoceny na stanici G:BOX
s pouzitim softwaru GeneSys. Po uloZzeni fotek byly membrany odbarveny pomoci
odbarvovaciho roztoku (pfiblizné 2 minuty). Poté se membrany promyly a zbavilo se tak

odbarvovaciho roztoku. Nésledné se membrany vloZily do PBS-T pufru.

3.3.8. Imunodetekce reaktivnich spoti

Reagencie a pfistrojova technika

e blokovaci roztok: 5% odtu¢néné susené mléko (v PBS-T)

e primarni protilatka: pacientské sérum

e konjugét: anti-human IgG (kozi, 1:5000 s blokovacim roztokem)

e chemiluminiscen¢ni substrat: Clarity Western ECL (luminol s H2O2 v poméru 1:1)

e promyvaci stanice FlexiWash FW400

e roztoky pro promyvaci stanici Flexi Wash FW400: redestilovana voda, 20% ethanol,
8% peroxid vodiku, ¢istici roztok Coulter CLENZ Cleaning Agent, PBS-T pufr

e pinzeta, svaiecka folii, izolepa, plastové folie, rotator

Postup

Pro imunodetekci v rdimci SERPA metody byly optimalizovany dva postupy. Jeden z nich byl
manualni a druhy vyuzival automatické promyvacky FlexiWash FW400. U obou zpiisobt byly
zaznamenany vyhody 1 nevyhody a byly porovnany.

Manualni postup

Membrany po promyti v PBS-T byly hodinu inkubovéany v blokovacim roztoku na tfepacce.
Poté byly 2x10 minut promyty pufrem PBS-T. Béhem tohoto Casu byly pfipraveny pacientska

séra podle potieby fedéni (standardné 1:500: 3 ul pac. séra + 1,5 ml blokovaciho roztoku).
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Z dvouvrstvé laminovaci folie byly nastithany vétSi obdélniky, pro vytvoreni “kapes® pro
membrany. Jedna strana byla svafena a membrana byla vlozena mezi vrstvy folie. Nasledné
byly svafeny dalsi dvé strany a tim byla vytvofena kapsa. Do té byl napipetovan veskery roztok
pacientského séra. Vzduch z kapsy byl odstranén a posledni strana byla zavarena. Takto
zavafené membrany byly pfilepeny izolepou k rotatoru a ten byl vlozen do lednice 4 °C, kde
probihala inkubace s pac. sérem po dobu 17 hodin. Po inkubaci byly membrany vystiizeny
z folie, promyty 5x PBS-T a poté byl k membrandm ptidan konjugat (10 ml na membranu) po
dobu 1 hodiny. Nésledné se membrany promyly 6 x Sminut PBS-T a membrany byly pfipraveny

na chemiluminiscen¢ni detekci.

Automatizovany postup

Membrany po promyti PBS-T byly vlozeny do promyvaci stanice FlexiWash. Pfed pouzitim
stanice ji bylo potfeba pokazdé promyt pomoci Cisticiho roztoku Coulter CLENZ Cleaning
Agent a nasledné vymyt Cistici roztok pomoci redestilované vody a PBS-T. V piipadé velkého
znecisténi bylo potfeba pouzit 8% H202 a opét vyplachnout redestilovanou vodou a poté PBS-T.
Po promyti byly veskeré reagencie polozeny vedle stanice a hadicky byly rozdéleny podle
nastaveni pfednastavené¢ho programu (viz. Tabulka ¢. 5). Nitrocelulézové membrany byly
vloZeny do misek promyvaci stanice a po kontrole nastaveni pfistroje a spravného rozdéleni

ptislusnych hadicek vedoucich k reagenciim byla imunodetekci zahéjena.

Objem (ml) | Cas (min) | Opakovini
A (blokovaci roztok) 10 60 1x
A (blokovaci roztok) 1 l Ix
B (1° ab — pac. sérum) 10 480 1x
W (promyvaci roztok PBS - T) 10 5 4x
C (2°ab - anti-human IgG) 10 60 1x
W (promyvaci roztok PBS - T) 10 50 6x

Tabulka 5 - Nastaveni promyvact stanice FlexiWash pro metodu SERPA
Rozdil v automatické imunodetekci byla teplota, pii které dochazelo k inkubacim. Zde byla

teplota laboratorni, kdezto v manudlni verzi byla inkubace s primarni protilatkou pti 4 °C.

Po dokonceni manudlni, ¢i automatické metody byl pfipraven roztok ECL pro
chemiluminiscen¢ni detekci (2 ml na membranu). Bylo potfeba udrzovat minimalni piistup
svétla po dobu inkubace membrany s roztokem ECL. Poté se membréana vlozila do stanice
G:BOX s CCD kamerou a membrana se vyfotila prostfednictvim pfednastaveného programu
pro chemiluminiscencni detekci. Nasledovalo samotné vyhodnoceni pomoci softwaru GeneSys

a GeneTools.
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3.4.Stanoveni aktivity ENO1
Stanoveni aktivity enzymu a-Enolazy ve vzorku. Cilem bylo vytvofit metodu pro rychlé a
presné stanoveni aktivity ENO1 ve vzorcich pacientl a nasledné zjisténi, zda mé néjaky vliv

ptitomnost protilatek anti-ENOT1 ve spojeni s progresi onemocnéni.

3.4.1. Stanoveni aktivity ENO1 pomoci diagnostické soupravy Abcam

Reagencie a pfistrojova technika

e diagnostickd souprava od firmy Abcam (ab117994): 8x12 jamkova mikrotitracni
desticka s anti-ENO1 protilatkami, extrakéni pufr, blokovaci pufr,
zakladni pufr, reakéni mix, pyruvat kindza (PK), laktat dehydrogenaza (LDH)

e rekombinantni lidska ENO1 s His Tag

e sucha peleta bunék RPMI 8226 (5x10°), uskladnéno v -80 °C v kryozkumavce

e BioTek PowerWave 340 Microplate Reader

e TECAN infinite M200

e TECAN Spark

e multikanalova pipeta

3.4.2. Aktivita rekombinantni ENO1
Byl pfipraven promyvaci pufr smichanim pufru na fedéni roztokli a ultracisté vody
v poméru 1:19. Dale byl pfipraven inkubacni pufr smichdnim blokovaciho pufru s promyvacim
pufrem v poméru 1:9. K ptfipravé aktivaéniho roztoku byla rehydratovana reakéni smés
pfidanim 1 ml ultracisté vody. Byla inkubovéana po dobu 3 minut, dokud se nerozpustila. Do
zakladniho pufru byly pfidany enzymy PK, LDH spolu s 1 ml reakéniho mixu. Takto vytvofeny

aktivacni roztok byl skladovan v alikvotech v — 80 °C.

Ptipravené reagencie byly vytemperovany na laboratorni teplotu. Do mikrotitrani desticky
bylo napipetovano 50 pl vzorku rekombinantni ENO1 v riiznych koncentracich. Jako slepy
vzorek byl pouzit inkubaéni pufr, ve kterém byly fedény vzorky. Mikrotitracni desticka byla
zalepena a po dobu 2 hodin byla inkubovédna na tfepacce (300 rpm). Po inkubaci byla
mikrotitraéni desticka 2x promyta promyvacim pufrem. Po promyti a osusSeni desticky byl
pfidan aktiva¢ni roztok multikandlovou pipetou a okamzit¢ byla méfena absorbance

v kinetickém modu.
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Piiprava bunécéného lyzatu bunék RPMI 8226 pro stanoveni aktivity ENO1

Ptiprava bunécného lyzatu z pelety bunck RPMI 8226 byla provedena dle navodu, kdy do
zkumavky s butkami nadorové linie RPMI 8226 odkladané na led bylo piipipetovano ptislusné
mnozstvi extrakéniho pufru. Suspenze nadorovych bunck bunééné linie RPMI 8226 a
extrakéniho pufru byla inkubovédna 20 minut na ledu. Poté byla provedena centrifugace
16000 x g po dobu 20 minut pii 4 °C. Nasledn¢ byl odebran supernatant a ten byl pouzit jako
vzorek. Poté byl vzorek bunécného lyzatu zpracovan stejné jako pti pouziti rekombinantni

ENOL1.

3.4.3. Warburgtyv opticky test
Pro stanoveni aktivity dal$§i metodou byl zvolen Warburgliv opticky test. Kde se sleduje
pfeména 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat za ptfitomnosti ENO1 jakoZto enzymu

zprostiedkovavajicimu tuto reakci (viz. 1.5.).

Reagencie a pfistrojova technika

imidazolovy pufr: 50mM pufr s HCI pH 7.4
MgS04, KCI
2-(+)-fosfoglycerat (2-PQ)

spektrofotometr Libra S22 UV/VIS, termostaticky drzak kyvety

Byl ptipraven imidazolovy puft, kdy bylo rozpusténo 0,0340 g imidazolu s 0,0584 g NaCl a
doplnéno na 100 ml ultraistou vodou. Poté bylo upraveno pH na 7,4 pomoci HCI. Nasledné
byla pfipravena reakéni smés pfidanim 2,982 g KCl a 0,0245 g MgSO4 do 100 ml imidazolového
pufru. Poté byl pfipraven 100mM substrat 2-(+)-fosfoglyceratu. V 500 ul pufru bylo rozpusténo
0,0093 g 2-PG. Do Spektrofotometru Libra S22 byl vlozen termostaticky drzak (Peltier) pro
udrZovani teploty v kyvet&. Na pocitaci byl spustén program BioDc. Méfeni bylo provadéno
kineticky a byly nastaveny podminky: 30 °C, vinovéa délka 240 nm, kazdych 10 sekund po dobu
350 sekund. Poté byly jednotlivé roztoky temperovany v termostatu a poté postupné
proméfeny. Vzorky byly méfeny v pfedem promyté a vysuSené kyveté. Nejdiive byl
napipetovana reak¢éni smes (bez enzymu). Poté byla kyveta vlozena do termostatického drzaku,
aby se vytemperovala teplota. Nasledné byl tento vzorek pouzit jako slepy vzorek. Poté byla
kyveta vyplachnuta, promyta, osuSena a nasledné¢ do ni byla napipetovana reakéni smés
s prisluSnym mnozstvim enzymu. Opét byla kyveta vloZzena do termostatického drzdku pro

vytemperovani. Poté byl napipetovan substrat, smes byla rychle promichéna a zmétena.
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4. Vysledky a diskuze
4.1.Vysledky SERPA metody

Sérologickou analyzou proteomu byly vysetfeny vzorky 10 pacientil z Fakultni nemocnice
v Ostravé. Jednalo se o pacienty s mnohocetnym myelomem. Vzorky byly poskytnuty panem
prof. MUDr. Romanem Hajkem, CSc. z Fakultni nemocnice Ostrava. U kazdého z 10 pacientl
byly odebirany vzorky sér v riznych intervalech (Tabulka 6-15). Prvni odbér byl vzdy v dobé
diagnézy mnohocetného myelomu a dalsi odbéry byly provadény podle pribéhu onemocnéni a
typu terapie (transplantace kmenovych bungk). V piipadé provedeni transplantace (Tx) byl
pacientovi odebran vzorek séra pied a po provedeni transplantace. Vzorky pacientd byly
oznaceny kodem, bylo uvedeno pohlavi a datum odbéru. V nasledujici €asti budou
prezentovany vysledky pro pacienty 1-10 spolu s kontrolami. Pro vlastni analyzu sér pacientd
byla pouzita buné¢na linie RPMI 8226. Pro 2D elektroforézu byl ptipraven lyzat (viz. 3.3.1.).
Poté byl proveden pienos technikou Semi-Dry Western Blot na nitrocelulézovou membranu.
Vzdy po ptenosu byla provedena vizualni kontrola G¢innosti pfenosu, a to obarvenim gelu 1

membrany (viz. 3.3.6., 3.3.7.).

Obrazek 16 - Potvrzeni uispésnosti prenosu z gelu (vlevo) na membranu (vpravo)

V ptipadé, Ze byl pienos separovanych proteint UspéSny, byl proveden dalsi krok. Poté byla
membrana inkubovana s vySetfovanym sérem. Imunoreaktivni protilatky v séru vytvoftily
s cilovym antigenem imunokomplex, ktery byl poté vizualizovan konjugatem kozi anti-human
IgG (viz. 3.3.8.) znacenym HRP. Misto tradiéniho chromogenu 3,3"-diaminobenzidinu, bylo

pouzito barveni ECL, kviili moznosti dosahnout vyssi citlivost detekce.
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Pacient ¢é. 1

Oznaceni kod pohlavi interval odbér
A M-20-001 |muz DG novy
B M-20-091 |muz + 5M pred Tx

1 C M-20-132  |muz +9M pred tandem Tx
D M-21-004 |muz + 12M po tandem Tx
E M-22-006 |muz +24M po 12M

Tabulka 6 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 1
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Obrazek 17 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 1. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.
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Dle pozice prouzki molekulového markeru a dle pozice spotu v ramci stripu pii pl 3 — 10 byla
orientatné¢ stanovena molekulovd hmotnost a izoelektricky bod reaktivniho proteinu
z bunécného lyzatu. Pro vlastni identifikaci a konfirmaci reaktivnich proteinti bylo nutné jeste
provést metodu ,,in gel digest™ v kombinaci s MALDI MS. Nami sledovana a-Enoldza ma
molekulovou hmotnost 47 kDa a izoelektricky bod 7. Dle pfedchozi MS analyzy pfi identifikaci
imunoreaktivnich spoti bylo pravdépodobné misto vyskytu na membrané oznaceno ¢ervenym
krouzkem a oznaceno ¢islem jedna. Toto potvrzeni metodou MALDI MS bylo provedeno
v predchazejici sérii  vzorkii pacienti s MM. Analyzy byly provedeny na pracovisti CBV
Centrum Biomedicinského Vyzkumu ve FNHK. Analyzu provedl Mgr. Rudolf Krupcik PhD.

MALDI MS analyzou byl potvrzen v pozici reaktivniho spotu enzym a-Enolaza.
Analyzy pro vSechny zbylé pacienty byly provedeny dle stejného postupu.

Pacient 1 (Obrazek 17) byl pozitivni na pfitomnost autoprotilatek anti-ENO1 IgG, a to masivné
v dobé diagnézy (A). Pred transplantaci (Tx) mnozstvi protildtek vyrazn¢ pokleslo (B).
V dal$im odbéru se protilatky opét vyskytuji masivné (C). Docasny pokles autoprotilatek byl
pozorovan pii dal§$im odbéru (D) a znacny nartist autoprotilatek byl opét pozorovan u

posledniho odbéru (E).
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Pacient ¢. 2

Oznaceni kod pohlavi interval odbér
A M-20-002 zena DG novy
B M-20-087 zena + 5M pred Tx
2 C M-20-131 Zena + 9M pted tandem Tx
D M-21-047 zena + 15M po Tx
E M-21-121 |Zena +20M po 6M
F M-22-022 Zena +25M po 12M
Tabulka 7 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 2
A
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Obrazek 18 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 2

U pacienta Cislo 2 v zddném z odebranych sér nebyly prokazany anti-ENO1 IgG.
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Pacient ¢. 3

Oznaceni kod pohlavi interval odbér
A M-20-034 Zena DG novy
3 B M-20-106 Zena +5M pied Tx
C M-20-156 zena +9M pred tandem Tx
D M-21-077 Zena +15M po tandem Tx

Tabulka 8 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 3
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Obrazek 19 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 3. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta ¢islo 3 v dobé odbéru (A) byla pozorovana mirna reaktivita s cilovym proteinem.
Ve vSech nasledujicich odbérech (B, C, D) byla také pozorovana pouze mirné reaktivita. To

znaéi malé mnozstvi autoprotilatek anti-ENO1 IgG. Zadné jiné reaktivni spoty nebyly v sérech

pozorovany.
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Pacient ¢. 4

Oznaceni kod pohlavi interval odbér
A M-20-099 | muz DG novy

B M-21-025 |muz + 7™M pred Tx
C M-21-109 |muz + 13M po Tx
D M-22-028 | muz +19M po 6M

Tabulka 9 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 4

250
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Obrazek 20 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 4. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta ¢islo 4 byla ve vSech odebranych a otestovanych vzorcich (A, B, C, D) pozorovana

(kDa)

250
150

mirna reaktivita. To znac¢i malé mnozstvi autoprotilatek anti-ENOT1 IgG.
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Pacient ¢é. 5

Oznaceni kod pohlavi Interval odbér

A M-20-060 | muz DG novy

B M-20-138 |muz +5M pred Tx
5 C M-21-056 muz +11 M po Tx

D M-21-130 |muz +16 M po 6M

E M-22-054 muz +22 M po 12M

Tabulka 10 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 5

pl 3 10 10

("

- pl

Mr - T Mr—
(kDa) ’ (kDa |
250 250 -
150 150
100 100
75
75
o 1 r
50
37 .
37
25 -—
25
20 -
20
15
15
v |
| 3 10
pl 3 10 P
Mr D > Mr
C (kDa)

250
150

o ||

75

|

2 s -4 (kDa) Pt .
" 250 ¢

150

1 100
) = ©)
50 W

: i
N

20

15

Obrazek 21 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 5. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta ¢islo 5 v prvnim odbéru (A) a druhém odbéru (B) nebyly pozorovany Zadné
imunoreaktivni spoty. Ve tietim odbéru (C) se objevily imunoreaktivni spoty v rozsahu
1zoelektrického bodu 7, ale molekulovéa hmotnosti je vyssi. To plati pro spotu oznacenou ¢islem
1 a3. U spotu 1 se jedna o protein vyskytujici se ve tfech izoformach. Na membrané se u tfetiho
odbéru nachéazeji dal$i vyrazné imunoreaktivni spoty oznaCené cCislem 4, které nebyly
identifikované. Tyto neidentifikované spoty se vyskytovaly v oblasti pl 3-3,2 a v rozsahu
molekulové hmotnosti 40-60 kDa. U dalSich odbérta (A, B, D) se tyto imunoreaktivni spoty

nevyskytovaly. V poslednim odbéru (D) ziistala imunoreaktivni spota v oblasti pI odpovidajici

ENOI1 a objevila se spota 2 odpovidajici hodnotou pl, ale s niz§i molekulovou hmotnosti.
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Pacient ¢. 6

Oznaceni | kod pohlavi interval odbér
A M-20-120 | Zena DG novy

6 B M-21-037 |Zena +6M pred Tx
C M-21-125 |Zena + 12M po Tx
D M-22-047 |Zena + 18M po 6M

Tabulka 11 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 6
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Obrazek 22 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 6. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta Cislo 6 v zddném z odebranych sér nebyly v oblasti vyskytu anti-ENO1 IgG tyto

autoprotilatky prokazany.
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Pacient ¢. 7

Oznaceni kod pohlavi Interval odbér
A M-20-019 | Zena DG novy
v B M-20-103 | Zena + 6M pred Tx
C M-20-140 zena + 10M pred tandem Tx
D M-21-068 | Zena + 16M po tandem Tx
E M-21-140 | Zena +21M po 6M
Tabulka 12 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 7
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Obrazek 23 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 7. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.
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U pacienta ¢islo 7 byla imunoreaktivita masivni jiz v dobé diagndzy (A). V prubéhu dalSich
odbérli se reaktivita ménila. V druhém odbéru (B) byly pozorovany dal$i vyznamné
imunoreaktivni spoty, avSak v oblasti vyskytu anti-ENO1 IgG byla u druhého odbéru
imunoreaktivita slabsi. V tfetim odbéru (C) byl pozorovan vyskyt anti-ENO1 IgG a 1 dalSich
imunoreaktivnich spoti. V dalSich odbérech (D, E) doslo k vyraznému utlumu vyskytu
imunoreaktivnich spot, a to v€etné spot pro anti-ENO1 IgG. Spoty v oblasti oznacené ¢islem 2
mély pl ptiblizn€ 4 a Mr od 37 do 75 kDa. Spoty v oblasti oznacené Cislem 3 byly v oblasti
Mr 50 kDa a pl 8,5. Spot oznaceny ¢islem 4 mél Mr 25 kDa a pl 8.
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Pacient ¢. 8

Oznaceni kod pohlavi interval odbér
A M-17-075 |Zena DG novy
8 B M-18-034 |Zena +6M pied Tx
C M-18-070 | Zena +OM pred tandem Tx
D M-18-143 |Zena +14M po tandem Tx
Tabulka 13 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 8
A 3 10 B 3 10
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Obrazek 24 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 8. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta ¢islo 8 se pouze u prvniho odbéru (A) objevil imunoreaktivni spot v oblasti

anti-ENO1 IgG, kde se o-Enoldza vyskytuje v nékolika izoformach. V Zadném z dalSich

odebranych sér (B, C, D) nebyly prokazany anti-ENOI1 IgG.
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Pacient ¢. 9

Oznaceni kod pohlavi Interval odbér
A M-17-082 muz DG novy
09 B M-18-045 muz +7M pred Tx
C M-18-136 |muz +13M po tandem Tx
D M-19-029 |muz +17M po tandem Tx

Tabulka 14 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 9
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Obrdzek 25 - Vysledky SERPA analyzy pacienta Gislo 9. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.

U pacienta ¢islo 9 byly u prvnich dvou odbért (A, B) pozorovany imunoreaktivni spoty, které
odpovidaly a-Enolaze pouze hodnotou izoelektrického bodu, ale molekulovd hmotnost byla
75 kDa. U dalsiho odbéru (C) byla masivni imunoreaktivita v oblasti vyskytu anti-ENO1 IgG.
Dale byly pozorovany dalsi imunoreaktivni spoty, které se vyskytovaly 1 v nasledujicim odbéru
(D). Pro jejich identifikaci a konfirmaci reaktivnich proteina by bylo nutné provést metodu ,,in

gel digest* v kombinaci s MALDI MS.
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Pacient ¢. 10

Oznaceni koéd pohlavi Interval odbér
A M-20-038 muz DG novy
1 0 B M-20-117 muz + 6M pred Tx
C M-21-064 muz +13M po tandem Tx
D M-21-132 muz +18M po 6M
E M-22-049 muz +24M po 12M
Tabulka 15 - Dostupné informace o pacientovi ¢. 10
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Obrazek 26 - Vysledky SERPA analyzy pacienta cislo 10. Vyznamné imunoreaktivni spoty jsou oznaceny krouzky.
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U pacienta ¢islo 10 byla pozorovana mirna imunoreaktivita v oblasti vyskytu anti-ENO1 IgG
(A). Pti dalsim odbéru (B) nebyla pozorovana zadnd imunoreaktivita. Pti tietim odéru (C) byla
pozorovana velmi mirna reaktivita v oblasti vyskytu anti-ENO1 IgG a zaroven byla pozorovana
masivni reaktivita v oblasti molekulové hmotnosti 37 kDa a pl 8,5. Dalsi vyrazna
imunoreaktivita byla pozorovana pii molekulové hmotnosti 70 kDa a pl 8. V nasledujicich

odbérech (D, E) se vSechny tyto imunoreaktivni spoty objevily znovu a ve vétsi intenzite.

V nasledujicim piehledu (Tabulka 16, 17) jsou vysledky setazeny dle pacient a doby odbéru

séra. V prehledu je oznacena doba diagnozy a intervaly, v jakych se odbéry provadély.
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M-20-001 M-20-091 M-20-132 M-21-004 M-22-006
DG +5M, +9M, +12 M, +24M
Pacient €. 1, pied Tx pied TTx po TTx
muz
- - . - -l
-
M-20-002 M-20-087 M-20-131 M-21-047 M-21-121 M-22-022
DG +5M, +9M, + 15 M, +20 M +25M
Pacient &. 2, pred Tx pred TTx po TTx
Zena
M-20-034 M-20-106 M-20-156 M-21-077
DG +5M, +9M, + 15 M,
Pacient €. 3, pred Tx pred TTx po TTx
Zena
M-20-099 M-21-025 M-21-109 M-22-028
DG +7M, +13 M, +19M
Pacient ¢. 4, pred Tx po Tx
M-20-060 M-20-138 M-21-056 M-21-130 M-22-054
DG +5M, +11 M, +16 M +22M
Pacient ¢. 5, pred Tx po Tx
muZz -
. '

Tabulka 16 - Souhrn detailii nitrocelulozovych membran z oblasti vyskytu ENOI od vSech testovanych vzorkii
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M-20-120 M-21-037 M-21-125 M-22-047

DG +6M, +12M, +18 M,
Pacient ¢. pled Tx po Tx
6, Zena .

M-20-019 M-20-103 M-20-140 M-21-068 M-21-140

DG +6M, +10M, +16 M, +21M
Pacient & pred Tx pred TTx po TTx
7, Zena

p— -

M-17-075 M-18-034 M-18-070 M-18-143

DG +6M, +9M, +14 M,
Pacient &. pred Tx pred TTx po TTx
8, Zena

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

DG +7M, +13 M, +17M
Pacient & pred Tx po TTx po TTx
9, muz

- ' & . i e
®

M-20-038 M-20-117 M-21-064 M-21-132 M-22-049

DG +6M, +13 M, +18 M +24M
Pacient ¢&. pred Tx po TTx
10, muz

. - -

Tabulka 17 - Souhrn detailii nitrocelulozovych membran z oblasti vyskytu ENOI od vsech testovanych vzorkii
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Na pfitomnost anti-ENO1 IgG bylo otestovano 46 vzorkl od 10 pacientid s diagnostikovanym
MM. U 8 pacientii byly anti-ENO1 protilatky pfitomny alespoii v nékterém z odbért v prubchu
sledovani. U 4 pacientlli byly anti-ENO1 pfitomny ve vSech odbérech, tedy v celém pribéhu
sledovani a 1écby pacienta s MM. U 2 pacientt se anti-ENO1 neobjevily v zddném z odbért.
Vzhledem k malému mnozstvi vzorkli neni mozné vyvodit jakékoliv klinicky vyznamné zavéry
a bude vhodné i nadale sledovat tyto pacienty v delSim ¢asovém rozmezi. Jedin¢ tak bude
mozné zhodnotit, zda vyskyt protilatek koreluje s dobrou progndzou pacienta a s jeho dobrou
odpovédi na terapii. Cilem je ovéfit, zda by prukaz anti-ENO1 protilatek mohl byt
diagnostickym biomarkerem, usnadiiujicim diagnézu a nastaveni terapeutického postupu,
ptipadné, zda by ENOI1 mohla byt i tzv. terapeutickym cilem. Podéani anti-ENO1 IgG molekul
by mohlo podpofit ucinnost imunitniho systému v rdmci tzv. protinadorového dozoru.
Ptedpokladany min. pocet pacientti je 100 — 125 s dobou sledovani 2 — 3 roky. Pak bude mozné
vysledky vyhodnotit v klinickém kontextu.
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4.2.Aktivita ENO1

4.2.1. Stanoveni aktivity ENO1 pomoci diagnostické soupravy Abcam

Pro stanoveni aktivity ENO1 byla pouzita diagnosticka souprava od spole¢nosti Abcam
(viz. 3.4.1.). Vzhledem k tomu, ze se ENOI vyskytuje ve vztahu k ostatnim proteiniim
v pomérné malém mnozstvi, tak tato sada vyuziva nejprve separaci prostiednictvim protilatek
anti-ENO1 IgG navazanych na vnitini sténu jamek mikrotitrani desticky. Tim je ENOI1
vyvazéna ze vzorku a nasledné lze stanovit aktivitu. Principem reakce této diagnostické
soupravy bylo sledovani ubytku signalu pfi pfeméné NADH na NAD® prostfednictvim
laktatdehydrogenazy (viz. 1.8.2.). Prvnim tkolem bylo pfipravit kalibracni fadu pro nasledné
stanoveni aktivity ENOI1 v pacientskych sérech. K pfipravé kalibra¢ni tfady byla pouzita
rekombinantni ENO1 s histidinovou kotvou (viz 3.4.1.). Bylo postupovano piedné¢ podle
navodu pfiloZzenému k diagnostické soupravé. Aktivita byla méfena na 3 riznych pfistrojich
(BioTek PowerWave 340 Microplate Reader, TECAN infinite M200, TECAN Spark)
a vysledky se porovnaly.

Ze zasobniho roztoku (100ug/100ul) byla ptipravena kalibra¢ni fada o riznych koncentracich
(Tabulka 18). Jako slepy vzorek byl pouzit inkubacni roztok, pomoci kterého byl fedén zasobni
roztok. Ve bylo provadéno v dubletu.

c ng/ml c ng/ml

125 125

250 250

500 500

1000 1000

2000 2000

slepy vzorek | slepy vzorek

Tabulka 18 - Jednotlivé body pro vytvorent kalibracni rady
M¢éfeni se provadélo na piistroji BioTek PowerWave 340 kineticky, pfi laboratorni teploté, po

dobu 60 minut kazdych 30 sekund pii vlnové délce 340 nm.
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Obrazek 27 - Vysledky aktivity ENOI pri pouziti diagnostické soupravy pri méreni na pristoji BioTek PowerWawe 340
s koncentracemi enzymu 125 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml, 2000 ng/ml

Byl pozorovéan mirny pokles signalu, avsak tato zména signalu byla natolik minimalni, ze ji lze
pfi¢ist variabilité¢ pii ptipravé vzorkl, i méfeni v priibéhu reakce. Zaznamenané zmény v
signalu (Obrazek 27) byly pouze v fadu tisicin a takové zmény nelze pficitat aktivité enzymu.

Zde tedy nebyla pozorovana zavislost mezi mnozstvim enzymu a jeho aktivitou.

Predmétem dalSiho testu bylo potvrdit reaktivitu rekombinantniho enzymu ENO1 se substratem
z diagnostické soupravy. Byla tedy pfipravena reakce v obycejné mikrotitracni destic¢ce (bez
navazanych anti-ENO1 Ab). V ramci uspor byly pii tomto testu pouzity jenom 2 koncentrace
ENO1 (2000 ng/ml a 1000 ng/ml). Méteni bylo provedeno na BioTek PowerWave 340 za
stejnych podminek kineticky, pfi laboratorni teploté, po dobu 60 minut kazdych 30 sekund pfii

vlnové délce 340 nm.
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0,161 /

0,16 /
0,159 /
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0,157

0,156
Omin 5min 10min 15min 20min 25 min 30 min 35min 40min 45 min 50 min 55 min 60 min

1000 ng/m| w2000 ng/ml

Obrazek 28 - Vysledky testu pro potvrzeni reaktivity rekombinantniho enzymu ENOI, koncentrace enzymu
1000ng/ml, 2000 ng/ml
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Zaznamenané zmény v signdlu byly opét minimdlni pouze v fadu tisicin (Obrazek 28). I ptes
vynechéni imunospecifické sorpce a pouziti vyssich koncentraci rekombinantniho enzymu
ENOI1 byly vysledky obdobné jako v piedeslém testu a nepozorovali jsme zadnou zavislost.
Nebylo mozné ovéfit, ze ndmi pouzivany rekombinantni enzym vykazuje deklarovanou

aktivitu.

Proto jsme se v dal§im kroku rozhodli dalsi experimenty provést s lyzatem bun¢k RPMI 8226,
kde se vyskytuje tento enzym v nativni formé. Pro praci s lyzatem byl ptfedpoklad, ze nativni
enzym ENO1 bude substrat metabolizovat. Po konzultaci s vedouci prace byl pfipraven lyzat
ptesné podle navodu k diagnostické souprave a do reakce diagnostické soupravy s mikrotitraéni
destickou potazenou anti-ENO1 Ab byl vloZen alikvot koncentrovaného lyzatu a lyzatu
fedéného 1:1. Méfeni probéhlo za stejnych podminek na pfistroji BioTek PowerWave 340.
Mg¢teni probéhlo pii laboratorni teplote, po dobu 40 minut kazdych 30 sekund pfi vinové délce

340 nm.

0,16
0,155
0,15
0,145
0,14

0,135
Omin  5min  10min 15min 20min 25min 30min 35min 40min

ey 73t ziedEny 1:1 e koncentrovany lyzat
Obrazek 29 - Vysledky pri mereni aktivity ENOI v nativnim vzorku bunécné linie RPMI 8226
V rdmci prvnich 10 minut byl zaznamenam ocekéavany pokles signalu a signal, ktery odpovida
mnozstvi lyzétu, ktery byl do reakce pfidan (Obrazek 29). Koncentrovany lyzat dosahl minima
jiz za deset minut, kdezto lyzat zfedény 1:1 dosdhl minima az po 15 minutach. Z dosaZenych
vysledkl 1ze usuzovat, Ze nativni forma enzymu se vyvazala na protilatky, jimiZ byl potaZen
vnitini povrch jamek mikrotitrani destiCky, a doslo k pfeméné substratu na produkt. Pokles
signalu byl pozorovan béhem prvnich 10 — 15 minut v korelaci s mnozstvim lyzatu do reakce

ptidaného.
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Obrazek 30 - Vysledky méreni aktivity rekombinantni ENOI pri méreni na pristroji TECAN infinite M200, koncentrace enzymu
1000ng/ml, 2000 ng/ml

S cilem zvysit citlivost stanoveni, byl pro dalsi sérii experimenti pouzit ptistroj TECAN
infinite M200 (Obrazek 30). Pfiprava vzorkd probéhla podle protokolu stejné jako
v ptredchozich méteni, kdy byly ze zasobniho roztoku rekombinantni ENOI1 (100 pg/ul)
ptipraveny 2 koncentrace (2000 ng/ul a 1000 ng/ul). Podminky pro toto méteni byly upraveny.
Chtéli jsme ovetit, Ze pouziti teploty 37 °C povede ke zvySeni aktivity enzymu, a tedy umozni
lépe kvantifikovat mnoZstvi enzymu ve vySetfovanych vzorcich. Mé&feni bylo provedeno pfi
37 °C, po dobu 60 minut, kazdych 30 sekund s tfepanim kazdych 5 sekund pfi vlnové délce
340 nm.

Pfi tomto méfeni jsme zaznamenali oscilace méfenych hodnot, avSak trend ubytku signalu byl
pii obou koncentracich enzymu ziejmy a odpovidal katalyze reakce. Pro obé koncentrace byl
pozorovan opét rychly pokles signalu béhem 10 minut. Co vsak stoji za diskuzi je vyS$si hodnota
pocatecniho signalu slepého vzorku. Domnivame se, Ze v pfipad¢, Ze enzym neni vazén na sténé
jamek mikrotitra¢ni desticky prostfednictvim specifickych protilatek, ale je volné v roztoku,
kde probihd méteni, pak se 1ze domnivat, ze pouhy ptidavek proteinu (enzymu) vede k mirnému
zhéSeni signélu, a tedy krozdilné vychozi hodnoté signdlu v ¢ase 0. Nicméné€ vzhledem
k oscilaci hodnot bylo dal$i méteni provedeno na dal$im pfistroji, konkrétné ptistroji TECAN

Spark.
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Dalsi test byl zamétfen na zménu teploty reakce. Vzorky pro test byly pfipraveny podle stejného
postupu jako v predeslém testu pti 37 °C. Avsak v toto méefeni bylo provedeno pii laboratorni
teploté (22 °C) a doba méfeni s zkratila na 30 minut, ostatni podminky méfeni byly zachovany.
Meéiilo se pti vinové délce 340 nm, 30 minut, kazdych 30 sekund, pti 22 °C, s tiepanim kazdych
5 sekund.
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Obrazek 31 - Vysledky mérent aktivity ENOI pri 22 °C, s koncentracemi ENO1 1000 ng/ml, 2000 ng/ml

Pti 22 °C probéhla reakce téméet shodné s 37 °C (Obrazek 31). Vyrazny vliv teploty
37 °C vs. 22 °C nebyl potvrzen. I v tomto testu pii 22 °C jsme pozorovali rychly ibytek signalu,

a to jiz pf1 4 minutach. VSechna dalsi méteni probihala na tomto pfistroji.

V dal$im méteni jsme si chtéli ovéfit, jaké minimalni mnozstvi enzymu Ize touto metodou
méfit, zajimal nas limit kvantifikace. Ze zasobniho roztoku ENOI (100 pg/100 pl) byly
odebrany 4 pl a byly ptidany k 6 pl inkubaéniho roztoku, tim vznikl roztok o koncentraci 4000
ng/10 pl. Do jamek bylo napipetovano 100 pl reakéniho roztoku, ktery byl vytemperovan na
37 °C. Poté bylo do jamek ptidano ze zasobniho roztoku (4000 ng/10 pl) 3pl, 2 pl a 1 pl.
Vznikly tak tfi body kalibra¢ni kiivky: 1200 ng, 800 ng a 400 ng. Proméfeni pouze 3 vzorki
s rozdilnym mnozstvim enzymu bylo zUspornych divodil, k dispozici byla pouze jedna
diagnostickd souprava s omezenym poctem stanoveni. Jako slepy vzorek bylo pouzito 100 pl
aktivacniho roztoku. Méfeni probéhlo pii 37 °C na pftistroji TECAN Spark pti vinové délce
340 nm, 16 a pil minuty, po 30 sekundéch, tfepani 3 sekundy.
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Obrazek 32 - Vysledky méreni aktivity ENOI, s mnozZstvim enzymu 1200 ng, 800 ng, 400 ng
U nejvyssi koncentrace proteinu ENO1 je vychozi hodnota lehce vyssi, coz mize byt opétovné
zpisobeno vyssim pridavkem proteinu do reakce (Obrazek 32). V ramci méteni byl pozorovan

pokles signélu a veskery substrat byl v tomto pfipadé spotfebovan jiZ po 2 minutach.

Kvili rychlé spotiebé substratu se v dalSim testu vytvofila kalibracni fada s men$imi
koncentracemi enzymu ENO1. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny vzorky (780 ng, 520 ng,
260 ng, 130 ng). Jako slepy vzorek bylo pouzito 100 pl aktivacniho roztoku. Méfeni probehlo
na pfistroji TECAN Spark pii 37 °C, vinové délce 340 nm, 16 a ptil minuty, po 30 sekundéch,

ttepani 3 sekundy.
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Obrazek 33 - Vysledky méreni aktivity ENOI s koncentracemi 780 ng, 520 ng, 260 ng, 130 ng

V tomto méfeni bylo jednoznacné potvrzeno, Ze rozdily pocéate¢nich hodnot koreluji
s mnozstvim proteinu pfidaném do reakce (Obrazek 33). To dokazuje interferenci proteind se
signalem substratu, a tedy nezbytnost vychytani enzymu pomoci protilatek na stény jamek. Jak
jsme opakované proméfili, jedna se o specifikum této diagnostické soupravy a jeji pouziti je
poté striktné vazano na reaktivité volného enzymu se specifickou protildtkou na stén¢ jamek.
V ptipadé, Ze k vazbé nedochazi nebo jen omezené, slabé, pak jsou vysledky zkreslené a nelze

tuto soupravu pouZzit.

V tomto uspofddani metody je imunosorpce na povrch destiCky nutna pro eliminaci vlivu
proteinu pro interferenci signdlu. V ramci téchto experimentll se podafilo ovéfit, Ze lze
stanovovat aktivitu v relativn€ Sirokém rozmezi teplot. Dostate¢na doba pro méfeni je 5-10
minut. Je nutné zvolit vhodné citlivy pfistroj pro méfeni. A na zakladé téchto zjiSténych
parametrl bude nutné provést dalsi experimenty. Tyto vysledky budou pouzity v néasledujicich

experimentech realizovanych mimo ramec této diplomové prace.
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4.2.2. Stanoveni aktivity ENO1 pomoci metody Warburgiiv opticky test
Vedle diagnostické soupravy byl pro stanoveni aktivity ENO1 zaveden tzv. Warburgtiv opticky
test. Princip této metody spociva v mieni zména signalu pii pieméné 2-fosfoglyceratu na

fosfoenolpyruvat za ptritomnosti enzymu ENOI1 (viz 1.8.2.3.)

Test byl proveden pro stanoveni potfebného mnozstvi enzymu, pii kterém by reakce probihala
po dobu 160 sekund. M¢éteni bylo provedeno na spektrofotometru Libra S22 pti 30 °C. Byla
meéiena kinetika reakce pii 240 nm, po dobu 160 sekund, se zdznamem kazdych 10 sekund.

Jako substrat byl pouzit 3 mM 2-PG a mnozstvi enzymu ENO1 bylo 0,1 pg, 0,25 pga 0,5 pg.
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Obrazek 34 - Vysledky stanoveni aktivity ENO1 pomoci Warburgova optického testu: koncentrace substrdatu 3mM, mnozstvi
enzymu 0,5 ug, 0,25 ug, 0,1 ug, pri 240 nm

Vysledky méfeni neodpovidaly mnozstvi enzymu vloZené¢ho do reakce a zdznam v Case

neodpovidal spotiebovanému substratu a jeho pfeméné na produkt.
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Vzhledem k ptredeslym vysledkim bylo mnozstvi enzymu vkladdanému do reakce vyrazné
zvySeno. Jako substrat byl pouzit 3 mM 2-PG a byly méfeny tii vzorky s 5 pg, 10 pg, 20 pg
ENOI1.
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Obrazek 35 — Vysledky stanoveni aktivity ENOI pro zjisténi optimalnich podminek a kalibraci pomoci Warburgova optického
testu: koncentrace substratu 3mM, mnozstvi enzymu 5 pug, 10 ug, 20 ug, pri 240 nm, pri 30 °C

Jak je ziejmé z vysledki (Obrazek 35), zde jiz bylo mozné pozorovat nariist signdlu v ¢ase u
vSech tfi koncentraci enzymu, reakce katalyzy — pfeména substratu na produkt probihala v Case,
pfesto nebylo mozné pozorovat korelaci mezi vloZzenym mnoZstvim enzymu do reakce a
vyjadrtit kalibracni zavislost. Také se ukazalo, Ze je tato tradi¢ni metoda malo citliv4 a k naSemu

ucelu nevhodna.

Jak uvadi vyrobce, diagnostickd souprava od firmy Abcam je pro méfeni aktivity malych
mnozstvi enzymu ENOI vhodné;jsi, je ale nutné vZdy ovéfit, Ze standard enzymu pro vytvoreni
kalibracni zavislosti vykazuje stejnou miru reaktivity s pouzitymi protilatkami. Zavedeni
metody stanoveni aktivity ENOI1 nebylo Uspé$né. Divodem byla omezend reaktivita
rekombinantniho enzymu se specifickymi protilatkami v desti¢ce z diagnostické soupravy,
Také cena samotné diagnostické soupravy a rekombinantniho enzymu je vysoka a nebylo tak
mozné provést dalsi zpfesnujici experimenty. Pro naSe tcely bude nutné reakéni podminky pro

stanoveni aktivity jeSté optimalizovat.
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5. Zavér

Enzym o-Enoldza je vyznamny enzym, ktery zasahuje do mnoha metabolickych signalnich
drah. Aktivita tohoto multifunkéniho enzymu je nezbytna pro kazdou eukaryotni buiku.
Doposud publikované informace ukazuji, ze nddorové buiiky toho vyuzivaji a zvySenou expresi
genu kodujiciho a-Enolazu si vici zdravym bunkém zajist'uji vyhody, které vedou k neomezené

proliferaéni aktivité a k omezené odpovidavosti na signaly z prostiedi v okoli bunék.

V ramci diplomové prace bylo zjisténo, ze v séru pacientl s mnohoCetnym myelomem
se objevuji ve zvySené mife autoreaktivni protilatky, u nichz se lze domnivat, Ze se mohou
podilet na identifikaci a eliminaci nadorovych bun¢k z krevniho ob&hu z lozisek v kostni dfeni
a podpotit tak protinadorovy dozor imunitniho systému pacientll. U autoreaktivnich protilatek
vyskytujicich se v sérech pacientll nejCastéji byla metodou MS zjiSténa identita cilové
molekuly, kdy se jednalo o enzym a-Enoldza. Vysledky analyz sér metodou SERPA byly
v souladu s vysledky uvadénymi v mnoha odbornych publikacich, a to nejen pro mnohocetny
myelom. Celkem bylo analyzovéano 46 vzorkl sér odebranych 10 pacientim. Kohorta pacient
byla doplnéna o vzorky sér zdravych dobrovolnych darct. Hodnoticim kritériem vysledki byl
vyskyt autoprotilatek proti a-Enolaze ve vztahu k f4zi onemocnéni. Vzhledem k malému poctu
vzorki neni mozné v klinickém kontextu vytvaret jednoznacné zavéry, ale byl pozorovan trend
v pribéhu onemocnéni a vyskytu anti-ENO1 Ab. Dosavadni vysledky u pacientl
s mnohocetnym myelomem lé€enych nejmodernéjSimi zplsoby vetné transplantaci je mozné
pozorovat aktivni zapojeni imunitniho systému, a to formou syntézy specifickych autoprotilatek

proti klicovému enzymu a-Enoléza.

DalS$im dil¢im cilem bylo zavést metodu pro stanoveni aktivity enzymu ENOI. K tomu byla
pouzita diagnostickd souprava, ktera jak naSe vysledky naznacuji je pro stanoveni nizkych
hladin ENO1 v bunééném lyzatu vhodna, je vSak nutné nékteré kroky optimalizovat a validovat

pomoci vhodnych standard.
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