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ANOTACE

Prace se zabyva detekci reaktivnich proteind V séru pacientd S mnohocetnym myelomem
v remisi. Struéné piedstavuje zakladni charakteristiku nemoci a jeho moZnou terapii.
Experimentalni ¢ast se vénuje zavedeni 2D-elektroforézy pro separaci bunécnych proteintl,

nasledovanou imunodetekci a identifikaci proteinii hmotnostni spektrometrii.
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TITLE

Serum immunoproteome analysis of patients with hematooncological disesases

ANNOTATION

The thesis deals with detection of reactive proteins in sera of patients with multiple myeoma
in remission. It briefly describes the basic characteristics of the disease and its possible
therapy. The experimental part deals with the introduction of 2D electrophoresis for the
separation of cellular proteins. This part is added with immunodetection and identification of
proteins by mass spectrometry.
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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je maligni nadorové onemocnéni, pro které je
charakteristicka pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu v krvi. Myelomové bunky, které
tento imunoglobulin produkuji, se vyvijeji v kostni dieni z plazmatickych bunék [1]. Protoze
se tyto buniky mohou objevit na vice mistech v téle, je myelom nazyvan mnohocetny. Ackoliv
od prvniho popisu MM ubé¢hlo jiz vice jak 150 let a je pfedmétem mnoha studii, nepodafilo se
zatim pric¢inu jeho vzniku prokézat. Obtizna je i samotna diagnostika MM, protoze piiznaky
VvV po¢atku rozvoje onemocnéni nejsou specifické. Cilem mnoha studii je identifikace
jednoznacného a spolehlivého biomarkeru, ¢i skupiny biomarkeri, které by umoznily v€asnou

diagnostiku tohoto onemocnéni [2].

Tato prace se zabyva MM, jeho diagnostikou, terapii a je zaméfena na metody analyzy
proteind. V proteomice jsou vyuzivany ptedevSim elektromigraéni a chromatografické
metody. Kombinaci s hmotnostni spektrometrii je umoznéna identifikace a strukturni analyza
studovanych proteini. Pouzitim nékolika metod vznikla serologicka proteomova analyza
(SERPA), kterd je vyuZivana pro analyzu imunoproteomu. SERPA je tvofena naslednou
kombinaci dvourozmérné gelové elektroforézy, Western blotu s imunodetekci a hmotnostni
spektrometrii. Vysledkem metody SERPA je identifikace autoprotilatkovych cila, tj.

nadorovych antigent.

Experimentalni ¢ast prace je vénovana pievazné elektroforetickym technikam a metodé
Western blot pro analyzu proteind. Dvoudimenzionalni elektroforézou jsou separovany
bunécné proteiny a po jejich transferu na membranu jsou testovany rizné protokoly barveni.
U sér pacientt s MM v remisi je provadéna imunodetekce proteini a prikaz specifickych

autoprotilatek.

Analyzou imunoproteomu mohou byt nalezeny nadorové specifické autoprotilatky
produkované imunitnim systémem proti nddorovym antigentim. Priikaz téchto autoprotilatek
by mohl byt vyuzit k diagnostice onemocnéni, uc¢innosti jeho 1écby ¢i by mohlo dojit

I kK vyuziti autoprotilatek v terapii [3].
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je jedno z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni krve, které
zpusobuje maligné transformovana plazmatickd bunka. Prvni zdokumentovany piipad MM
popsal lékai Samuel Solly vroce 1844 [4]. Dnes piedstavuje MM asi 1,3 % vsech
vyskytujicich se malignit a ptiblizné 12 % hematologickych malignit [5]. Charakteristickym
znakem tohoto onemocnéni je tvorba monoklonalniho imunoglobulinu tzv. paraproteinu,

a proto je toto onemocnéni fazeno do skupiny monoklonalnich gamapatii [6].

Nejvyraznéjsim rysem MM je hromadéni transformovanych plazmatickych buné¢k
Vv kostni dfeni. Tyto buiky se oznacuji jako myelomové (Obr. 1). Na rozdil od zdravych
bunék maji mnohem vys§i Zivotnost a nekontrolovatelné se mnozi. Velky narGst

myelomovych plazmocytl zptisobi ovlivnéni krvetvorby [7].

Obrazek 1: Bunky mnohocetného myelomu, ptevzato a upraveno z: [1]

Tvorbu monoklonalniho imunoglobulinu doprovazeji i zmény v produkci cytokint,
které zptisobuji mnoho dal$ich ptiznakd nemoci. Patii mezi né teploty, hubnuti, no¢ni poceni,
zasadni je v8ak indukce loZiskové ¢i difuzni osteolyzi. Bolesti kosti, zejména v oblasti bederni
patefe, zptsobené osteolyzou jsou pro MM charakteristické. Oslabeni struktury kosti vede
mnohdy k samovolnym zlomeninam. U pacientii se také ¢astéji objevuji infekce zptisobené
imunosupresi ¢i anémie, trombocytopenie nebo leukopenie. Jedna se o chorobu, kterou nelze
snadno diagnostikovat. Zpocatku byva zaménovana s jinymi chorobami kvili svym velmi
variabilnim piiznakam. Casna diagnostika tohoto onemocnéni je predpokladem pro zabranu
ireverzibilnich zmén v téle a pro uspésnou terapii [2].

16



Cilem lécby MM je zbaveni organismu nadorovych bunék, nastoleni homeostazy
a obnoveni funkce imunitniho systému. Jedna se vsak o tézko 1éCitelné onemocnéni. Pro MM
je typickd opakujici se aktivita, tzv. relaps onemocnéni, ktery po rizn¢ dlouhém
bezptiznakovém obdobi tzv. remisi znovu vyzaduje 1éCbu (Obr. 2). Relaps je definovany
vzestupem hladiny paraproteinu nad 5 g/, ktera je opakované potvrzend kontrolnimi
vySetfenimi. Mezi dal$i signaly patii nartist myelomovych bun¢k >5 % v kostni dfeni a vznik
¢i rozsiteni osteolytickych lozisek [8]. | kdyz 1é¢ba jde neustale kupiedu, vétSina pacienti
s MM relabuje. Stav, kdy u pacienta v klinické remisi stale pietrvava malé mnoZstvi
myelomovych bunék, jejichz narist vyvola opét MM, je pojmenovan jako minimalni
rezidualni choroba (MRD). MM, ktery nereaguje na 1éc¢bu, je oznaCovan jako refrakterni.
V pfipad€, Ze pacient nereaguje na prvni lécbu po diagnostice, je zafazen do kategorie
pacientli s primarnim refrakternim myelomem. Pokud b&éhem 1é¢by pacienta neni dosazeno
vyrazné odezvy ¢i dokonce dojde k progresi onemocnéni, je oznacovan jako relabujici

refrakterni myelom [9].

mnozstvi
MM bunék
inicidlni leéba 1. relapsu
chemoterapie
klinické

1. relaps

pHiznaky

2. remuse
2. relaps

Obrazek 2: LéEba mnohocetného myelomu, pievzato a upraveno z: [10]

1. remise \\
'

cas

Dle statistickych studii Narodniho onkologického registru (NOR) se v Ceské republice
(CR) MM objevuje u 4,8 piipadd na 100000 obyvatel. I kdyz v CR podet nové
diagnostikovanych pacientt stoupa, patii mezi zemé se stiednim vyskytem [11]. V registru
monoklonalnich gamapatii bylo k 5. &ervnu 2017 vCR evidovano 4856 piipadi
mnohocetného myelomu a2 772 piipadd monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu

(MGUS) [12].

K identifikaci MM dochazi ptedevsim u starSich pacientti — U muzt je primérny vék 68

let, u Zen 70 let. Jen 1 % pacientt je v dobé diagndzy méné nez 40 let, 18,6 % vSech pacient
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je mladsich 60 let [13]. O néco Castéji toto onemocnéni postihuje muze nez zeny a je dvakrat

Castéjsi u afroameri¢antd nez u bélochu [14].

1.1.1 Patogeneze mnohocetného myelomu
Patogeneze MM zatim stale neni upfesnéna, je vSak pfedmétem zkoumani. Dochdzi
k pokrokiim v pochopeni zmén DNA, které mohou zpusobit transformaci plazmatickych

bunék. Béhem poslednich desetileti se znalosti 0 patogenezi MM vyrazné zlepsily.

Patofyziologie MM je velmi komplexni. Pusobi zde nejen faktory zasahujici
myelomovou buiku, ale také faktory mikroprostiedi, které buiika aktivné ovliviuje [15].
Myelomova bunika vznikd maligni zménou fyziologického plazmocytu. Tato patologicka
bunika se nasledné nekontrolovatelné mnozi. Na myelomovou bufiku ani na buiky z ni
odvozené nepusobi regulaéni mechanismy lidského téla, stdle jsou vSak schopné tvofit
monoklonalni imunoglobulin (M-Ig). Tento paraprotein se vyskytuje jako komplexni

molekula, ale ma i podobu volnych lehkych ¢i vzacné tézkych fetézct [16].

Témét u vSech pacientd predchdzi MM prekancerdzni stav, ktery je oznacovan jako
monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu. V krvi lze jiz v této fazi prokazat pfitomnost

paraproteinu (Obr. 3), nedochazi vsak k poskozovani organt [14].

1t

albumin al a2 Bl B2 yglobulin
(paraprotein)

Obrazek 3: Pfitomnost paraproteinu pii elektroforéze bilkovin, pfevzato a upraveno z: [15]

MGUS je diagnostikovan u vice nez 3 % populace ve véku nad 50 let. K vyvoji
v maligni formu onemocnéni dochdzi ro¢né asi u 1 % téchto nemocnych [17]. Nejcast¢ji
pacient ptrechazi do faze oznaCované jako MM (diive symptomaticky), kaskada déji vsak

muze smeéfovat 1 k vyvoji primarni amyloidozy (AL amyloidozy), Waldenstromovy
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makroglobulinémie, nemoci tézkych fetézcl, lymfomu nebo plazmocelularni leukémie [18].

Vyvoj MM a dalsich ptibuznych onemocnéni je zobrazen na obrazku 4.

Normalni
plazmaticka burika

—

- =

MGUS

o i e . Y I - Y ™ - ™
igni Paraproteinémie
Nemoc tézkych Variantni formy Ma!lgm . AL amyloidéza p.. .
S = lyfoproliferativni e u jinych
fetézc myelomu (primarni) Ly o
choroby malignich tumort
e Y s ™,
Waldenstrémova
SMM makroglobulmer.me‘,
lymfomy, chronicka
lymfaticka leukémie
\
s . ~

Obrazek 4: Vyvoj mnohocetného myelomu a souvisejicich onemocnénti;
MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, SMM — doutnajici myelom
MM — mnohoc¢etny myelom, pfevzato a upraveno z [15, 19]

Mnohocetny myelom ma nékolik variant, mezi které patii doutnajici MM (SMM),
indolentni myelom, nesekreni myelom, solitarni plazmocytom, extrameduldrni

plazmocytom, osteoskleroticky myelom a plazmocelularni leukémie [20].

Doutnajici MM je pokroc¢ilé stddium monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu.
Jedna se 0 predmaligni formu myelomu, kterd nezplsobuje zZadné pifiznaky nemoci a po
nékolik let ziistava stabilni. U pacienti se vSak jiz v kostni dfeni tvoii myelomové bunky,
které tvoti >10 % vSech krevnich bunék, nebo je v krvi zaznamenano >30 g/l paraproteinu.
SMM nevyzaduje 1éCbu, je vSak dulezité aktivitu nemoci sledovat [21]. Riziko progrese
U pacientd s SMM je vétsi nez v piipadé MGUS. K vyvoji SMM v MM dojde béhem nékolika
let po diagnostice u vétSiny pacientd (Tab. 1). S ¢asem riziko neklesa, ale stale pretrvava [18].
Velmi podobny, ¢asto zarazujici se do kategorie SMM, je indolentni myelom. Rozdil mezi

nimi tvofi jen pfitomnost nékolika drobnych osteotickych lozisek ¢i lehké anémie. RozliSeni
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mezi nimi nemé z hlediska 1é¢by zdsadni vyznam, protoze indolentni myelom také zvolna

progreduje v MM [22].

Tabulka 1: Doutnajici mnoho¢etny myelom — riziko progrese, pievzato a upraveno z [23].

Druh SMM Myelomové buiky Paraprotein v krvi Progrese v MM
Nizce rizikovy <10 % >30 g/l asi 19 let
Stiedné rizikovy >10 % <30 g/l asi 9 let
Vysoce rizikovy >10 % >30 g/l asi 2,5 roku

V piipad¢, ze v jednom misté kosti dojde k akumulaci abnormalnich plazmatickych
bunék, tedy tvorbé jednotného nadoru, vznika kostni solitdrni plazmocytom. Jedna se 0 nador
tvofeny myelomovymi buiikami lokalizovanymi pouze Vv jednom misté téla. Rentgenovymi
snimky je v misté¢ plazmocytomu odhalena jednotna osteolyticka 1éze, avSak Zzadné dalsi
znaky MM se neprojevuji. Toto onemocnéni doprovazi jen znacna bolest v misté¢ nadoru.
Ptiblizné u 1/3 pacientl sosamélym plazmocytomem se postupné vyvinou 1 jiné

plazmocytomy ¢i MM [22].

Extramedularni plazmocytomy vznikaji mimo kostni dfen v mékkych tkanich.
Nejcastéji se objevuji v oblastech hornich cest dychacich, mohou se vSak objevit 1 V jinych
oblastech, napfiklad V gastrointestindlnim traktu, prsu ¢i mozku. Diagnoéza tohoto

plazmocytomu se provadi po biopsii tkané [22, 24].

Myelom s lehkym fetézcem je diagnostikovan pacientim, u kterych myelomové buiky
nevytvaii Uplny imunoglobulin, ale jen ¢ast lehkého ftetézce. Lehké fetézce jsou mensi,
a proto dochazi k jejich odfiltrovani z krve. Skrze ledviny se dostavaji az do mo¢i, kde mohou
byt prokazovany. V dusledku zvysené zatéze dochazi k poskozovani ledvin. Tento druh MM
se vyskytuje pfiblizn¢€ u 15 — 20 % pacientu [22].

Méné cCastou variantou MM je nesekreéni myelom. Myelomové bunky jsou v Krvi
pfitomny, avSak nevytvaii detekovatelné mnozstvi monoklonalniho imunoglobulinu ani
lehkych fetézcli. Dochazi vSak k poSkozeni tkani a ovliviiovani kostni resorpce, na

rentgenovych snimcich jsou patrné osteolyticka loziska [22, 25].

Osteoskleroticky myelom je vyjime¢nou formou, ktera se vyskytuje napf. v ramci

POEMS syndromu - polyneuropatie (P), organomegalie (O), endokrinopatie (E),
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monoklonélni gamapatie (M), kozni zmény (S — ,,skin“). Na rentgenovych snimcich jsou

viditelné osteosklerotické 1éze [23, 25].

Plazmocelularni leukémie (PCL) je vzacnym krevnim onemocnénim, pii kterém v Krvi
cirkuluje velké mnozstvi nadorovych plazmatickych bunck. V piipadé, ze pocet malignich
plazmocytii v periferni krvi presahne 20 % a jejich absolutni pocet je vice nez 2 x 10%1, je
PCL diagnostikovana. Existuji dvé formy této nemoci. Primdrni PCL, kterd se vyskytuje
Castéji, vznika ,, de novo “, je agresivni a ma rychle se vyvijejici leukemickou fazi. Sekundarni
PCL miize vzniknout v pozdé¢jSich stadiich z MM, zpravidla se jedna o konecnou fazi pro
pacienty s refrakternim myelomem [21]. Atypickou formou MM trpi piiblizné 20 — 30%

vvvvvv

zpocatku MM viibec nepiipominaji (Adam et al. 2000).

K zéasadnim zménam plazmocyti dochazi na twrovni chromozomu. Kli¢ové jsou
piedev§im chromozomalni aberace. U pacienti s MM se jejich spektrum velmi podoba
nalezim u pacienti s MGUS. Vyssi riziko progrese z doutnajicho MM maji pacienti

s translokaci t(4;14), deleci (17p) a ziskem 1q [26].

Studie ukazaly, Ze fada regulacnich faktori osteoblastické a osteoklastické aktivity
interferuje s patogenezi MM. Byly identifikovany klicové mediatory osteoklastické kostni
resorpce, mezi né patii receptorovy aktivator nuklearniho faktoru kappaB (RANK),
makrofagovy zanétlivy protein-la, faktor-lo  sekretovany stromalnimi  bunikami,
transformujici rustovy faktor, Dickkopf protein 1 a sekretovany protein z rodiny Frizzled.
U pacientli s MM je mnoho téchto faktorti neregulovanych, a proto se predpoklada jejich
podil na onemocnéni. Tyto faktory pfedstavuji potencidlni terapeutické cile pro 1é¢bu MM
[27]. Na obrazku 5 jsou zobrazeny interakce v mikroprostiedi kostni dfen¢ Vv misté

osteolytického loziska.
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Obrazek 5: Mikroprostiedi kostni diené u MM, ptevzato a upraveno z: [28]

1. makrofagovy zanétlivy protein-1la, 2. receptorovy aktivator nuklearniho faktoru
kappaB, 3. ligand receptorového aktivatoru nuklearniho faktoru kappaB,
4. transformujici rastovy faktor B, 5. interleukin-6

Dickkopf protein 1, transformujici rastovy faktor B a sekretovany protein
z rodiny Frizzled se podileji pfedevs§im na inhibici aktivity a tvorby osteoblastl. Proteiny ze
skupiny Dickkopf blokuji hlavni signalni drahu osteoblasti za pomoci sekretovanych proteind
z rodiny Frizzled. Transformujici rastovy faktor B je aktivni pii zvySené kostni resorpci
ainhibuje osteoblasty [29]. Makrofagovy zanétlivy protein-la (MIP-1a), RANK, IL-3,
faktor-1a sekretovany stromalnimi buiikami zvySuji kostni resorpci. RANK ma vyznamny
vliv na kostni remodelaci, jeho G¢inek je zna¢né posilen v piipadé soucasné produkce MIP-

la. IL-3 také piispiva k stimulaci osteoklastické resorpce [30].

1.1.2 Klinické priznaky mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom je svymi piiznaky a projevy pfirovndvam k chameleonu, protoze
jsou velmi variabilni a zpocatku nenapadné. Pacienti byvaji diagnostikovani vétSinou na
zaklad¢ nékolika zdanlivé nesouvisejicich probléml. Mezi nejCastéjsi patii bolesti kosti,
patologické zlomeniny, slabost ¢i nevolnost, krvaceni, anémie, Casté infekce - prevazné
pneumokokové, neuropatie ¢i selhdvani ledvin. Kazdy z téchto projevl je divodem pro
diagnostické vysetieni, aby doSlo k potvrzeni ¢i vyvraceni, zda se jedna o potize zplisobené

malignim onemocnénim [7, 31].

Destrukce skeletu

ZhorSujici se bolesti kosti, nejcastéji v zadech a dlouhych kostech, byvaji prvnimi

signaly a projevy MM. Zpocatku je vSak velmi tézké rozeznat, zda jsou bolesti zplisobené
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nemalignimi pfi¢inami, MM ¢i maji zcela jiny zéklad. Interakci malignich plazmatickych
bunck s bunikami kostni dfené¢ dochazi k ovliviiovani lokalizace ristu myelomovych bun¢k
a také k poskozovani ¢i ovlivilovani osteoklastli a osteoblastli. V oblastech, které jsou blizko
malignim plazmatickym buiikam, vzrista aktivita osteoklastt, a tim i kostni resorpce. Naopak
aktivita osteoblastll se vyrazné snizuje ¢i uplné mizi, a proto dochazi k inhibici kostni tvorby
[32]. Osteoporoza ¢i osteolyza je prokazana v 80 % piipadech stanoveni diagnoézy, bud
pomoci rentgenového snimku ¢i pii vySetieni kostni hustoty. ZvySena kostni resorpce
a zeslabeni kosti jsou nejvyrazné€jsi v oblasti patete, zeber, panevni kosti a lebky. Velmi ¢asto
se u pacienti s MM vyskytuji samovolné zlomeniny. V piipadé¢ rovnomérného rozptyleni
myelomovych bunék dochazi k postupnému fidnuti kosti, které je zpisobeno difuznim

odbouravanim [2]

Hyperkalcémie

Se zvysenou kostni resorpci kostni tkané souvisi také zvySena hladina vapniku v Krvi,
oznacovana jako hyperkalcémie. Jedna se o Castou metabolickou komplikaci, ktera se
vyskytuje u tfetiny pacientd. Hyperkalcémie se vyskytuje v Sirokém koncentraénim rozmezi

v

od mirné az po tézkou, zivot ohrozujici. Vys$§i mnozstvi vapniku v krvi zplsobuje
az selhani ledvin [33]. Disledkem je izpomaleni transportu stfevniho obsahu travicim
traktem, objevuje se nechutenstvi, abdominalni bolesti ¢i zacpa. Pokud je vysoka koncentrace
vapniku v krvi dlouhodoba, mohou se timto vlivem objevit poruchy mozkové ¢innosti a dojit
k poskozeni mozku. Typickymi projevy jsou zmatenost, nesoustiedénost, pocit ospalosti nebo

poruchy védomi [2].

Zhorsena funkce ledvin

K poSkozeni funkce ledvin dochazi, pokud plazmatické bunky zacnou tvofit lehké
fetézce v nadmérném mnozstvi. Na rozdil od kompletni molekuly imunoglobulinu jsou
schopné projit glomeruldrni membranou az do ledvin a ledvinovych kanalkd. V malych
koncentracich jsou vstiebavany v proximdalnich tubulech, zpracovany a poté vraceny zpét do
ob¢hu ve formé aminokyselin [16]. Velké koncentrace vSak neni organismus Schopen
zpracovat, a tak se lehké fetézce dostavaji do moci. K véazngsim de€jim dochazi
Vv ledvinovych kanalcich, kde se vysrazeji a tvoii hyalinni valce, které poskozuji ledviny. Vliv

na vytvoreni valci ma také maly pratok ledvinami, proto je nutné zvysit ptijem tekutin.
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Poskozeni ledvin ma vliv na mnohé dalSi procesy, patii k nim naptiklad neschopnost

zpracovani vétsiho mnozstvi soli, tekutin nebo té€lnich metabolitt [34].

Zmény v krevnim obraze

Pocatecni faze MM je uzce svazana s klesajicimi pocCty erytrocytd. Postupnym naristem
myelomovych plazmatickych buncék v kostni dfeni dochédzi ke stale vétSimu naruSovani
krvetvorby. Anémie se vyskytuje asi u 60 % nové diagnostikovanych pacientli. V pribéhu
nemoci dochazi i ke snizovani stavu leukocytii atrombocytl. Nizké krevni hladiny se
projevuji nejprve u B-lymfocytu, pozdé€ji klesaji 1 T-lymfocyty. Maly pocet B-lymfocyta
zasadné ovliviiuje imunitni systém, kdy nedochéazi k produkci dostatecného mnozstvi
funkénich imunoglobulinti. Vzhledem k dysfunkci protiinfekéni imunity se u pacientt s MM
rozvijeji infekce sndze, Castéji a jsou mnohem zavaznéj§i. Trombocytopeniec se muze
projevovat krvacenim do ktize a sliznic. Porucha tvorby krevnich desti¢ek mutize zpusobit

zavaznou komplikaci pii operaci ¢i trazu [33, 35]

ZvySena viskozita séra

Vlivem patologické koncentrace paraproteinu v krvi (nejcastéji u IgM, méné u IgG
a lgA) se u pacientll objevuje tzv. hyperviskozni syndrom. ZvySena viskozita séra ma za
nasledek zhorSeny pratok krve nékterymi oblastmi, coz nejvice postihuje sitnici oka ¢i
nervovou tkan. Jako doprovodné ptiznaky se objevuji bolesti hlavy, unava, zmatek, poruchy

vidéni a zavraté [31, 34].

Poskozeni nervového systému

U n¢ekterych pacientii dochazi i k naruseni funkce nervového systému. Nejcastéji je
zpiisobena vertebralnimi 1ézemi, které mohou pronikat do pateiniho kandlu a zpusobit
utlaCovani michy. PoSkozeni perifernich nervii se projevuje pocity brnéni ¢i paleni

Vv koncetinach a ob¢as dochazi i k porucham citlivosti [2].

1.1.3 Diagnostika mnohocetného myelomu

Variabilni diagnostické ptistupy a metody jsou zadkladem vcasné identifikace MM, ktera
je zésadni pro uspeSnou lécbu pacienta. Myelom je relativné vzacné onemocnéni, a proto
velmi Casto dochazi k diagnostice az v pozdnich fazich, kdy vSak jiz v organismu probéhly

ireverzibilni zmény [25].
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Mnohoéetny myelom se od roku 2007, diky programu CRAB, ktery iniciovala i Ceska
myelomova skupina (CMG), stavd znamé&j$im onemocnénim. Program CRAB je pojmenovan
dle nejzakladnéjSich projevi MM, kterymi jsou hyperkalcémie (C), renalni
nedostatec¢nost (R), anémie (A), postizeni kosti (B) [36]. Diagnosticka kritéria jsou neustale
upravovana a dopliovana, protoze 1é¢ebné postupy se stale zdokonaluji (Tab. 2 — 4). Nové
bylo mezi dosavadni kritéria zafazeno stanoveni prikazu ¢i rozsahu kostniho postizeni nejen
rentgenem (RTG), ale i pomoci modernich metod, mezi které patii pocitacova tomografie
(CT), jeji kombinace S pozitronovou emisni tomografii (PET/CT) a magneticka rezonance
(MRI). Soucasné byly stanoveny tii faktory, které svym vyskytem signalizuji vys$si riziko
progrese nemaligni formy v MM. Ptitomnost alespon jednoho z diagnostickych markert je
povazovana za podnét pro provedeni dalSich vySetfeni za ucelem dokonceni diferencidlni

diagnostiky [37].

Tabulka 2: Diagnosticka kritéria definujici mnohocetny myelom dle IMWG, 2016:

Musi byt splnéna alesponi jedna z udalosti u obou kritérii:

Prvni Kritérium: Druhé Kkritérium:
hyperkalcémie: koncentrace kalcia > 0,25 mmol/l ¢i vyssi nez
biopticky prukaz horni hranice normy
plazmocytomu renalni nedostatecnost: ,,clearance® kreatininu <40 ml/min

nebo koncentrace sérového kreatininu >177 pmol/l (> 2 mg/dl)

anémie: koncentrace hemoglobinu > 20 g/l pod dolni limit

pocet monoklonalnich fyziologického rozmezi nebo hodnota hemoglobinu <100 g/
plazmatickych bunék
Vv kostni dfeni = 10 % Kostni onemocnéni: jedna nebo vice osteolytickych 1ézi na

kostni radiografii, CT nebo PET/CT

Tabulka 3: Dalsi z biomarkert malignity dle IMWG, 2016:

klonalni plazmatické bunky v kostni dieni > 60 %

Biomarkery malignity celkovy index FLC >100,
(MDEs): ptedpoklad absolutni hladiny FLC >100 mg/1

ohniskova léze > 1 o velikosti nejméné 5 mm
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Tabulka 4: Diagnosticka kritéria definujici doutnajici mnohocetny myelom dle IMWG, 2016

M-Ig v séru > 30g/l nebo v moci > 500 mg/24 hodin
Diagnosticka kritéria

klonalni plazmatické buniky v kostni dieni > 10 %
SMM:

absence ptiznakl definujici MM ¢i amyloidozu

Jsou-li u pacienta zaznamenany prtiznaky, které by mohly signalizovat MM, je

provadéna skupina riznych diagnostickych testii a vySetfeni mezi které patii:

e kompletni krevni obraz s piezkoumanim diferencialni 1 periferni krve,

e zékladni biochemické vySetieni v€etn¢ vapniku a kreatininu,

e clektroforéza a imunofixace sérovych proteint,

e nefelometricka kvantifikace imunoglobulind,

e rutinni analyza moci (24 hodinovy odbér moci pro proteinurii, elektroforézu
a imunofixaci),

e kvantifikace hladiny M-Ig v mo¢i a albuminurie,

e testovani kostni dien¢ (fluorescenéni in situ hybridizace),

e zobrazovaci metody pro vysetieni skeletu (CT, PET/CT, MRI).

Toto onemocnéni je tézké diagnostikovat jen na zaklad¢ laboratorniho testu, a proto je
vysledkem posouzeni mnoha diagnostickych vySetfeni a faktorti, véetné fyzického stavu,
historie pacienta a klinickych ptiznakt. Velmi dulezité je provedeni vSech vhodnych testi,
protoze vysledky pomohou Iékafi posoudit onemocnéni, jeho rozsah, progndzu a lépe stanovit

moznosti 1é¢by [33].

Monoklonalni imunoglobulin je povazovan za méfitelny, pokud je jeho koncentrace
v séru=>1 g/dl nebo je > 200 mg/den v moci. K monitorovani jeho urovné je pouzivana
elektroforetickd separace proteini. Vyhodnoceni odpovédi na 1écbu je takto monitorovano
kazdy mésic a mimo terapii kontrolovano kazdé 3 — 4 mésice. V ptipad€ nemétitelného M-Ig
se vyuziva testovani volnych lehkych fetézcu (FLC) a pomér x FLC a A FLC. U nesekre¢niho
myelomu je diagnostika stanovena v ptipadé prikazu FLC v krvi > 100 mg/l a pomér /A je
patologicky, tedy > 100 [38]. U téchto 20 % pacientli neni mozné elektroforézou piitomnost
paraproteinu prokazat, proto jsou provadény imunofixace, které diky desetkrat citlivéjSimu

prukazu, FCL o nizké koncentraci zachyti (Obr. 6) [39].
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Obrazek 6: Imunofixace séra

ELP — celkovy protein testovaného séra, G — imunoglobulin tfidy G,
A — imunoglobulin tfidy A, M — imunoglobulin tftidy M, K — lehky fetézec
kappa, L — lehky fetézec lambda

Prognoza mnohocetného myelomu

Primérna délka zivota neléCenych pacientl je 14 mésici. Do konce dvacatého stoleti se
diky pouzivani standardni chemoterapie dafilo prodluzovat zivot pacientd s MM asi o 30
mésicl. Zafazenim vysokodavkované chemoterapie v kombinaci s transplantaci vlastnich
krvetvornych bun¢k, se u 80 % pacienti median pieziti posunul o dal$ich 20 mésict [40].
Dnes je primérna doba pieziti s MM asi 6 — 7 let. Jednotlivé ptipady mohou byt velmi
rozdilné, doba pteziti mize kolisat v rdmci n¢kolika tydnl az ke kompletni remisi poptipadé
tzv. plato fazi onemocnéni. Progndza pro pacienty proto neni jednotna, MM je na molekularni
urovni velmi variabilni, zéalezi ina molekulovém subtypu MM. Vliv cytogenetickych
abnormalit se také 1i8i na fazi onemocnéni. Za tcelem vytvoreni jednotného prognostického
indexu byl vytvofen systém RISS (revidovany mezinarodni stupiiovy systém), ktery
kombinuje klinické parametry, biologii onemocnéni a zaroven spliiuje kritéria jednoduchosti

a dostupnosti (Tab. 5) [41, 42].
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Tabulka 5: Revidovany mezinarodni stupfiovy systém (RISS) pro MM, pievzato a upraveno
z: [41, 42]

Klinické stadium RISS:

- sérovy albumin > 35 g/l

- sérovy B-2-mikroglobulin <3,5 mg/I
Stupen | o ‘
- zadna vysoce rizikova cytogenetika

- normalni hladina laktatdehydrogendzy v séru

Stupen 11 - nemoznost zafazeni ke stupni | nebo Il

- sérovy B-2-mikroglobulin > 5,5 mg/I

- vysoce rizikova cytogenetika [t (4; 14), t (14; 16) nebo
Stupen 111 ) )
del (17p)] ¢i zvySena hladina laktatdehydrogenazy

V séru

1.1.4 Terapie mnohocetného myelomu

I kdyz je MM fazen knevyléCitelnym onemocnénim, diky vyzkumu dochazi
ke zvysovani poctu 1é¢ebnych moznosti. Terapie je zacilena na co nejdel$i kompletni remisi,
ktera je co nejméné doprovazena ptiznaky MM. V soucasné dobé se 1é¢ba MM stala velmi
dynamicky se rozvijejicim odvétvim onkohematologie [23]. S rostoucimi znalostmi
0 samotném onemocnéni, které jsou zaloZeny na vyzkumu molekularni biologie, genové
exprese i proteomiky, je mozné cilit 1é€bu nejen na myelomové bunky, ale i na okolni

mikroprostiedi kostni diené [43].

Pro MM neexistuje zadny standardni 1écebny postup. Ke kazdému pacientovi je nutné
pfistupovat individuélné, je zde mnoho faktord urcujicich lécbu:
e v¢k a obecné zdravi,
e vysledky laboratornich a cytogenetickych (genomickych) testi,
e pfiznaky a komplikace onemocnéni,
e |écba pacienta pied diagnostikou MM,

e zivotni styl pacienta, osobni preference.

Lécba MM prosla nekolika zdsadnimi milniky. Od padesatych let, kdy se vyuZzivala
pfedevsim kombinace kortikoidid s alkylaénimi latkami, se mnohé zmeénilo. V devadesatych
letech byla zavedena l1écba vysokodavkovanou chemoterapii s podporou autologni
transplantace kmenovych bun¢k (VDT/ATKB) [44]. Lécebna terapie se sklada ze dvou ¢asti.

Prvni zahrnuje kontrolu MM ¢i eliminaci myelomovych bunék. Ke druhé, ktera je oznacovana
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jako podpurna 1écba, patii zmirfiovani ptiznakti areakce na komplikace onemocnéni
a vedlejsi ucinky 1é¢by [2]. Dnes jsou nejcastéji pouzivany bortezomib a imunomodulacni

latky (thalidomid a lenalidomid) [44].

V soucasné dob¢ existuje 5 t¥id 1ékd pro 1écbu MM (jsou uvedeny komerénimi nazvy
s t¢innou latkou v zavorce):
e imonomodulac¢ni Iéky
o Revlimid (lenalidomid), Pomalyst (pomalidomid), Thalomid
(thalidomid)
e inhibitory proteasomu
o Ninlaro (ixazomib), Velcade (bortezomib), Kyprolis (carfilzomib)
e chemoterapie
o Alkeran (melfalan), Doxil (lipozomalni doxorubicin), cyklofosfamid
¢ inhibitor histon deacetylazy (HDAC inhibitor)
o Farydka (panobinostat), Zolinza (vorinostat)
e steroidy
o Dexasone (dexamethason) a prednison
Mezi dal§i moZnosti patfi:
e vyuziti monoklondlnich protilatek

e (autologni) transplantace kmenovych bun¢k [33]

Po diagnoze MM je prvni fazi 1éby indukeni terapie, jejimZ cilem je sniZzeni poctu
myelomovych bunék a tim i paraproteinu. Obvykle je podavana né€kolik mésicii osobam
s aktivnim MM a je kombinaci 2 — 3 typa 1éka z cytostatik, 1éku cilené 1é¢by a steroidt. Dle
véku a zdravotniho stavu pacientdl na indukéni terapii muze navazovat transplantace
kmenovych bunék. V roce 2009 piedstavitelé Ceské myelomové skupiny zavedli koncept
rozdéleni 1écebnych reziml pro pacienty dle vékovych skupin. Jedna se o program ,,junior*
a ,,senior, vékovou hranici je 65. rok [40]. V poslednich letech se v ptipad¢ pacientova

dobrého zdravotniho stavu hranice posunuje az na 70 let [45].

Kandidati na transplantaci kmenovych bun€k jsou pacienti mladsi 70 let v dobrém
zdravotnim stavu. Indukéni terapie se sklada vétSinou z kombinace nékolika 1€k, naptiklad
VRD rezim (bortezomib — lenalidomid — dexamethason), rezim CyBorD (cyklofosfamid —
bortezomib — dexamethason), thalidomid — dexamethason nebo liposomalni doxorubicin —

vinkristin — dexamethason. Na indukéni terapii navazuje vysokodavkovana chemoterapie
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s transplantaci kmenovych bunék [23]. V piipadé nasledujici autologni transplantace by
nemél byt pii indukéni 1éEbé pouzit melfalan. Tento piipravek muze snizovat pocet
kmenovych bunék, a tak by bylo velmi obtizné vychytat pacientovi jeho vlastni
hematopoetické kmenové bunky pro pozdéjsi transplantaci. Autologni transplantacni postup
je velmi rychly a efektivni, dochazi pfi ném ke zna¢né az Gplné redukci poctu myelomovych

bunék [2].

Pacienti, ktefi jsou star§Si nez 70 let, ¢i mladSi avSsak nemohou podstoupit
vysokodavkovanou chemoterapii s kombinaci autologni transplantace z jinych davodi
(vétSinou Spatny klinicky stav), jsSou Vrezimu tzv. konvencni terapie. Zde jsou vyuzivany
mén¢ intenzivni rezimy, které tolik nezatézuji organismus. Témto pacientiim je nasazovana
kombinac¢ni 1é¢ba ptevazné za pouziti bortezomibu nebo thalidomidu, je v§ak pouzivano nizsi

davkovani nez u mladsich pacienti [46].

Imunomodulaéni 1é¢ba vyznamné pomaha v boji s MM. V tad¢ klinickych studii byla
prokazana i¢innost thalidomidu, lenalidomidu a pomalisomidu na 1é¢bu MM. Thalidomid ma
velice Siroké spektrum ucinkl, ke kterym patii napiiklad schopnost potlacit nadmérnou
produkci TNF-a, stimulace proliferace a aktivity T-lymfocytl a také cytotoxicity NK bunék,
naopak proliferaci myelomovych bunék inhibuje a podporuje jejich apoptozu [47]. V terapii
MM je thalidomid vyuzivan jako soucast vicelékovych rezimu, nejcastéji s dexamethasonem
pii 1é¢bé nové diagnostikovanych pacienti a zen vapo menopauze. Vzhledem k jeho

teratogenité mize byt predepisovan jen registrovanymi 1ékati [48].

Strukturné 1 funkéné podobny thalidomidu je lenalidomid, avSak jeho imunomodulacni
ucdinek je podstatné vyssi. Na rozdil od thalidomidu navic inhibuje sekreci protizanétlivych
cytokini a snizuje adhezi myelomovych bunék. Jeho hlavni pfednosti je, ze neni teratogenni,
jeho podani provazi mén¢ nezadoucich ucinkl a nevede k periferni neuropatii. Nevitanym
nezddoucim efektem je vSak myelosupresivni ucinek. V terapii byva uspésné kombinovan
s dexamethasonem [47, 49]. V roce 2013 byl schvalen pro 1é¢bu relabujiciho a refrakterniho
MM (RRMM) pomalidomid. Jedna se o u¢innéjsi 1€k, ktery je strukturné podobny lenalidomu
a thalidomidu. Je urfen vSak jen pacientiim, ktetfi jiz podstoupili nejméné dvé terapie

s piipravky lenalidomid a bortezomid [23].

Druhou skupinou velmi vyuzivanych 1é¢iv jsou inhibitory proteazomu. Proteazom je

proteinovy komplex malého valcového tvaru, ktery se vyskytuje ve vSech bunkach. Jeho
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ulohou je degradace proteintl, které jsou poskozené, nespravné usporadané ¢i jiz nejsou tieba.
Znacné¢ mnozstvi zbytenych a netcinnych bilkovin je tvofeno myelomovymi plazmocyty.
Princip 1é¢by proteomovymi inhibitory spociva v blokaci proteazomu, ¢im je zplsobeno
postupné hromadéni odpadnich proteinti v bunce. Cely proces je ukoncen apoptdzou
myelomové bunky [50]. Jako prvni byl k 1é¢bé v roce 2003 schvalen bortezomib, mize byt
pouzit samostatné¢ ¢i v kombinaci s jinymi 1éky. Vroce 2016 byly do praxe uvedeny
i carfilzomib aixazomib, které se vyuzivaji pro pacienty s RRMM. Byvaji podavany

v kombinaci s lenalidomidem a dexamethasonem [23].

V 1é¢bé MM je chemoterapie vyuzivana z mnoha ruznych divodi. Cilem jeji aplikace
muze byt likvidace myelomovych bunék ¢i jejich sniZzeni jako soucast indukéni terapie pred
transplantaci kmenovych bunc¢k. Byva vyuzita i vramci udrzovaci terapie nebo v 1écbé
RRMM. Mezi nejbéznéjsi pouzivané cytostatika patiéi melfalan, cyklofosfamid a lipozomalni
doxorubicin. Tyto 1éky byvaji souc¢asti kombinované 1é¢by, ktera zahrnuje dalsi cytostatické
1éky nebo ptipravky pro cilenou ¢i po podpurnou 1é¢bu [23]. Myelomova terapie se Casto

provadi ve 4 — 6 cyklech, kde jeden cyklus trva ptiblizn¢ mésic [51].

Dalsi skupinou 1é¢iv jsou inhibitory histondeacetylaz. Histondeacetylazy ovliviwuji
prostorové usporadani DNA a jsou zasadni pro mnoho bunéénych procest — proliferace,
diferenciace ¢i bunécné preziti. Inhibice jejich funkce v myelomovych builkédch zpusobi
zpomaleni ¢i zastaveni rastu, diferenciace nebo apoptozu [52]. Prvnim schvalenym lékem pro
terapii byl vorinostat. Stejné jako prvni, je i druhy pfipravek panobiostat, schvaleny az v roce
2015, piedepisovan piedevsim v kombinaci s bortezomibem. Pouzivaji se vSak i kombinace

s lenalidomidem a dexamethasonem [23].

Dulezitou roli a Siroké vyuziti v 1é€bé MM maji i steroidy. Maji protizanétlivé Gcinky
a pomahaji snizovat nezddouci ucinky, které doprovazeji chemoterapii i jiné¢ formy lécby.
Nejcastéji se, jako soucast kombinované 1é¢by, vyuzivaji dexamethason, prednison

a methylprednisolon [53].

Aktualnim a atraktivnim tématem v terapii MM jsou Vv souc¢asné dobé monoklonalni
protilatky. Jednd se o laboratorné pfipravené protilatky, které blokuji dany cil na povrchu
myelomovych bunék. Dnes jsou pro lébu MM schvaleny dvé monoklondlni protilatky

elotuzumab a daratumumab. Vice o téchto protilatkach v dalsi ¢asti kapitoly.
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Pro 1écbu MM je také velmi vyznamna podplrna terapie. Zaméiuje se predev§im na
pruvodni projevy nemoci a snazi se zlepsit kvalitu zivota pacientt s MM. U anemickych
a leukopenickych pacientd jsou vyuzivany rastové faktory — erytropoetin ¢i kolonie
stimulujici faktor. Je doporu¢ena vakcinace proti Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae a ockovani proti chiipce. Soucasti 1écby je i terapie bisfosfonaty. Jedna se o 1éky,
které pomahaji zpomalovat rozvoj kostnich onemocnéni, snizuji bolesti kosti a redukuji

zlomeniny, obecné se pouzivaji pii 1é¢bé osteopordzy [23, 40].

Monoklonalni protilatky vyuzivané v klinické praxi pro terapii mnohocetného myelomu

Postup piipravy monoklonalnich protilatek (mAb) byl publikovan poprvé v roce 1975.
Autorim se podafilo spojit biologické vlastnosti dvou bunécnych linii v jedné hybridni.
Pouzili B-lymfocyt, ktery je schopen tvofit protilatky (Ab) a myelomovou bunku, ktera je
nesmrtelnd. Vznikla bunééna linie, kterou neomezuje pocet déleni a souc¢asné produkuje mAb
se shodnou antigenni specifitou [54]. Diky §iroké variabilit¢ mozného vyuziti jsou uspésné
vyuzivany naptiklad v onkologii nebo k utlumu nezadoucich zanétlivych reakci. Po tadé
vyzkumt usilujicich o sniZeni inunogenicity monoklondlnich protilatek produkovanych
hybridomovou technologii u mysi, které v lidském téle indukovaly imunitni odpovéd’ a tvorbu
protilatek zvanych HAMA (human anti-mouse anibodies), dnes existuje nékolik typi mAb
uzivanych v terapii. Upravou genetického inZenyrstvi vzniky tzv. chimérické a humanizované
protilatky, u kterych jen mensi ¢ast tvoii plivodni zvifeci protilatka, vétsi ¢ast je lidského

pavodu [55].

Vyzkum na poli monoklonalnich protilatek se ukazal byt zasadnim prilomem v pfistupu
k 1é¢bé hematologickych nadorovych onemocnéni. Jiz od roku 1997 jsou mAb aktivné
vyuzivany v 1écb€. Spektrum léCebnych preparati je stale vétsi. Vznikaji nové léky, které se
se zcela odliSuji mechanismem Uc¢inku, ale i varianty jiz pouzivanych 1ékt. Pouziti mAb je
nyni povazovano za standardni soucasti 1é€by, pro MM byl vSak ndlez vhodné mAb po
dlouhou dobu netspésny. V soucasnosti jsou mAb nadéjnymi kandidaty pro 1é¢bu MM, proto

je na né zamétena znacna ¢ast vyzkumu [56].

Pokroky ve studii, kterd se zabyva interakci mezi imunitnim systémem pacienta
a malignimi bufikami, umoznuji navrhovat klinicky G€inngj$i 1écebné postupy i v 1é€bé MM.
Monoklonalni protilatky jsou aktivnim terapeutickym nastrojem pro humoralni imunoterapii

MM s nejslibngjsimi preklinickymi vysledky [57].
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Klinicka tc¢innost vétSiny terapeutickych protilatek je zalozena na jejich schopnosti
posilit a aktivovat cytotoxické efektorové mechanismy vrozeného imunitniho systému.
Vétsina monoklonalnich protilatek patii k izotypu imunoglobulinu G (IgG). IgG je hlavnim
imunoglobulinem v séru, nejvice ovliviiuje humoralni imunitni odpovéd’, ma zasadni roli pii
opsonizaci, aktivaci komplementu a pii cytotoxicité¢ zavislé na protilatkach. Pro 1écbu MM
monoklonalnimi protilatkami byla identifikovana fada cild. Jejich seznam je velmi rozsahly
a poukazuje na rozsahlou vyzkumnou d¢innost v této oblasti. Patfi mezi né napiiklad
komponenty mikroprostiedi kostni difené nebo molekuly na povrchu MM bunék.
Zkoumanymi povrchovymi znaky jsou CD20, CD40, SLAMF-7, CD38, PD-1, IL-6 a mnoho
dalsich [58].

Lécba mAb muze zahrnovat rozsahlou fadu mechanismi, mezi které patii bunécna
cytotoxicita zavisla na protilatkdch (ADCC) ¢i cytotoxicita zavisla na komplementu (CDC)
[59], makrofagy zprostifedkovana fagocytoza (ADCP) [60], interference s interakcemi
receptor-ligand nebo konjugace mAD s radioizotopy ¢i toxiny [61]. Potencialnimi cili mohou
byt signalizacni molekuly, receptory na bunééném povrchu ¢i proteiny, které se tam
vyskytuji, rastové faktory plazmatickych bunc¢k nebo medidtory pro adhezi. Nejidedlnéji by

mél byt cil terapie MM na bazi mAb vyjadien na vétsiné myelomovych bunék [62].

Terapie MM prostiednictvim monoklonalnich protilatek se dramaticky vyviji. Mezi
prvni testované mAb pattily anti-CD20 a anti-CD38. Jejich efekt, jak se pozd¢ji ukazalo, byl
v8ak pouze minimalni. Dal§imi zkoumanymi povrchovymi znaky byly CD40, CD56, CD74 ¢i
CD317. Vykazovaly slibng¢jsi vysledky, ale neprokazal se jejich zasadnéjsi vyznam pro 1€€bu
MM. Prvni schvalenou monoklonalni protilatkou pro 1é¢bu MM se stal nakonec elotuzumab
(anti-SLAMF-7) a pozd¢ji ho nasledoval daratumumab (anti-CD38) [58].

CD20

CD20 byl identifikovan jako aktivni cil kvili své expresi u vice nez 90% B-bunécnych
lymfomt. CD20 byl vyuzit, protoze je exprimovan jen na B-lymfocytech. Kmenové bunky
ani bunky jinych linii tento znak neexprimuji. Rituximab je prvni protilatkou zavedenou do
hematologické praxe, pro fadu B-lymfoproliferaci byla vyznamnym pfinosem. Na mnoho
pacientd, trpicich MM, vSak nema jeho plsobeni vyrazny vliv. Jen asi u 20 % pacientd je
znak CD20 na povrchu myelomovych bun¢k exprimovan. Lécebny vyznam, i kdyz ne velky,
ma tak jen u pacientu s translokaci t(11;14), ktefi vykazuji expresi CD20 pomérné vysokou
[63].
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CD40

CD40 je transmembranovy protein patifici do superrodiny TNF-a. Ve vysokych
hladinach je exprimovan na povrchu myelomovych bun¢k. Vazba CD40 na jeho piirozeny
ligand urcuje jeho funkc¢ni aktivaci, kterda vyvolava nejriiznéjsi biologické procesy, vcetné
proliferace a migrace bun¢k [64]. Monoklonalni protilatky SGN-40 vyvinuté proti CD40
vykazuji mirnou cytotoxickou aktivitu proti myelomovym buitkam, kdyz jsou pouzity jako
samostatny léCebny prostfedek. Mechanismus ucinku se stejné jako u ADCC opira o inhibici
interakce a aktivace CD40 s odpovidajicim ligandem [65]. Ac¢koliv se studie zdaly v prvnich
fazich velmi nadéjné, pii porovnani s existujicimi lécbami, mély mAb nedostatecnou
ucinnost. Bylo vS§ak pozorovano, ze umrti myelomovych buné¢k je vyrazn€ navyseno v ptipadé
kombinace SGN-40 s lenalidomidem. V kombinaci s lenalidomidem a dexametazonem

soucasné, byla pozorovana celkova odpovéd’ u 39 % pacienti s RRMM [66].

SLAMF-7

Glykoprotein SLAMF-7 (signaliza¢ni aktiva¢ni molekula lymfocyti — ¢len rodiny 7),
také oznaCovany CS1, ¢len podskupiny CD2, se vyskytuje na povrchu NK bunék, lymfocytl
B i T, dendritickych bun¢k a monocytd. Na myelomovych plazmocytech je vysoce
exprimovan [67]. Podili se na podpofe adheze myelomovych bun€k a ristu nadoru. Stal se
nadénym kandidatem pro terapii MM monoklonalnimi protildtkami a nasledné byl anti-
SLAMEF7 prvni schvalenou monoklonalni protilatkou pro lécbu MM. Tato humanizovana
IgG1 kappa molekula byla pojmenovana elotuzumab (obchodnim nazvem Empliciti) ptsobi
predevsim prostiednictvim NK zprosttedkované ADCC. Elotuzumab vaze SLAMF-7, ktery je
exprimovany jak na myelomovych, tak 1 na NK bunkdach, ale ovliviiuje tyto buniky odlisné
[68]. V piipadé NK bunék se elotuzumab navaze na SLAME-7 receptory a stimuluje je tak,
aby cilené likvidovaly myelomové plazmocyty. Druhym ucinkem této mAb je navazéni na
samotné myelomové bunky a jejich oznaceni pro likvidaci prostiednictvim NK bunck.
V kombinaci s piipravky lenalidomid a dexamametazon, vykazuje elotuzumab velice slibné

vysledky v relapsu nebo refrakternim stavu a diky tomu byl schvalen pro 1é¢bu [67, 69].

CD38

Lidsky transmembranovy glykoprotein CD38 hraje dileZitou roli v bunééné adhezi
a signalizaci. Slouzi také jako ektoenzym, ktery reguluje cytoplazmatickou koncentraci kalcia
[70]. CD38 je pomémné vysoce exprimovan (>80 % piipadi) na povrchu myelomovych

bun€k, a proto je atraktivnim cilem pro terapii mAb. Na zaklad¢ svych vysledkd byl,
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vroce 015 americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv, daratumumab schvélen pro
lécbu MM v monoterapii. Daratumumab (HuMax-CD38) je lidska IgG1 kappa molekula,
vytvofena imunizaci transgennich mysi, které maji lidské imunoglobulinové geny.
Mechanismus ucinku je zalozen piedev§im na ADCC, ADCP a CDC, k dal$im patii i indukce
apoptozy v bunkach, které jsou oznaceny protilatkami (Obr. 7). Klinicka studie prokazala, ze
kombinace HuMax-CD38 s dexamethansonem a lenalidomidem ma velmi ptiznivé ucinky na
1écebnou odpovéd’ u pacienti s RRMM [71]. V soucasné dobé existuje n€kolik dalSich

monoklondlnich protilatek, které jsou zatim ve vyvoji, patii mezi né isatuximab

(SAR650984), MOR202 a Ab79 [72].
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Obrazek 7: Mechanismy bunééné smrti, pfevzato a upraveno z: [63]

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC), cytotoxicita zavisla
na komplementu (CDC), makrofagy zprostfedkovana fagocytoza (ADCP),
MAC — komplementovy komplex proteinii (membrane attack complex),
MM cell — myelomovy plazmocyt
PD-1
PD-1 je receptor, ktery se exprimuje na povrchu B a T-lymfocytl. Radi se mezi tzv.
kontrolni body imunitniho systému. Tento imunoreceptor reguluje aktivaci T-lymfocyta,
imunitni odpovédi a hraje dileZitou roli v imunitni toleranci. Nadorové buiky mohou
signalizace pfes tento receptor vyuzit k tiniku pfed imunitnim systémem, coz vede k toleranci

nadoru. PIné¢ humanni protilatka IgG4, nivolumab, selektivné blokuje interakci mezi PD-1

35



a odpovidajicim ligandem. Diky blokaci je znovu umoznéna imunitni reakce proti nadoru
[73]. Pouziti mAb nivolumab proti PD-1/PD-L1 bylo testovano u pacientt s RRMM, ale bylo
dosazeno jen stabilizace nemoci. Kombinace nivolumabu s dal§imi 1é¢ebnymi prostiedky je

zkoumana studii, ktera je ve fazi III [33].

RANK

Transmembranovy receptor RANK je receptor na povrchu prekurzorii osteoklastt. Je
aktivatorem signalni drahy jaderného faktoru kappa B a ma zasadni vliv na remodelaci kosti.
Vazba RANK a jeho ligandu RANKL vede Kk procesum, diky nimz se z prekurzort stanou
zralé osteoklasty. U myelomovych plazmocytii je RANKL nadmérné exprimovan a podili se
na vyvoji destrukce kosti [74]. Aktivaci RANK miuze zabranit humanizovana mAb
denosumab. Diky své vysoké specifické afinité se vaze na RANKL, a tim ho inhibuje. Mnoho
Z pacientl s MM trpi poskozenim ledvin, které omezilo jejich moznosti 1écby. Denosumab
prosel klinickym hodnocenim faze Il a mohl by byt zasadnim Iékaiskym piipravkem, ktery

by zabranil kostnim komplikacim u pacienti s MM, aniz by zatéZoval ledviny [75].

1.1.5 Autoprotilatky spojované s rozvojem mnohocetného myelomu
Autoprotilatka je protein produkovany B-lymfocyty, ktery je sméfovan proti vlastnim
tkanim ¢i organim. K produkci dochézi v ptipadé reakce imunitniho systému na dishalanci
v organismu. Tato reakce muze nastat vlivem mutace, degradace nebo nadmérné exprese
proteinti ¢i jejich uvolfiovani z poSkozené (tj. nadorové) tkané. Nasledkem patologického
stavu v organismu muze byt vyvoj autoimunitniho onemocnéni. Mnohocetny myelom i jeho

predmaligni faze MGUS byvaji ¢asto S autoimunitnim chovanim organismu spojovany [76].

Alexej Shimanovsky a jeho skupina provedli vroce 2016 systematicky prizkum
védecké literatury tykajicich se autoimunitnich stavi u pacienti s MM a MGUS. Jejich
analyza naznacuje souvislost autoimunitnich onemocnéni a MM i MGUS. U n¢kterych
pacienti s MM byly soucasn¢ diagnostikovany ruzné varianty anémii, revmatologické
autoimunitni onemocnéni, autoimunitni neurologické poruchy a dal$i [77]. Se zvySenym
rizikem MM jsou spojeny predev§im revmatoidni artritida - relativni riziko 1,32 [78],
polymyozitida a dermatomyozitida - relativni riziko 2,29 [79] systémovy lupus erythematodes
- 11 % pacientd [80] a Sjogrentiv syndrom, ktery je dalsim ze skupiny onemocnéni se
zvySenym rizikem nasledného vzniku MM. Avsak i nasledkem 1é¢by MM mohou vznikat
autoimunitni onemocnéni, patti mezi né neutropenie - U 35 % pacientll vyvoland lenalidomem

a pernicidézni anémie - 13,6 % pacientti s IgA MM [81].
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1.2 Vybrané metody analyzy proteinii

Termin proteomika byl vytvoien v roce 1997 analogii ke dvojici genom — genomika
[82]. Od té doby se tento obor exponencialné rozviji [83]. Proteomika je védni disciplina
na pomezi mnoha obortl, mezi které patii fyziologie, genetika, biochemie i bunécna biologie.
Zabyva se systematickou identifikaci a kvantifikaci protein biologického systému, kterym
mohou byt napiiklad bunky, tkané, organy, biologické tekutiny ¢i samotny organismus,

Vv urcitém ¢asovém okamziku [84].

Kompletni soubor proteintl, piitomnych v daném case V burice ¢i tkéni, je oznacovan
jako proteom. Na rozdil od genomu, ktery je stabilni, proteom je rozsahly, velmi dynamicky
a aktivné se méni pii reakci na rizné faktory, véetné vnitinich 1 vnéjSich podminek.
Identifikace veskerych pfitomnych proteind, jejich struktura, modifikace, funkce, mira

exprese a vzajemna interakce jSou predmétem studia proteomiky [85].

Existuje nékolik identifikacnich postupi, podle kterych se proteomika déli do ne€kolika
odvétvi. ,,Klasickym* postupem identifikace proteint je tzv. bottom-up proteomika. P#i tomto
procesu je bilkovina izolovana ze smési a nasledné rozstépena enzymy na smeés peptidd, které
jsou analyzovany a charakterizovany hmotnostni spektrometrii. Dal$im postupem je top-down
proteomika, kdy dochazi také nejprve k vyizolovani bilkoviny ze smési a poté je izolovany
protein identifikovdn a strukturné analyzovan pomoci MS. Pro obecny postup identifikace
proteind slouzi shotgun proteomika, na rozdil od klasického postupu je nejprve enzymaticky
Stépena smes peptidl, ktera je poté separovana HPLC s detekci MS. Mezi dalSi patii
proteomika diferenciacni (srovnavaci), analytickd, funkcni, strukturni, high-coverage a high-
throughput [86].

Zakladnimi metodami, které proteomika vyuziva, jsou: elektroforéza, chromatografie
a hmotnostni spektrometrie (MS). Pfed vlastni analyzou je velmi dilezitd preanalytickd faze
tj. vhodny odbér a ptiprava vzorku. Pro biologicky a biomedicinsky vyzkum se proteomika na
bazi MS stava ¢im dal tim vice nepostradatelnou technologii, jeji aplikace je vyuZivana

I v mnoha dalSich odvétvich (potravinafstvi, pramysl, zemédélstvi a dalsi) [86].

Piiprava vzorki
Klicovym bodem celé proteomiky je pfiprava vzorkd. Vzorek byva velmi komplexni,
a proto je nutné provést procesy, které uvolni latky z biologické matrice, odstrani endogenni

rusivé latky a zvysi selektivitu a citlivost [87].
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Utinnost solubilizace zalezi na zvolené metodé pro desintegraci bun&k. Pro tiplnou
analyzu vSech intracelularnich proteini musi byt buiky rozruSeny. Aby se
predeslo proteolyze, méla by desintegrace bun€k probihat pii nizkych teplotach s ptidavkem
inhibitoru proteaz (napt. fenylmetylsulfonyl fluorid). Pro rozruSeni bunék lze pouzit napiiklad
osmotickou lyzu, ultrazvuk (20-50 kHz) ¢i French-press (140-210 MPa). Timto postupem
ziskame proteiny a proteinové komplexy. V bunééném lyzatu je vSak spolu s proteiny
pfitomno mnoho interferujicich latek, které je tieba odstranit. Jedna se o soli, nukleové
kyseliny a lipidy, od kterych lze proteiny oddélit pouzitim metod, mezi které patii dialyza,

gelova permeacni chromatografie, ultrafiltrace ¢i precipitace proteint [88].

1.2.1 Elektromigraéni techniky

Elektromigra¢ni metody jsou zaloZeny na pohybu castic ve stejnosmérném elektrickém
poli. Pohyb molekul je vazan predev§im na samotnou molekulu a jeji prostiedi. Jak se bude
pohybovat, ovliviiuje piedev§im piitomnost a velikost naboje, dale pak velikost atvar
molekuly, druh nosice a také pouzity elektrolyt. Peptidy a bilkoviny maji amfoterni vlastnosti,
aproto jejich velikost néboje zalezi na pH prostfedi, ve kterém se vyskytuji. K oddéleni
a identifikaci makromolekul, jako jsou proteiny, DNA ¢&i RNA, slouzi Siroka skupina
elektroforetickych technik v gelu. Separace molekul je zaloZena na principu migrace nabitych
molekul v gelové matrici po aplikaci elektrického napéti [89]. Elektromigracni techniky jsou
hlavnim nastrojem pro mnohé oblasti véetné biochemie, molekularni biologie a proteomiky.
Jednorozmérna a dvourozmérna gelova elektroforéza a diferencialni gelova elektroforéza jsou
nejpouzivanéjSimi elektromigra¢nimi metodami k separaci proteind, k imunodetekci slouzi
Western blot. Gelova elektroforéza neni jen analytickou metodou, ale je vyuZivana
| k purifikaci vzorkl, naptiklad pfed provedenim proteomové analyzy hmotnostni

spektrometrii [87].

Jednorozmérna elektroforeticka separace v polyakrylamidovém gelu

Béhem elektroforetické separace se proteiny déli na zaklad€ jejich elektroforetické
pohyblivosti. Rychlost migrace v gelovém prostiedi je umérna poméru mezi nabojem
bilkoviny a jeji hmotnosti. Nejcastéji jsou pro elektroforézu pouzivany polyakrylamidové
gely (PAGE). Existuji dvé varianty podminek, za kterych elektroforeticka separace
V polyakrylamidovém gelu probihd — nedenaturacni (proteiny jsou V nativnhim stavu)
a denaturac¢ni (pfitomnost detergenti). DalSim moznym délenim gelové elektroforézy je

kontinualni ¢i diskontinualni provedeni [87].
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Nejpouzivangjsi metodou separace, ktera vyuziva diskontinualni uspofadani, je
proteinova polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE), ktera byla popsana jiz v roce 1970. Pro pfipravu vzorkd proteint, které jsou
separovany SDS-PAGE, je pouzivan Laemmliho vzorkovaci pufr. Ke vzorku je mozné piidat
B-merkaptoetanol, ktery redukuje disulfidické vazby proteinti, ¢imz pfispiva k jejich
denaturaci [90]. Pro dosazeni co nejoptimalnéjsiho rozliseni pfi této elektroforetické separci je
pouzivan tzv. Laemliho systému pufrt, ktery vyuziva dva pufry o rizném pH [91]. Pro tzv.
zaostfovaci neboli koncentrujici gel je pouzit pufr o pH 6,8, pro druhy (délici gel) pufr o pH
8,8 [90].

Proteiny separované na polyakrylamidovém gelu mohou byt vizualizovany rdznymi
zpusoby barveni. Nejcastéji pouzivanymi barvivy jsou Coomassie Brilliant Blue, dusi¢nan
stiibrny nebo amidocern, alternativou je radioaktivni znaceni cilovych molekul ¢i
fluorescenéni barveni [87]. Existuje i varianta vizualizace bez barveni, v tomto pfipad¢ se

jesté pied nalitim gelu pfida do roztoku polyakrylamidu 2, 2, 2-trichloretanol.

Dvourozmérna gelova elektroforeticka sepaace v polyakrylamidovém gelu

Dvourozmérna gelova elektroforeticka separace v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE)
byla piedstavena Patrickem O’Farrellem v roce 1975. Metodou zvanou izoelektrické
zaosttovani (IEF) dochéazi v prvnim rozméru k separaci komplexni proteinové smési dle
izoelektrického bodu molekuly v proménlivém prostiedi pH. Déleni proteinti v druhém

rozmé&ru probiha na zakladé molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE [92].

Existuje nékolik uspofadani IEF — gelova a kapilarni. Izoelektricka fokusace
Vv kapilarnim uspofadani je tvofena kapildrou, kterd je naplnéna pufrem s pH gradientem.
Vzorek je davkovan na konec kapilary s nizkym pH, na ktery je pfipojend anoda. Kapilarni
IEF je povazovana za separacni techniku s vysokym rozlisenim [93]. Gelové imobilizované
pH gradienty (IPG) zasadn¢ pfrispély k rozsiteni a zlepSeni reprodukovatelnosti 2D
elektroforézy. IPG gely suzkym gradientem jsou velmi uzitecné pro oddéleni tésné

uspotadanych proteinovych skvrn, které jsou pfedmétem zajmu [94].

Nezbytné pro dobie separované proteiny béhem IEF je piiprava vzorkl. Jde pfevazné
0 spravné pouziti chaotropnich ¢inidel, povrchové aktivnich latek, amfolytl, cinidel pro
redukci a alkylaci cysteinovych vazeb a odstranéni vSech soli a vodivych neproteinovych

castic [95]. Pro wudrzeni rozpustnosti proteini béhem IEF je vyuzivana mocovina
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o koncentraci 7-9 M, spolu s2 M thiomocovinu a sufraktanty [96]. Pti izoelektrickém
zaosttovani dochazi rozdéleni proteint dle jejich izoelektrického bodu (pl). Molekuly jsou
nabity kladné¢ ¢i zaporné, a proto médiem putuji k opacné nabité elektrod¢€. V misté pH, které
odpovida pl proteinti, kde je jejich celkovy naboj nulovy, se zaostiuji (fokusuji) a dale jiz
nepokracuji v migraci gelem [92]. Nutnou soucasti piipravy vzorku pied separaci vV druhém
rozméru je redukce disulfidickych mistki (dithiothreitolem) a zabrana jejich opétovnému
vytvoieni alkylaci vysledného thiolu (jodacetamidem). Separace v druhém rozméru, ktera je
kolmy na prvni, je provadéna SDS-PAGE [97].

Dvourozmérna diferencni gelova elektroforeticka separace

Ke konci 20. stoleti vznikla modifikaci 2D-PAGE dvourozmérna diferencni gelova
elektroforéza (2D-DIGE). Tato metoda vyuziva fluorescencnich barviv CyDyes ke znaceni
proteinti ve vzorku. Zasadni vyhodou 2D-DIGE je moznost oznacit dva (maximalné ti)
vzorky riznymi barvivy a oddélit je na stejném gelu. Tento postup umoznuje jednoduseji
a presnéji porovnavat a kvantifikovat jednotlivé body [98]. Barviva jsou svoji citlivosti na
urovni barveni stfibrem. Velmi uzite¢na je tato technika pfedev§im pro srovnavani vzorku

zdravych a nemocnych pacientti [97].

Western blot s navazujici imunodetekei

V roce 1979 byla Towbinem a jeho kolektivem ptedstavena metoda pro analyzu
proteinii pojmenovand Western blot (elektroblot). Jednd se o analytickou metodu, kteréd
zprostfedkovava prenos molekul z mobilni faze do pevné faze, na kterou jsou navazany. Jako

imunoblot oznac¢ujeme transfer, na ktery v dals$im kroku navazuje zna¢eni protilatkami [99].

Vzhledem ke své rychlosti a kvalité je nejcastéji pouzivanou metodou elektroblotovani.
Proteiny jsou postupné piendSeny elektrickym proudem, ktery prochdzi gelem. Existuji dva
druhy pifenosu proteinii z gelu na membranu — prvni nese oznafeni wet (z angl. mokry)
a druhy semi-dry (z angl. polosuchy). Oba byly vyvinuty k elektroforetickému blotovani
proteinti a nukleovych kyselin. Uginnost pienosu elektroblotovani zavisi na typu gelu,
membrany, slozeni transferového pufru, velikosti proteintl, pienosové teploté i poctu geld
aobjemu pufru [100]. Pii wet transferu piipomina celkovy vysledek procedury svym
skladanim sendvi¢. Gel, membrana, filtratni papiry a dal$i komponenty jsou postupné
navrstveny na sebe a vlozeny do nadoby s transferovym pufrem a platinovymi elektrodami.

Vzhledem k velkému odporu je béhem transferu nutné aparaturu chladit. Pfi semi-dry pienosu
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je sendvi¢ s gelem a membranou umistén vodorovné mezi uhlikové (ptip. grafitové) deskové
elektrody. Pfi tomto postupu nedochazi k vyraznému zahtivani jako u wet transferu diky
mensSimu odporu, coz je zdsadni vyhodou. K provedeni je také tieba menSi mnozstvi
transferového pufru, protoZze je pouzit jen pro smoceni geli, membran a filtraénich papira

[101].

Tato metoda je dnes rutinni laboratorni technikou, ktera je zasadni pfi analyze peptidi
a proteini. Pouzitim Western blotu Ize identifikovat specifické proteiny z komplexni smési
proteinit extrahovanych z bunék. Prvnim krokem je SDS-PAGE, druhym pfenos na pevny
nosi¢, ¢imz jsou nejcastéji nitrocelulézova (NC) nebo polyvinylidendifluoridova (PVDF)

membrana a poslednim oznaceni cilového proteinu pro vizualizaci [102].

1.2.2 Metody kapalinové chromatografie pro analyzu proteina

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda, pfi niz dochazi k rozdéleni slozek
vzorku mezi dvé vzajemné nemisitelné fdze — mobilni a stacionarni. Mobilni faze je kapalina,
ktera protéka kolonou. Stacionarni faze tvoii naplii kolony, dle typu adsorbentu je kapalinova
chromatografie délena na nékolik typa: rozdélovaci, adsorp¢ni, iontové vyménnd, gelove
permeacni ¢i afinitni. Vzorek je davkovan do mobilni faze, kterou je unasen do kolony se

stacionarni fazi, dle afinity ke kazdé z fazi je vice ¢i méné zadrzovan a dle toho eluovan

[103].

Casto pouzivanou metodou pro analyzu proteinii je idvourozméma kapalinova
chromatografie (2D-LC). Separované proteiny jsou béhem stanoveni jiz v roztoku, coZ je
nejveétsi vyhodou 2D-LC. Poté lze jiz snaze stanovit molekulové hmotnosti proteint a zjistit,

zda a piipadné jaké, maji posttranslaéni modifikace [104].

V proteomice jsou nejvice zastoupeny iontové vyménnd a vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Pti iontové vyménné kapalinové chromatografii je stacionarni faze
tvofena méni¢em iontl (ionex), jehoz funkci plni naptiklad polystyren, celuloza ¢i dextran.
Tato faze ma na svém povrchu skupiny, které jsou schopné disociovat v roztoku, aktivni

povrch ionexu nasledné interaguje s dal$imi ionty v roztoku [105].

Zv1asté pro shotgun proteomiku je vyuzivana vysokoucinné kapalinova chromatografie.
Shotgun proteomika je postup identifikace proteind, kdy jsou proteiny ze vzorku rozstépeny
na peptidy. Vzhledem k tomu, Ze enzymatickym $tépenim vznikaji stovky tisic peptida, je

vzorek pred MS analyzou, za ucelem snizeni jeho slozitosti, separovan vhodnou

41



vysokorozliSovaci metodou [86]. Jednotlivé frakce, vzniklé separaci HPLC na reverzni fazi,
obsahujici peptidy jsou postupné zavedeny do hmotnostniho spektrometru. Zde dojde k jejich
fragmentaci a sekvenaci za ucelem identifikace. Spojenim HPLC s tandemovym usporadani
MS je ziskana vyssi citlivost a specificnost analyzy, lze tak analyzovat velmi komplexni

smési peptida a je umoznéna i relativni kvantifikace [106].

1.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je metoda analytické chemie, ktera slouzi k pievedeni
molekul na ionty a jejich rozliSeni dle poméru m/z, ktery predstavuje vztah hmotnosti
anaboje analytu. Vysledkem analyzy je zaznam relativnich intenzit jednotlivych iontd.
Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, ktery preménuje molekuly
analyzovaného vzorku na ionty plynné faze, hmotnostni analyzator, ktery ionizované analyty
odd¢€luje dle m/z poméru a detektor, ktery pro kazdou m/z hodnotu zaznamenava pocet

proslych iontd [107].

Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutrdlnich molekul analytu do ionizovaného stavu.
Existuje mnoho typi ioniza¢nich technik, které se dle mnozstvi energie, ktera na molekulu pfi
ionizaci piisobi, mohou d¢lit na ,,tvrdé* a ,,mekké®, dle moznosti prace za atmosférického c¢i
snizeného tlaku ¢i dle toho, zda probihaji v plynné fazi ¢i desorpci. V proteomice se nejvice
vyuziva ionizace za poZiti elektrospreje a technika ionizace laserem za UCasti matrice
(MALDI). Elektrosprej je ¢asto vyuzivan pro spojeni s HPLC/MS. Proces ionizace je zaloZen
na zmlZeni roztoku vzorku za vzniku elektricky nabitych kapicek, ze kterych se ionty
postupné uvoliiyji. Jedna se o mékkou ionizacni techniku, kterd je vhodna pro stiedné polarni
az iontoveé latky, mezi které patii peptidy, proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny a také
organometalické a anorganické slouceniny [107]. Pro molekuly svysokou molekulovou
hmotnosti (proteiny, oligonukleotidy, lipidy, polymery) je vhodnou ioniza¢ni technikou
ionizace laserem za tcasti matrice. Jedna se mékkou ioniza¢ni techniku, kterou lze analyzovat
nepolarni 1 polarni latky. Ionty putujici do hmotnostniho analyzatoru vznikaji diky pfenosu
energie, kterou vytvori kratky laserovy puls. Energie pulsu je absorbovana matrici a jejim
prostfednictvim pfenesena na molekuly vzorku, ¢imz se ptedejde jejich nezddoucimu Stépeni.
S ostatnimi technikami je spojena off-line uspotadanim, kdy je tfeba smés vzorku a matrice
nanést na ter¢ik MALDI desky. Pro jednotlivé druhy vzorki je tfeba zvolit vhodnou matrici.

Vyhodou této metody je moznost archivace ¢i opétovné premeéteni vzorku [108].
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Velmi dulezitou soucasti hmotnostniho spektrometru je analyzator. Je umistén za
iontovym zdrojem, pracuje za vakua a souzi k déleni iontd v plynné fazi dle poméru jejich
hmotnosti a naboje. Pro proteomické analyzy se nejcastéji vyuziva kvadrupdlovy analyzator
(Q), iontova past (IT), analyzator doby letu (TOF) a orbitrap. Jednotlivé analyzatory se lisi
svymi vlastnostmi a schopnostmi, jejich kombinaci (napt. QQQ, Q-TOF, TOF-TOF) je
mozno dosahnout kvalitngjsich vysledkt [109, 110]. Kvadrupdél patii mezi skenujici
analyzatory, které postupné méni skenovanou veli¢inu a propousti ionty jen o ur¢it¢ m/z.
V hybridnich hmotnostnich spektrometrech Casto slouzi jako filtr (k vybéru pozadovaného
iontu) ¢i jako kolizni cela. Tontova past se sklada z prstencové elektrody a dvou kruhovych
elektrod, které prstenec uzaviraji. Do pasti jsou pfivedeny ionty, které se tam po vlozeni
napéti zadrzi a pohybuji se po ur€ité trajektorii. Postupnou zménou pomeéru napéti mezi
elektrodami jsou ionty dle svého m/z vypuzovany vystupnim otvorem na detektor. Hlavni
vyhodou je moznost nékolikastuptiové analyzy (MS"). Existuje i varianta IT tzv. linearni
inotva past, ktera také umoziuje uchovavani iontd. Vzhledové je velmi podobna kvadrupdlu,
ktery ma na koncich umisténé elektrody [111]. Praletovy analyzator rozd€luje ionty na
zaklad¢ doby letu. Ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem, tzn., ziskaji Stejnou
kinetickou energii. Dle ¢asu priletu jsou detekovany a je uréena jejich odpovidajici m/z.
Tento analyzator byva ¢asto ve spojeni s MALDI. NejnovéjSim typem analyzatoru je orbitrap.
Je sloZen z vnéjsi a stfedové vietenové elektrody, na které je vloZeno napéti. Okolo vnitini
sttedové elektrody ionty rotuji a je zaznamenana jejich frekvence. Data ziskana z orbitrapu je
nutné na hmotnostni spektrum ptevést Fourierovou transformaci signalu [112]. Na obrazku 8
jsou schematicky zobrazeny analyzatory a dalSi sou¢asti hmotnostniho spektrometru LTQ

Orbitrap XL, ktery je vyuZzivan pro analyzu proteinl V této praci.

MS se stala nepostradatelnym nastrojem ve vyzkumu proteomiky. Dulezitou je
predevsim kviili své schopnosti zachytit proteomovou komplexnost. Pro kazdy vzorek je vsak

nutné zvazit, jaka technika je pro jeho analyzu nejvhodnéjsi, jaky typ pfistroje, fragmentaéni

metodu ¢i strategii zvolit [113].
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Obrazek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru LTQ Orbitrap XL;

pfevzato a upraveno z: [100]

1.3 Analyza imunoproteomu

Vyvoj imunoterapie vyznamné podpofil objev antigend asociovanych s nadory (TAA).
Imunitni systém na tyto antigeny reaguje antigenné specifickymi mechanismy a tvofi
autoprotilatky. Oblast proteomiky, zabyvajici se témito proteiny, je pojmenovand jako
imunoproteomika [114]. Na rozdil od proteomu, ktery zahrnuje soubor proteind, které se
v daném case nachazi v bufice ¢i organismu, jSOU terminem imunoproteom oznacovany jen
protilatky cilené proti TAA. Tyto autoprotilaitky se stavaji potencionalné vhodnymi
diagnostickymi markery, mohou byt ukazateli tispéSnosti 1écby ptipadné byt 1 jeji soucasti.
Dle jejich vyskytu mohou byt rozdéleny do dvou skupin na autoprotilatky spojené se
specifickymi nadory a na ty, které jsou spole¢né pro Siroké spektrum nadort [115]. Aby
mohly byt autoprotilatky pouZity jako diagnosticky, prognosticky ¢i teranosticky biomarker,
musi byt spolehlivé identifikovany a charakterizovany. K tomu lze vyuZit obsahly soubor

proteomickych technologii, které imunoproteomika zahrnuje [116].

1.3.1 Metody studia imunoproteomu

Technicky pokrok ve vyzkumu biomarkeri umoznil zdokonalit i pfistupy V analyze
proteini. Byly vyvinuty ¢i inovovany nejriiznéj$Si metody a techniky, které umoznuji
sekvenovat lidsky genom a separovat proteiny s vysokym rozliS§enim. Hmotnostni
spektrometry spolu s vykonnymi pocitaci a specializovanym softwarem umoznuji
charakterizaci, identifikaci a strukturni analyzu proteinti [117]. Kombinace téchto i dalSich

technik umoziiuje naptiklad porovnavat pfitomnost a hladiny protilatek u zdravych
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a nemocnych pacienttl, a tim i pfipadné dfive zaznamenat zmény, odehravajici se v organismu

[118].

Mezi nejzndméjsi techniky na bazi hmotnostni spektrometrie pro analyzu
imunoproteomu patii serologicka protecomova analyza. Metody vyuzivajici nukleové kyseliny
jsou oznacovany jako Serologickd analyza nadorovych antigenii za vyuziti cDNA knihovny
(SEREX) a fagové zobrazovani. Dale jsou vyuzivany technologie na bazi ¢ipt ¢i afinitni
chromatografie. ,,Screeningové* techniky na bazi nukleovych kyselin a proteinovych ¢ipech
nabizeji vysokou citlivost a eliminuji zkresleni vlivem abundantnich proteind. Jejich
nevyhodou je vSak nevhodnost pro prikaz posttranslacnich modifikaci. Naopak techniky
zalozené na hmotnostni spektrometrii jsou schopné posttranslaéni modifikace detekovat, ale
pouziti téchto metod Casto vyzaduje cilené vyhledavani a vétsi mnozstvi pacientského vzorku.

Metody na bazi MS jsou vsak nezastupitelné ve fazi identifikace antigenti [3].

Sérologicka proteomova analyza

Metodou pouzivanou pro profilaci autoreaktivity pacientského séra a pro identifikaci
antigenl asociovanych s nadorovymi onemocnénimi je sérologickd proteomova analyza
[119], dfive byla oznatovana PROTEOMEX. Tato metoda kombinuje dvourozmérnou

elektroforetickou separaci a hmotnostni spektrometrii s cilem identifikovat nadorové antigeny

[3].

Prvnim krokem metody SERPA je pievedeni vzorku 2D-elektroforézou na proteinovou
mapu. Western blotem je ziskdna membrana s ukotvenymi proteiny, kterd se poté inkubuje
S pacientskym sérem ¢i se smési kontrolnich sér pacientti [120]. Naslednou imunodetekci
vzniknou proteinové skvrny, které se objevi diky reakci enzym-substrat. Tyto skvrny jsou
porovnavany s proteinovou mapou na 2D gelu. Srovnanim lze identifikovat skvrny na gelu, ty
jsou poté vyriznuty a zpracovavany pro analyzu na MS. Pfiprava pied provedenim MS,
zahrnuje odbarveni, enzymatické nastépeni proteinti, odsoleni vzorki na kolonce a poté eluci
na MALDI desku [121]. Nedavno jiz byla pfedstavena i modifikovana SERPA, ktera vyuziva

jako zaklad dvourozmérnou diferenéni gelovou elektroforetickou separaci [3].

Serologicka analyza nadorovych antigeni za vyuZiti cDNA knihovny

Serologicka analyza nadorovych antigent za vyuziti CONA knihovny je technika ur¢ena
K izolaci antigenti asociovanych s nadory. Je zalozena na ,,imuno-screeningu® autoprotilatek

Vv sérech pacientl oproti knihovné vytvorené pomoci RNA, ktera pochazi z pacientova nadoru
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[122]. Cilem metody SEREX je identifikovat nadorové antigeny, které vyvolaly humoralné

I bunééné zprosttedkovanou imunitni odpovéd’ u pacientl s nadorovym onemocnénim [3].

Fagové zobrazeni

Serologicka analyza antigenii asociovanych s nadory pomoci fagového zobrazeni se
vyuziva pro ,,screening autoprotilatek u pacienti. Obdobné jako u metody SEREX, se i pfi
fagové zobrazeni pouziva cDNA knihovna, ktera se vytvaii z nadorovych bunéénych linii
[123]. Fagy spovrchové exprimovanymi peptidy, které reagovaly ptfi inkubaci s 1gG
pochazejicich ze sér pacientl, jsou vyizolovany. Jejich CDNA je sekvenovana
a identifikovana, coz napomuze k urceni reaktivniho peptidu — tj. antigenu asociovaného

s nadory [124].

Proteinové ¢ipy

Dalsi variantou pro prikaz a charakterizaci profili autoprotilatek jsou proteinové Cipy.
Vyuzivaji se k ,screeningu“ sér pacienti s autoimunitnimi ¢i nadorovymi onemocnénimi.
Vyhodou této metody je profilovani autoprotilatek v pribéhu progrese onemocnéni.

Kandidatni antigeny musi byt dale charakterizovany pomoci technologii zaloZenych na MS

13].

Afinitni profilovani proteinu

Metoda afinitniho profilovani (MAPPing) byla vyvinuta za ucelem identifikace
antigend, které se vyskytuji u pacientii s nddorovymi onemocnénimi a jsou rozpoznavany
autoprotilatkami. Je také vyuzivana pro prikaz proteini a identifikaci autoprotilatek. Tato
metoda kombinuje 2D imunoafinitni chromatografii, enzymatické Stépeni izolovanych

antigend, separaci vyslednych peptidu a identifikaci MS/MS [125].

1.3.2 Vyuziti imunoproteomické analyzy proteini v klinické praxi
Imunoproteomicky pfistup lze vyuzit 1 k identifikaci autoprotilatek u pacientli
S nejriiznéjSimi typy nddorovych onemocnéni. Bylo zjiSténo, Ze se autoprotilatky ve

skute¢nosti objevuji jesté pied projevem klinickych piiznaki pfi progresi nemoci [126].

Autoprotilatky jsou vyuzivané napiiklad v diagnostice nddoru tlustého stteva, zaludku,
prsu [127], plic [128], vajecnika [129], prostaty[130] a karcinomu hlavy a krku[131].

U dalsich onemocnéni, mezi ktera patii naptiklad karcinomu pankreatu ¢i jater [105], jsou

wevr
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Skupina, kterou vedl Takeo Sakurai, publikovala v roce 2011 studii, ktera se zabyvala
identifikaci protilatek v sérech pacientt s roztrouSenou sklerozou (RS) imunoproteomickymi
pristupy. Cilem studie bylo ziskat protilatky, které by mohly byt vyuzity jako biologické
markery pro toto onemocnéni.[132]. V ptfedchozich studiich bylo identifikovano nékolik
protilatek proti proteinim, mezi které patifi myelinovy oligodendrocytovy glykoprotein,
myelinovy bazicky protein, proteolipidovy protein, Nogo-A a protein 60 tepelného Soku.
Avsak nebyly identifikovany zadné autoprotilatky, které by umoznily odliSeni mezi pacienty
s RS a negativnimi kontrolami [133]. V nové studii byly proteomicky analyzovany protilatky
specifické pro pacienty s roztrousenou sklerézou. Analyzovano bylo 25 vzorkll od pacientli
s roztrousenou sklerozou, a dalsich 87 vzorkl od rizn€é nemocnych pacientt (s Parkinsonovou
chorobou, mirnou kognitivni poruchou a infekéni meningoencefalitidou), zafazeny byly
i negativni kontroly. Vzorky byly separovany 2D-gelovou elektroforézou, kterou nasledoval
Western blot a poté byla provedena imunodetekce. Veskera cilova mista, ktera reagovala
s protilatkami v séru z negativni kontroly, byla odeétena od téch, kterd vznikla reakci
s pacientskymi séry. Skvrny, které zbyly po ode¢teni, byly nasledné analyzovany hmotnostni
spektrometrii. Proteiny byly identifikovany pomoci softwaru MASCOT (Matrix Science)
s databazi NCBI. 2D imunoblotovanim po odecteni bylo identifikovano 35 skvrn, které
reagovaly s protilatkami v séru pacienti. Nejéastéji se vyskytovala skvrna s molekulovou
hmotnosti 67 kDa a pl 5,8, ktera byla identifikovana jako mitochondrialni protein 70
tepelného Soku (MtHSP70). Za G¢elem vyhodnoceni specifity protilatky anti-mtHSP70, byla
hodnocena prevalence této protilatky v sérech pacientll. Pozitivni vysledek byl detekovéan
u68% (17 z25) pacienti s RS, u ostatnich onemocnéni byla pod 30 %. MtHsp70 byl
imunoproteomicky identifikovan jako cilovy antigen pro pacienty s RS. Z ptedchozi studie je
znama také vysoka prevalence protilatek proti fosfoglycerat mutaze 1 (PGAML1). Vysledkem
této studie je navrh kombinovaného testu, ktery by stanovoval jak mtHsp70, tak i PGAMI,
test by byl vice specificky, nez pii pouziti jen jedné protilatky a mohl by byt uZiteCnou
diagnostickou metodou [132].

Rakovina vajec¢niktl je velmi problémové onemocnéni, protoze az do pokrocilé faze
byva asymptotické. V¢asna diagnostika v pocatecni fazi by zasadn¢ snizila imrtnost u tohoto
onemocnéni. Rakovinou vaje¢niki se zabyvala skupina M. Chatterjee, kterd pouzila ke
stanovovani autoprotilatek fagové zobrazeni [129]. O rok pozdéji skupina pod vedenim
P. Ramily provedla, s cilem identifikovat nové biomarkery, komplexni ,,screening™ profilu

autoprotilatek ovaridlniho karcinomu a také ,screening“ peptidi spojenych s hlavnim
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histokompatibilnim komplexem (MHC) prezentovanych na povrchu nadorovych bungk.
Analyzovano bylo dvacet vzorkii ziskanych od pacientek s diagnostikovanym primarnim
ovaridlnim karcinomem a dvacet kontrolnich vzorkii. Profily autoprotilaitek byly
identifikovany pomoci nativnich nadorovych proteint, které byly imunoprecipitovany
autoprotilatkami ze séra pacientii a kontrolnimi vzorky. Imunoafinitné ¢isténé vzorky byly
nejprve frakcionovany gelové permeacni chromatografii, nasledné separovany HPLC na
reverzni fazi a analyzovany pomoci MS. Poté byla data porovnavana s databazemi.
K charakterizaci repertoaru antigen indukujici T-lymfocyty pifi rakoviné vajecnikti byly
stanovovany epitopy MHC tfidy 1. Byly ziskané z povrchi rakovinovych bunék vaje¢nikt
a analyzovany hmotnostni spektrometrii. Analyza byla zaméfena na antigeny, které se
zapojuji do humoralni ibunééné imunity. Bylo zjisténo, ze tyto antigeny se podileji na
mnohych procesech, jako jsou replikace/transkripce (11 %), bunécna signalizace a rust
(40 %), kinazy (8 %), apoptoza (3 %), regulace bunééného cyklu (9 %) a bunécna adheze
(20 %). SkuteCnost, ze jsou antigeny soucasti rtznych cest, podporuje mysSlenku
multiantigenovych imunoterapeutickych vakcin, které by vyvolaly imunitni odpovéd’ proti

mnoha riznym aspektim funkce nadorovych bunék [134].

Dalsim onemocnénim, u kterého byly a jsou zkoumany pfitomné protilatky, je rakoviny
zaludku. Jiz dvé skupiny v roce 2005 a 2007 zkoumaly autoprotilatky anti-p53 [135, 136].
Tuto problematiku fesi i skupina Yanga Liana, ktera zaméfila svij vyzkum na identifikaci
sérovych markerii pro diagnostiku. Pro analyzu byla pouZita technologie na zakladé
proteinovych Cipti. Pro diagnézu se jiz fada biomarkert pouzZivd, nemaji vSak dostatecnou
senzitivitu a specifitu a proto byla analyza zaméfena na autoprotilatky. Soubor vzorki
obsahoval 1401 sér, 537 pacientskych, 550 negativnich kontrol a 314 vzorkd od pacientd,
kteti trpi jinymi onemocnénimi Zaludku. Jednotlivé vzorky byly v dubletu analyzovany na
proteinovych Cipech. Byly stanoveny Ctyfi proteiny: protein COP podjednotka 2 (COPS2),
protein CTSF, ekto 5'-nukleotiddiza (NTS5E), telomericky faktor vazebného opakovani
(TERF1), které byly vyznamnéji vazany autoprotilatkami pacienti neZ negativnimi
kontrolami. Na 300 vzorcich od pacienttl s rakovinou zaludku byla v dal$ich fazich testovana
schopnost stanovenych biomarkerti piedpovédét stav pacienta v zavislosti na autoprotilatkach.
Nizké sérové hladiny protilatek proti COPS2, CTSF, NTS5E, TERF1 byly spjaty
S nepfiznivym stavem. Pacienti s vysokou hladinou autoprotilatek meéli vyrazné lepsi

prognostickou diagnézu. Tyto nové stanovené proteiny maji potencial byt biomarkery
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rakoviny Zzaludku, protoze vykazuji vyssi citlivost a specifitu nez markery dosud bézné

pouzivané [137].

U pacientti s MM bylo jiz analyzovano nékolik potencialnich diagnostickych markerd.
Jednim z TAA, ktery byl zkouman je neuron-specificka enolaza (NSE), kterou zkoumala
skupina H. Yanga. Do studie bylo zatazeno 52 sér od pacienti s MM a 67 kontrolnich sér.
Bylo prokazano, ze po nékolika cyklech chemoterapie spolu s vymizenim plazmatickych
bunék zkostni dfené, byla snizena i hladina NSE v séru a vratila se k fyziologickym
hodnotam. V této studii mélo 34 z 52 pacientii vySetienych na MM zvysSené hladiny NSE pii
pocatecni detekci. Po chemiterapii vykazovaly hladiny u vSech pacientd klesajici tendenci
[137]. Mezi dalsi identifikované TAA cile patii adiporfilin a HSP90s [138]. Luetkens a jeho
skupina stanvili a ovéfili primarni autoprotilatky SSX-2 a NY-ESO-1, které pisobi proti
intracelularnim MM-specifickym nadorovym antigenim. Jedna se 0 funkcni autoprotilatky,

ale objevuji se vzacné [139].
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Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové pace bylo zavést elektroforetické techniky pro analyzu
proteini a optimalizovat barvici techniky pouzité k vizualizaci separovanych proteint. Mezi

dalsi kroky patii imunodetekce a identifikace proteind.

Seznam cila diplomové prace:

- pouziti elektroforetickych technik a Western blot metody pro analyzu proteint,

- zavedeni a optimalizace barvicich technik pro detekci proteinti pfenesenych na
membranu,

- zavedeni dvourozmérné elektroforetické techniky pro separaci bunécnych proteinti
s naslednou imunodetekei,

- zavedeni metod pro analyzu imunoproteomu a prikaz specifickych (auto)protilatek

U pacientd s mnohoc¢etnym myelomem v remisi.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pristroje a pomiicky:

- analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, G6ttingen, Némecko)
- aparatura pro diskontinudlni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)
- aparatura pro semi-dry (polosuchy) blotovaci pienos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)
- automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- blotovaci membrana Immun-Blot® PVDF membrane, porozita 0,2 um (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)
- blotovaci membrana Trans-Blot® Transfer Medium, Pure nitrocelullose membrane,
porozita 0,2 um (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
- fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System obsahujici CCD kameru s Image Lab™
softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
- gelové prouzky s imobilizovanym gradientem pH Immobiline™ DryStrip pH 3-10 NL,
7 cm (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
- hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)
- magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
- mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
- predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
- stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)
- spektrofotometr LabSystems Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA)
- svatecka folii Freshie 1762 (Eta, Praha, CR)
- $picky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- topné hnizdo Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)
- tiepacky:
o Mini-Rocker MR-1 (BioSan SIA, Riga, Loty$sko)
o Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, LotySsko)
o PMS-1000i Microplate Shaker (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)
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o Vortex mixer - Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy)
o Termo-Shaker TS-100C (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)
o Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)
koncentrator plus 5305 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)
zatizeni pro isoelektrickou fokusaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)
zdroj napéti — Power-pac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

2.2 Seznam chemikalii a reagencii

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

4x Laemmli vzorkovy pufr (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Acetonitril (Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

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

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

Amidogern (Lachema, Neratovice, CR)

Amoniak vodny roztok 26% (Lach:ner, Neratovice, CR)

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

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

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

Citrat sodny (Penta, Chrudim, CR)

Cervena krevni stl (Penta, Chrudim, CR)

DeStreak Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

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

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod zkratkou DTT
Dodecylsulfat sodny (Lachema, Neratovice, CR) - v textu uvadén pod zkratkou SDS
Dusiénan st¥ibrny (Penta, Chrudim, CR)

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

Etanol (Lachema, Neratovice, CR)

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

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

Glycerol (Penta, Chrudim, CR)

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

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

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

Hydrogenuhli¢itan amonny (Lachema, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (Lach:ner, Neratovice, CR)

Jodacetamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) - v textu uvadén pod zkratkou IAA
Koloidni zlato (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Konjugat - anti-human 1gG (whole molecule) — Peroxidase, antibody produced in goat —
A8667 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina citronova bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

Metanol (Lach:ner, Neratovice, CR)

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

Mocovina (Lach:ner, Neratovice, CR)

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

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

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

Odtuénéné susené mléko (Aditiva CZ, Praha, CR)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

Ponceau S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Siran Zeleznaty (Lachema, Neratovice, CR)

Smés amfolyti Pharmalyte™ pH 3 — 10 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
Smés amfolyti Pharmalyte™ pH 8 — 10,5 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
Substrat pro imunodetekci Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)
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- TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

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

- Thiosulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US)

- Trifluoroctova kyselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

- Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Modifikovany trypsin pro sekvenovani (Promega, Madison, W1, USA)

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

- o-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

- B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

2.3 Vzorky a bunécné linie

Pouzité lidské nadorové bunééné linie:

Adherentni:
- SKBR3 pochazejici z epitelialnich bun¢k adenokarcinomu prsu
- A549 pochazejici z epitelialnich bunék karcinomu plic
Suspenzni:
- Raji pochézejici z B-lymfocytii izolovanych u pacienta s Burkittovym

lymfomem
- HEL92.1.7 pochazejici z erytroblasti izolovanych od pacienta s erytroleukémiti
-  RPMI pochézejici z B-lymfocytl izolovanych od pacienta s mnohocetnym
myelomem
Pouzita séra:

Pouzili jsme 9 sér od pacienti s MM s paraproteinem tiidy IgG. Veékovy median
pacientd je 66 let, vSichni jsou ve fazi dlouhodobé kompletni remise ajiz se u nich
paraprotein v séru nevyskytuje.

Séra pro negativni kontrolu byla ziskana od 8 darct, ktefi nemaji Zadné nadorové ani
autoimunitni onemocnéni. Median darci je 66,5 let. Séra byla pouzita jako smésny vzorek, ve

kterém jsou séra zastoupena stejnym objemem.
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2.4 Priprava bunécéného lyzatu

Roztoky:
- Lyza¢ni pufr (RIPA) pro 1D elektroforetickou separci:

o 50mM Tris-HCIpH 7,4
o 1% Triton X-100
o 0,1% SDS
o 150 mM NaCl
o 2mMEDTA
- Lyza¢ni pufr pro 2D elektroforetickou separaci:
o 7 M mocovina
o 2 M thiomocovina
o 4% CHAPS
o 1%DTT
o 0,2 % Pharmalyte (3-10)
o 1mMPMSF

Piiprava buné¢ného lyzatu pro 1D elektroforetickou separaci:

K peleté, ktera obsahuje 5 x 10° bundk a byla vyjmuta z mrazaku s teplotou -80°C, je
ptidano 400ul lyzaéniho pufru RIPA a poté roztok PMSF, tak aby jeho vysledna koncentrace
byla 1 mM. Vse je promichano a pfeneseno do mikrozkumavky. Po opétovném promichani
jsou bunky v lyza¢nim pufru asi 30 s sonikovany, a tak dojde k jejich rozruseni. Nasledn¢
jsou rozruSené buiky centrifugovany 10 minut pii otackach 10 000 g. Poté je roztok
S proteiny odpipetovan od pelety do nové mikrozkumavky. Béhem jednotlivych krokl je

mikrozkumavka s buiikami uloZena v boxu s ledem.

Piiprava bunééného lyzatu pro 2D elektroforetickou separaci:

Cerstvé pfipraveny bundény lyza¢ni pufr pro 2D elektroforézu (400 pul) je ptidan
k peletd vybrané bundené linie (5 x 10° bungk), kterd byla zmrazena na -80°C. Nasledujici
postup promichani a sonikace je obdobny jako pro piipravu bunécného lyzatu na 1D

elektroforézu.

55



2.5 Metody stanoveni koncentrace proteint

2.5.1 Bicinchoninova metoda pro stanoveni koncentrace proteint

Roztoky:

- Standard (zasobni roztok): 7,5 mM BSA
- Kalibra¢ni fada (Tab. 6)
- Pracovni roztok: Micro BCA™ Protein Assay Kit

Postup:

O

reagencie MA : MB : MC (25:24: 1)

Do mikrotitra¢ni desticky jsou nejprve Vv dubletu napipetovany jednotlivé body

kalibra¢ni fady (150 pl/ jamku) dle tabulky 6. Poté je do jamek, kde budou slepé vzorky

(blanky), napipetovano 149 ul nebo 148 ul ddH,0. Do téchto jamek jsou nasledné piidany

1¢i 2 ul vzorku, ke slepym vzorkiim 1 ¢i 2 ul lyza¢niho pufru, tak aby vysledny objem

Vv jamce byl 150 pl. K takto napipetovanym vzorkd, slepym vzorkiim a kalibra¢ni fad¢ je

ptidano 150 pl pracovniho roztoku/jamku a dobie promichano. Mikrotitra¢ni desticka je

nasledné 2 hodiny inkubovéna pti 37°C a poté proméfena na spektrometru pii 562 nm.

Tabulka 6: Kalibra¢ni fada - fedéni

Vysledna koncentrace

Objem zasobniho

Objem ddH,0

© (ng/ml) roztoku (ul) (ul)
1. 0 0 500
2. 1 1 499
3. 2 2 498
4. 5 5 495
5. 10 10 490
6. 20 20 480
7. 40 40 460
8. 60 60 440
9. 80 80 420
10. 100 100 400

2.5.2 Stanoveni koncentrace proteini dle Bradfordové

Roztoky:

- Standard (zasobni roztok): 7,5 mM BSA
- Kalibrac¢ni fada (Tab. 6)

- Bradfordovo ¢inidlo
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Postup:
Obdobn¢ jako u Bicinchoninové metody, je do mikrotitraéni desticky v dubletu

napipetovano 150 pl/jamka od kazdého fedéni kalibra¢ni fady. Stejnym zplsobem jsou
nadavkovany vzorky i slepé vzorky. K 150 pul v kazdé jamce je ptfiddno 150 ul Bradfordova
¢inidla. Nasledné jsou napipetované smési 10 minut inkubovany pfi laboratorni teploté a poté

promé&feny na spektrometru pti 595 nm.

2.6 Polyakrylamidova gelova elektroforeticka separace v prostiredi SDS

Roztoky:
- Roztok A: 30% smés akrylamidu a N,N"-methylenbisakrylamidu

- Roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

- Roztok C: 1 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

- Roztok D: 10% roztok SDS (dodecylsulfat sodny)

- Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

- TEMED

- Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS

- Laemliho vzorkovy pufr s merkaptoetanolem (pomér 9:1)

Postup:

Ptislusna skla pro vytvofeni geld o tloust’ce 0,75 mm ¢i 1 mm je nutné nejprve ocistit
lihem. Poté je tfeba sestavit aparaturu tak, aby skla v drzaku byla spravné vloZena a zajiSténa
ve stojanu, ve kterém probiha nalévani a polymerace geld.

Smés pro délici gel (Tab. 7) vznikne smichanim vody a roztokid A, B, D, jako posledni
jsou do smési piidany roztok E (persiran amonny) a TEMED, protoze po jejich aplikaci je
zahajena polymerace. Tato smés pro délici gel se po promichani opatrné nanasi mezi skla.
Polymerujici délici gel je tfeba prevrstvit vodou ¢i butanolem protoze vzdusny kyslik
polymeraci inhibuje. Gely se nechaji tuhnout asi 20 minut. Po uplynuti potifebné¢ho casového
intervalu jsou voda ¢i butanol odsaty filtratnimi papiry a je mozné aplikovat druhou vrstvu
gelu. Smés zaostiovaciho gelu je piipravena z vody a roztoki A, C, D, TEMED a jako
posledni je ptidan roztok E. Po zamichani smési a jeji aplikaci mezi skla az po okraj je rychle
vlozena vhodna Sablona. Polymerace trva asi 20 minut. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu jsou
skla s gelem opatrné vyjmuta ze stojanu i drzaku, upevnéna do stojanu s elektrodami
a prenesena do elektrodové vany. Zde je gel zalit elektrodovym pufrem, a po vyjmuti Sablony

jsou jamky opatrné pufrem promyty. V této fazi je gel pfipraveny na aplikaci vzorkd. Kvili
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redukci disulfidickych mustk je nejprve Laemmliho vzorkovy pufr smichan s f-

mercaptoetanolem tak, aby kone¢na koncentrace pridavaného [-mercaptoetanolu byla

355 mM (pomér 1 :9). Poté je pufr pfidan ke vzorkam, tak aby byl vysledny pomér vzorku

apufru 3:1. Takto pfipravené vzorky jsou promichany a vlozeny do termobloku, ktery je

nastaven na 100°C, kde se 3 minuty povaii k dokonceni denaturace proteind.

Na gel je nasledné¢ aplikovano 10 ¢i 15 ul vhodné nafedéného vzorku (obsahuje

10a 15 pg celkového proteinu) smichaného se vzorkovym pufrem a 4 pl standardu

molekulovych hmotnosti. Po nadavkovani je vana uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji, kde

je nastaveno konstantni napéti 180V a proud 30 mA/na gel. Piiblizna doba separace

proteinovou elektroforézou je asi 50 minut.

Tabulka 7: Piiprava polyakrylamidového gelu

12% délici gel

5% zaostirovaci gel

destilovana voda 1,68 mi 1,4 ml
roztok A 2,0ml 0,330 ml
roztok B 1,25 ml X
roztok C X 0,250 ml
roztok D 0,05 ml 0,02 ml
roztok E 0,05 ml 0,02 ml
TEMED 0,002 ml 0,002 ml

2.7 Dvourozmérna elektroforeticka separace

- RTS-D rehydrata¢ni roztok:

Roztoky:
©)
@)
@)
©)
©)

o

6 M mocovina

2 M thiomoc¢ovina

4% CHAPS
40 mM Tris
1,2% DeStreak

10 pl zésobniho roztoku 1% bromfenolové modrie

- Ekvilibraéni roztok:

o

o

o

@)

6M mocovina
30% glycerol
0,07M SDS

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

- 0,5% agarodza v elektrodovém pufru s bromfenolovou modii
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Pomticky:
- filtra¢ni papirky Protean IEF systém-Electrode wicks (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Postup:

1. den: Sedmicentimetrové stripy spH rozmezim od 3 do 10 je tfeba nejprve
rehydratovat. Na dno plastové naddobky je naneseno 140 pl smési, kterd vznikla smichdnim
bunécného lyzatu a rehydratacniho roztoku 3 : 4 a také pfidavkem dvou roztokli Pharmalytt
opH 3-10 (1,3 pul) a pH 8-10,5 (0,65 ul). Na naddvkovany roztok je opatrné polozen gelem
dolu strip tak, aby pod nim nezustaly bublinky. Nasledné je pfevrstven mineralnim olejem.

Stripy jsou nechany hydratovat asi 18 hodin pfi teploté 20°C.

2. den: Po no¢ni hydrataci je strip oplachnut, osusen a pies namocené filtracni papirky
polozen na elektrody ve spravné polové orientaci. Poté je prevrstven minerdlnim olejem
vlozen do pfistroje, ve kterém probiha isoelektricka fokusace pii nastaveni dle tabulky 8.
Doba separace je asi 8 hodin, béhem jednotlivych krokt by hodnota proudu na jednotlivych
stripech neméla ptesahnout 90 pA, idealni je asi 50 pA. K ukonceni IEF mize dojit, az
hodnota volthodin na pfistroji dosdhne rozmezi 9 000 — 10 000 Vh. Poté je strip oplachnut,

osusSen a pro uchovani zamrazen.

3. den: Po vyndani z mrazaku je IPG strip ekvilibrovan nejprve 15 minut v 1% DTT
v ekvilibratnim roztoku na tfepacce, poté je oplachnut a osusen. DalSich 15 minut je strip
ekvilibrovan na tfepacce ve tmé& v 4% IAA (s ekvilibranim roztokem). Mezitim jsou
pfipravena skla s 1 mm tloustkou pro gel. Je ptipraven 12% délici gel (Tab. 6), ktery je
prevrstven butanolem. Po prob&hnuté polymeraci je butanol odsat filtraénim papirem
a prevrstven 5% zaostfovacim gelem, do n¢hoZ je zasunuta Sablona pro 2D-elektroforézu. Po
ztuhnuti jsou skla s gelem vloZena do stojanu, pienesena do elektroforetické vany a zalita
elektrodovym pufrem. Sablona je opatrné vyjmuta a gel proplachnut. Nasledné je pipetou
odsat elektrodovy pufr z prostoru mezi gely az pod kryci skla. IPG stripy jsou oplachnuty,
osuSeny a zasunuty mezi skla gelem ke kratsi strané. Kovovymi kopisty je strip zasunut az
ke gelu, tak aby mezi stripem a gelem nezlstala zadna bublinka a (+) konec stripu byl v levém
rohu, hned vedle jamky pro standard molekulovych hmotnosti. Filtranimi papiry je Opatrné
odsat pufr nad stripem a poté je prostor zalit 0,5% agardzou s bromfenolovou modfi. Jako
posledni je nadavkovan standard molekulovych hmotnosti. Poté je jiz elektroforeticka vana
uzaviena a piipojena ke zdroji napéti. Prvnich 5-10 minut probiha separace pti napéti 60 V.

Poté je hodnota napéti zvySena na 180 V, proud je nastaven 30 mA na gel. Separace proteint
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probiha pfiblizn¢ hodinu. Po probéhnuti elektroforetické separace jsou skla s gely vyjmuty

Z aparatury a je mozné je barvit ¢i preblotovat na membranu.

Tabulka 8: Nastaveni IEF

Krok Celkové napéti Cas/ doba
¢. 1 150 V 2h
¢.2 300V 1h
¢.3 900 V 1h
¢. 4 2100V 1h 20 min
¢.5 3500V 1h
¢.6 3500 V 1h
¢.7 3500V 4 500 Vh

2.8 Vizualizace proteini pomoci UV zareni

Akrylamidovy gel TGX Stain Free je oproti klasickému gelu pro SDS-PAGE pfipraven
rychleji. Jednodussi piiprava je mozna diky komerénim roztokiim, které se pouze smichaji dle
tabulky 9 a naliji mezi skla. Po probéhnuti elektroforézy je tieba gely vlozit do stanice a dle
manualu vyrobce UV zafenim aktivovat reakci tryptofant v proteinu s trihalokompozitami.
Poté 1ze proteiny vyfotografovat. | v ptipad¢ nasledného transferu je mozny UV prikaz

proteinli pomoci stanice.

Tabulka 9: Piiprava TGX Stain Free gelu

Délici gel/ 1 gel

Zaostiovaci gel/ 1 gel

R roztok Al 2ml -

R roztok B1 2ml -
Stacker A2 - 1ml
Stacker B2 - 1ml
TEMED 2 ul 2 ul
10% persiran amonny 20 pl 10 pl

2.9 Vizualizace proteinti na gelu po elektroforetické separaci

Po probéhnuti gelové elektroforézy je tfeba proteiny vizualizovat. Lze pouzit rizné
metody barveni gelti — barviva, kovové ionty ¢i fluorescen¢nimi barvivy. Metoda je volena
dle druhu vazby, citlivosti prikazu proteini ¢i dle nasledujiciho pouziti, napiiklad

kompatibility s hmotnostni spektrometrii.
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2.9.1 Barveni gelii Coomassie Brilliant Blue
Roztoky:
- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol

- roztok Bio-Safe Coomassie G- 250

Postup:
Po probéhnuti elektroforetické separace je gel vyjmut z aparatury a pienesen do nadoby,

kde je nejprve 30 minut fixovan roztokem 5% kyseliny octové a 50% etanolu. Poté je dvakrat
po 15 minutdch promyvan v destilované vodé. Na tento krok navazuje jiz samotné barveni
roztokem Bio-Safe Coomassie G- 250. Inkubace probiha v asi 30 ml roztoku, mnozstvi se
vSak odviji od velikosti nadoby, barveni probihda minimaln¢ 30 minut. Dle vizudlniho

hodnoceni nasleduje n¢kolikrat opakované odbarvovani destilovanou vodou.

2.9.2 Barveni geli dusi¢nanem stfibrnym
Roztoky:
- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol
- 10% roztok glutaraldehydu
- Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,05% formaldehyd
- Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova
- Roztok amoniakalniho stiibra: 20% vodny roztok dusi¢nanu stiibrného je postupné
ptikapavan ke smési destilované vody (21 ml), vodného roztoku amoniaku (1,4 ml)
a 9 M hydroxidu sodného (239 pl) az do doby vzniku svétle bézoveé-hnédého zakalu.
Poté je roztok doplnén na 100 ml destilovanou vodou. Toto mnoZstvi vystaci pro
barveni 3-4 gell. Roztok je pfipravovan tésné pred pouzitim.
Postup:

Po dokoncené elektroforetické separaci je gel vloZzen do nadoby a proplachnut
destilovanou vodou. Nasledné je ptidan fixac¢ni roztok a pfenesen na tfepacku, kde je gel
hodinu fixovan. Variantou tohoto zkracené¢ho kroku je fixace ptes noc pii 4°C. Po hodiné (¢i
noci) je gel 30 minut na tfepacce rehydratovan v destilované vodé, poté probiha 30minutova
inkubace s10% glutaraldehydem. Na tento krok navazuje 10 minutové promyvani
destilovanou vodou, které se 6x opakuje. Po této fazi je aplikovan roztok amoniakdlniho
stiibra, inkubace trva 14 minut. Nasleduje rychlé oplachnuti destilovanou vodou a aplikace

vyvolavaciho roztoku, kdy za mirného tfepani dochazi k postupné vizualizaci proteinii na
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gelu. Kdyz barveni dosdhne pozadované intenzity, je vyvolavani ukonceno slitim roztoku

a pridanim ustalovaciho roztoku, ve kterém je pii 4°C gel mozné i skladovat.

2.10 Semi-dry Western blot s naslednou imunodetekci

Roztoky a reagencie:

PBS-T,pH 7,4
o 137 mM NaCl
o 2,7mM KCI

o 1,47 mM KH3PO4

o 8,1 mM Na;HPO, - 12H,0

o 0,1% Tween
- Blokovaci roztok: 5% susené odtu¢néné mléko v PBS-T
- Redici roztok pro primarni protilatku a konjugat: blokovaci roztok
- Transferovy roztok (Towbin):

o 25mM Tris

o 192 mM glycin

o 20% metanol
- Primarni protilatka: pacientské sérum ¢i NK (fedéni 1 : 500)
- Konjugat: anti-human IgG (fedéni 1 : 5 000)
- Substrat: Clarity Western ECL Substrate

Postup:
Protokol semi-dry western blotu ptimo navazuje na proteinovou elektroforézu 1D ¢&i 2D.

Vzhledem k navaznosti je vhodné jiz pii elektroforetické separaci provést dvé drobné zmény.
Prvni je zména standardu molekulovych hmotnosti, po pozdé;jsi snaz§i manipulaci je pouZivan
barevny standard molekulovych hmotnosti Dual Color. Druhou zménou je prodlouZeni ¢asu,
po ktery elektroforetickd separace probihd, ato tak, aby barvivo, které je pfidané do
vzorkového pufru a tvofi vedouci linii, opustilo gel. Timto krokem se pfedejde ruseni pii

pozdéjsim barveni a imunodetekci.

1. den: Po probéhnuti elektroforetické separace je gel vyjmut z aparatury, oplachnut
destilovanou vodou a vlozen do transferového roztoku. Do transferového roztoku jsou také
namoceny tlusté¢ filtraéni papiry a také membrany (NC/PVDF), ustfizené pro spravnou
velikost dle sablony. V pfipadé PVDF, je membrana nejprve ponoiena do metanolu, aby byla
1épe smacitelna v transferovém pufru.
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Viko aparatury pro semi-dry WB je tfeba odklopit a odstranit vrchni elektrodu - katodu.
Na spodni elektrodu — anodu, je nejprve vlozen mokry silny filtra¢ni papir, ktery je uhlazen
pomoci valecku, tim dojde k vytlaceni pfipadnych vzduchovych bublin. Nasledné je filtra¢ni
papir prekryt membranou a na ni je pienesen gel, ktery je také uhlazen valeckem. Vse je
zakryto druhym silnym filtraénim papirem smocCenym v transferovém roztoku a opét
uhlazeno. Veskeré potfebné komponenty jsou postupné vrstveny, tak aby zadna
neptesahovala ptes okraj prvniho filtracniho papiru. Poté jsou vraceny zpét vrchni elektroda
a kryt aparatury. Po pfipojeni ke zdroji napéti probiha transfer po dobu jedné hodiny pii
napéti 12V a 0,3 A/ na gel. Béhem transferu je pfipraven blokovaci roztok (cca
50 ml/membranu), do kterého je membrana po dokonéeni transferu pfesunuta a je v ném
hodinu promichdvéana na tfepacce. Po okapani membrany je membrana inkubovéana s primarni

protilatkou (fedénd blokovacim roztokem) do druhého dne na rotatoru pii 4°C.

2. den: Po no¢ni inkubaci je membrana 4x po 5 minutach promyvana PBS-T pufrem
a nasledné hodinu inkubovana s konjugatem na rotatoru. Poté je 6x po 5 minutdch promyvana
po roztokem PBS-T. Béhem promyti je pfipravena ¢tvercova nadoba s parafilmem, na ktery je
nasledné¢ membrana po lehkém osuSeni pienesena. Poté je membrana pievrstvena 3 ml
substratu (smichané¢ho 1:1) a 5 minut inkubovana. Po osuSeni je membrana vloZena do

fotografovaci stanice a jsou potfizeny snimky.

2.10.1 Opakovana imunodetekce na membrané
Aby bylo mozné membranu pouzit pro imunodetekci opakované, je tfeba z ni odstranit

navazané protilatky.

Roztoky:

- 100mM glycin-HCI pufr, pH 2,6

- PBS-T, pufrpH 7,4
Postup:

Membrana je 30 minut na tfepacce inkubovéna v glycinovém pufru, aby doslo

K odstranéni navazanych protilatek. Nasledné je 2 x 10 minut promyvana v PBS-T pufru.
Poté je hodinu blokovéana v 5% roztoku odtu¢néného mléka a poté dalsi hodinu inkubovéana
S primarni protilatkou pfi laboratorni teploté. Po tomto kroku protokol navazuje na

2. pracovni den protokolu imunodetekce u Western blotu (3.10.)
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2.11 Vizualizace proteinii na membrané po Western blotu

2.11.1 Barveni koloidnim zlatem
Roztok:

- Barvici roztok koloidniho zlata (komerc¢ni)

- TBS-T,pH=75
o 20 mM Tris
o 500 mM NaCl

o 0,3% Tween
Postup:
Po probéhnuti Western blotu je membrana 3x po 10 minutich promyta v TBS-T pufru.
Nasleduje promyvani v redestilované vodé po dobu 3x 10 minut. Po hodinové inkubaci

Vv roztoku koloidniho zlata je membréna 3x 2 minuty promyvana redestilovanou vodou.

2.11.2 Barveni Ponceau S
Roztok:
- Barvici roztok Ponceau S:

o 0,1% Ponceau S

o 5% kyselina octova
Postup:

Membrana je po transferu 3x 20 minut promyvana redestilovanou vodou. Nésleduje

30minutova inkubace s roztokem Ponceau S, poté je dle vizudlniho hodnoceni nékolik minut

odbarvovana redestilovanou vodou.

2.11.3 Barveni koloidnim stfibrem
Roztok:
- Barvici roztok koloidniho stiibra:
o 40% citrat sodny
o 20% siran Zeleznaty
o 20% dusicnan stiibrny
- Odbarvovaci roztok:
o 50 mM thiosulfat sodny

o 15 mM hexakyanozelezitan draselny

Nejprve je membrana promyta destilovanou vodou 3x po 5 minutach. Poté je vloZena

do roztoku koloidniho stiibra a inkubovana asi 10 minut. Po oplachu destilovanou vodou je
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vyfocena. Nasledné¢ je membrana promichévana v odbarvovacim roztoku, az je barva zcela

vymyta. Nasledn¢ je membrana dikladné promyta (3x 5 minuti) destilovanou vodou.

2.11.4 Barveni Coomassie Brilliant Blue
Roztoky:
- roztok Bio-Safe Coomassie G- 250
- Odbarvovaci roztok
o pro PVDF membranu: 16,7% kyselina octova + 50 % metanol
o pro NC membranu: 5% kyselina octova + 50% etanol
Postup:
Po imunodetekci je membrana promyta 3x 5 minut destilovanou vodou. Inkubace
s Coomassie Brilliant Blue probiha nasledujicich 25 minut, po kterych je membrana 40 minut

odbarvovana.

2.11.5 Barveni amidocerni
Roztoky:
- 0,1% roztok amidocerné
- Odbarvovaci roztok: 16,7% kyselina octova + 50% metanol
Postup:
Membranu je po dokonc¢ené imunodetekci nutné 3x po 5 minutich promyt destilovanou
vodou. Poté je 5-10 minut inkubovana s 0,1% vodnym roztokem amidocerni a nakonec je 5 —

7 minut odbarvovana, aby doslo k odmyti barvy z pozadi.

2.12 Stépeni proteini v gelu
Roztoky:
- 100 mM NH4HCO3;
- 10mM DTT v 100 mM NH4HCO4
- 55mM IAA v 100 mM NH4HCO;
- 100% acetonitril
- 0,1% kyselina trifluoroctova
- odbarvovaci roztok: 50% acetonitril + 50 mM 100 mM NH4HCO;
- extrakéni roztok: 60% acetonitril + 2% kyselina mravenci

- roztok trypsinu: 10 ng/ul trypsinu v 10 mM NH4HCOj3 s obsahem 10% acetonitrilu
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Postup:

1. den: Z obarveného 2D gelu je skalpelem vyfiznuta skvrna, tedy ¢ast gelu vybrana pro
analyzu, kterd obsahuje zkoumany protein. Poté je gel pfenesen do mikrozkumavky
a v ptipadé vétsiho kusu rozdrcen na mensi ¢asti. K takto pfipravenému gelu je ptidano 100 pl
odbarvovaciho roztoku a asi 30 minut je s roztokem inkubovan. Pokud po inkubaci nedojde
k odbarveni gelu, postup se opakuje. Nasledné je do mikrozkumavky piidano 500 pl 100%
acetonitrilu a gel je inkubovan tak dlouho, doku neni zcela bily. Zbyly roztok je odsén a misto
n¢j je ke vzorku pfidan 10 MM DTT 40 ul. Mikrozkumavka je pienesena do vyhfivané
ttepacky, kde probihd 30 minut inkubace pii 60°C. Poté je opét piiddno 500 ul 100%
acetonitrilu a gel je v roztoku inkubovan, dokud nezbéla. Roztok je odsat a nahrazen 55 mM
IAA 40 pl. Nasleduje 30minutova inkubace v temnu ve tfepacce pii laboratorni teploté.
Dalsim krokem je piidani 100% acetonitrilu (500 ul), se kterym je gel inkubovan, dokud neni
zcela bily, poté je roztok odsat. Takto ptipraveny gel je nasledné 30 minut v lednici ¢i na ledu
inkubovan s 20 pl roztoku trypsinu, aby se do gelu trypsin nasal. V ptipadé, ze by po uplynuti
doby inkubace nebyl gel zcela ponofen v roztoku, je krok opakovan. Poté, co je ptidano 5 ul

100 mM NH4HCOg, jsou mikrozkumavky ulozeny ve vyhiivané tfepacce pii 37°C pfes noc.

2. den: Po no¢nim nastépeni je odebran roztok s proteiny do novych mikrozkumavek.
Poté jsou k nému pfidany 3 ul 5% trifluoroctové kyseliny (TFA), aby doslo k okyseleni

vzorku, nasledné jiz muze byt zpracovan pro analyzu pomoci MS.

Gel v ptavodni mikrozkumavce je 15 minut pii 37°C inkubovan s 50 ul extrakéniho
roztoku ve vyhfivané tfepacce. Extrahované peptidy z gelu se vysusi na koncentratoru a poté
jsou okyseleny ptfidavkem 15 pul 0,1% TFA. V této fazi jiz mohou byt vzorky pfipravovany
k MS analyze.

2.13 Odsoleni vzorki pomoci mikrokolonek a pi‘imé naneseni vzorku na
MALDI desticku

Roztoky:
- 0,1% kyselina trifluoroctova

- 80% acetonitril v 0,1% TFA

- 100% acetonitril

- roztok matrice: kyselina skoticova 3mg/ml v 60% acetonitrilu/0,1% TFA
- zasobni roztok POROS Oligo R3 faze
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Postup:

Nejprve je tiecba vyrobit kolonku. Konec GELoader $picky je opatrné stlacen tak, aby
byl plochy a nedochdzelo k uvoliovani faze. Do takto pfipravené Spicky je napipetovano
12 ul zasobniho roztoku POROS Oligo R3 faze, ktera je nasledné protlacena skrz ptipraveny
GELoader. Pokud je $pic¢ka spravné stlatena, faze se zachyti a usadi se po délce asi 1,5 cm

nad koncem Spicky. V piipadé kratkého useku faze, musi byt piidana dalsi.

Takto pripravena kolonka je promyta 10 pul 80% acetonitrilu/0,1% TFA tak, ze je roztok
napipetovan do GELoaderu a protla¢en skrz. Nasledn¢ je kolonka promyta 15 ul 0,1% TFA,
asi poslednich 5 pl je ponechdno nad fazi, aby nevysychala. Poté je jiz ddvkovéano 25 pl
okyselen¢ho vzorku a opatrné protlaceno skrz. Vzorek, ktery se v kolonce nenavazal, je
odmyt 15 pul 0,1% TFA. Eluce navazaného vzorku prostiednictvim 1,5ul roztoku matrice
probiha piimo na MALDI desticku, na kterou je protlacena skrz fazi. Po pozvolném zaschnuti

roztoku na desticce je vzorek piipraven k MALDI-MS analyze.

2.14 MS analyza (provedena pracovnikem katedry)

Analyza vzorku pfipravenych podle postupu uvedeného v kapitole 2.13 byla provedena
na hmotnostnim spektrometru LTQ Orbitrap XL s MALDI ionizaci. M¢feni probihalo
V pozitivnim modu pii rozliSeni 60000 (FWHM pro m/z 400). Ziskana data byla nasledné
exportovana pomoci softwaru Thermo Xcalibur (v2.1.0; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) a piky extrahovany v softwaru mMass (v5.5.0). Takto ziskdna data
porovnana metodou peptidového mapovani s vyuzitim nastroje MS-Fit (ProteinProspector
v5.22.0) proti databazi Swiss-Prot (z data 2017/11/01) pro organismus Homo sapiens.
Databazové vyhledavani v MS-Fit bylo provedeno s uzitim trypsinu jako proteolytického
enzymu s jednim moZznym vynechanym S$tépenim, peptidovd hmotnostni tolerance byla
nastavena na £10 ppm. Jako povolend fixni modifikace byla nastavena karbamidomethylace
cysteinu. Jako variabilni, acetylace na N-konci proteinu, kyselina glutamova na
pyroglutamovou na N-konci peptidu a oxidace methioninu. Vysledky byly nasledné manualné

verifikovany.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace barveni a vybér membran

Pro praci pfi blotovani proteint byly pouzivany dva druhy membran — nitrocelulozova
a polyvinylidendifluoridovd membréana. Kvuli své vysoké afinité k proteinim a kompatibilité
s fadou metod je nitrocelulozova Casto pouzivanou membranou. Proteiny se na ni vazi
prostiednictvim hydrofobnich vazeb. PVDF membrana béhem transferu velmi dobie vaze
proteiny diky hydrofébnim a dipélovym interakcim, soucasné ma i o néco vySsi vazebnou
kapacitu nez NC. PVDF také snizuje nespecifické vazby bilkovin. Obé membrany jsou

vhodné pro chemiluminiscen¢ni a kolorimetrické prikazy.

Mnozstvi celkového proteinu ve vzorcich nandsenych na gel a nasledné pieblotovanych
na membranu bylo vzdy 10 a 15 pg. Na obou typech membran byly vyzkouSeny rtzné
zpusoby vizualizace proteinli s dirazem na imunodetekci, které byla dle protokolu pro
barveni provedena pred ¢i po imunodetekci proteini. Membrany se zachycenymi proteiny,
které byly separované jednorozmérnou elektroforézou, byly barveny rtiznymi technikami.
Cilem optimalizace bylo vybrat nejvhodnéj$i metodu barveni pro vizualizaci proteinil

a membranu, na které bude probihat.

Testovany byly tyto barvici techniky: prikaz proteinti pomoci UV zaieni na TGX Stain
free gelech, barveni Coomassie Brilliant Blue, koloidnim zlatem, Ponceau S, anido¢erni

a koloidnim stfibrem.

3.1.1 Vizualizace proteini pomoci UV zareni

Prvni pouzitou zobrazovaci technikou pro optimalizaci byla UV detekce na gelech TGX
Stain free. Na tyto gely byly aplikovany proteinové vzorky tfech bunécnych linii: SKBR3,
Raji a HEL 92.1.7. Gely a pozdé&ji i membrany byly aktivovany v 1 a 5 minutovém nastaveni,
po kterém probihal priikkaz proteini. UV detekce na TGX Stain free gelech je jednoducha
arychla metoda vizualizace, hlavné diky pfitomnosti 2, 2, 2-trichloretanolu v roztocich pro
ptipravu gelu. Jednd se o metodu bez barveni, jejiz princip zalozen na reakci tryptofand
v proteinu s trihalokompozitami v dasledku ptsobeni ultrafialového zateni. Touto reakci
vzniknou fluorescen¢ni produkty, které emituji ve viditelném spektru a tak lze proteiny

pozorovat na transluminatoru [140].
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Je vSak nutné pouzit vzorky podobnych koncentraci, protoze pritomnost vzorkl o velmi
rozdilné koncentraci vyrazné rusi pozd¢jsi detekci. Ze stejného ditvodu je tieba pouzit
standard molekulovych hmotnosti Unstained Standards misto standardu Dual Color
Standards, ktery byva aplikovan na gel, ktery je uren pro nasledny blot proteinii na
membranu. Proteiny na gelech byly velmi dobfe viditelné. I po nasledném transferu na oba
typy membran bylo mozné proteiny detekovat, ale huie se fotily (Obr. 9). Vzhledem
K problémum s vizualizaci proteini po imunodetekci bylo od této metody ustoupeno.
Vysledky detekce jednotlivych pouzitych bunécnych vzorka se vyrazné nelisily. Byly proto
zanechany jen dva zastupci - jeden pro suspenzni (HEL 92.1.7.) a druhy pro adhezni bunky
(SKBR3).

S10 R10 H10 S15 R15 : S10 R10 H10 S15 R15 HI5

Obrazek 9: UV vizualizace — NC a PVDF membrany;
10 pg a 15 pg: S10 a S15 = bunky SKBR3, R10 a R15 = burniky RAIJI,
H10 a H15 = bunky HEL 92.1.7

3.1.2 Coomassie Brilliant Blue
Barveni geltt Coomassie Brilliant Blue je jednoducha a rychla technika, ktera umoznuje

detekci az 0,2 — 0,6 pg proteini a ma vyborné vysledky. Coomassie barvivo se vaze na
proteiny stechiometricky ptes své sulfonové skupiny. Probihd mezi nimi interakce na zakladé
Van der Waalsovych a iontovych sil, proto se toto barvivo vaze na velké mnozstvi proteind
[87]. Jeho aplikace na membrany neni vSak nejvhodnéjsi zptsob. Po aplikaci barviva na NC
i PVDF membranu doslo k vyraznému zbarveni pozadi, které nelze odmyt (obr. 10). Proteiny
na NC membrané bylo ¢astecné mozné detekovat, avSak na PVDF membrané velmi splynuly

s pozadim. Imunodetekce po tomto barveni neni mozna. Proto byl testovan druhy protokol
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s obracenym postupem, kdy imunodetekce probihla pied barvenim. Proteiny na membranach
barveny po imunodetekci byly relativné viditelné, ale kvili silnému pozadi nedosahovaly

pozadované citlivosti.

M S10 HI0 SI15 5 M S10 H10 S15 HIS

Obrazek 10: Barveni Coomassie Brilliant Blue — NC a PVDF membrany;
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa), 10 pug a 15 pg: S10 a S15 = bunky
SKBR3, H10 a H15 = bunky HEL 92.1.7

3.1.3 Koloidni zlato

Dalsi pouzitou technikou pro vizualizaci proteinll bylo barveni koloidnim zlatem. Dle
pokynt vyrobce bylo nejprve provedeno barveni a az poté imunodetekce. Proteiny po barveni
byly na NC membrané velmi dobfe obarvené a viditelné. PVDF membrana se barvila huife
a prouzky proteinti nebylo mozné snadno rozeznat (obr. 11). Imunodetekce probéhla u obou
typli membran spolehlivé. Toto barveni je velmi citlivé, koloidnim zlatem lze detekovat méné
nez 3 ng proteinu, je v§ak trvalé a membranu nelze odbarvit [141]. U 2D geli byl testovan

I obraceny zpuisob, kdy imunodetekce barveni predchazela.
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M S10H10 S15H15

Obrazek 11: Barveni koloidnim zlatem — NC a PVDF membrany
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa), 10 ug a 15 pg:
S10 a S15 = bunky SKBR3, H10 a H15 =bunky HEL 92.1.7

3.1.4 Ponceau S

Roztok Ponceau S pro barveni membran pfed imunodetekci dobie barvil proteinové
vzorky s vyssi koncentraci (15 pg celkového proteinu ve vzorku) na NC membrané, vzorky
sniz§i koncentraci byly obarvené slab&ji. Z divodi Spatného barveni membrany nebylo
mozné proteiny, na PVDF membrané barvené Ponceau S, detekovat (obr. 12). Ponceau S je
malo citlivé barvivo, které je vhodné pro detekci proteinli s koncentraci nad 1 pg. Vyhodou
tohoto barveni je snadné odmyti barvy vodou [142]. Nasledna imunodetekce byla naopak od

barveni relativné dobie viditelna na obou membranach, jen mensi koncentrace byly slabsi.
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M S§10 H10 S15 HI15

Obrazek 12: Barveni Ponceau S — NC a PVDF membrany
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa), 10 ug a 15 pg:
S10 a S15 = bunky SKBR3, H10 a H15 = bunky HEL 92.1.7

3.1.5 Amidocern

Barveni proteini amidocerni dle protokol vypadalo velmi nad&né. Jedna se
0 doporuéenou metodu pro rychlé barveni proteinti po blotu [142]. Po imunodetekci byly
membrany barveny 0,1 % vodnym roztokem amidocerni. Bohuzel i po prodlouzeni ¢asového

intervalu barveni, byly proteiny na obou membranach obarveny jen velice slabé (Obr. 13).

M S10 H10 S15HI1S M S10H10 S15 H15

Obrazek 13: Barveni amido¢erni — NC a PVDF membrany
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa), 10 ng a 15 pg:
S10 a S15 = buitkky SKBR3, H10 a H15 = bunky HEL 92.1.7
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3.1.6 Koloidni stiibro

Posledni metodou, ktera byla testovana, bylo barevni koloidnim stiibrem [143].
Desetiminutové barveni velmi rychle a citlivé obarvilo proteiny na NC i PVDF membrané.
Nejprve byla provedena varianta barveni po imunodetekci. V tomto ptipadé vsak barveni
nebylo zcela idealni. NC membréna byla relativné dobie obarvena, avSak PVDF membrana
méla velmi silné pozadi a obarvené proteiny se ,,slévaly* (Obr. 14). Proto byla testovana
varianta barveni pfed imunodetekcei, ktera se ukazala byt nejlepsim feSenim. Proteiny se velmi
dobie obarvily a odbarvovaci roztok dokazal z NC membrany barveni opét smyt. PVDF

membrany nebylo odbarveni az tak Gspésné jako u NC.

M S10H10S15H15

Obrazek 14: Barveni koloidnim stfibrem — NC a PVDF membrany
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa), 10 ug a 15 pg:
S10 a S15 = buiiky SKBR3, H10 a H15 = bunky HEL 92.1.7

Z barvicich technik bylo nakonec vybrano koloidni stfibro, nejen kvili své velmi citlivé
detekcei, ale hlavné moznosti barveni pied imunodetekci. Barveni hned po transferu zarucilo
dosahnuti nejvétsi mozné citlivosti barveni. Koloidni stfibro je mozné zcela odbarvit tak, ze
membrana je Cisté bila, a tak barveni neovlivituje imunodetekci. Pro tvorbu 2D geld byla
vybrana nitrocelulézova membréna, ktera s vybranou barvici technikou byla vice
kompatibilni. Koloidni zlato i stfibro pouzité pro barveni po imunodetekci také spliovaly
pozadovana kritéria, avSak detekce proteinti byla v porovnani s koloidnim stfibrem pted

imunodetekci méné citliva.
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3.2 Vybér protokolu pro izoelektrickou fokusaci

K optimalizaci Casového rozlozeni celého pracovniho postupu 2D elektroforetické
separace byly pro provedeni izoelektrické fokusace porovnavany dva protokoly. Prvni
sedmikrokovy protokol (asi osmihodinovy), je v laboratofi imunochemie KBBV rutinné
pouzivany. Druhym nastavenim je ¢tyikrokovy protokol (tfi hodinovy), ktery je doporu¢en od
vyrobct IPG stripii a je znatelné rychlejsi. Stripy S bunéénym lyzatem linie A549 byly
separovany obéma druhy nastaveni, poté bylo provedeno dé€leni v druhém rozméru, SDS-
PAGE, a vysledné gely byly nabarveny Coomassie Brilliant Blue. Pfi porovnavani gelt bylo
patrné, ze skvrny separované sedmikorkovym postupem jsou Iépe oddélené a zaostiené.

Ctyikrokovy postup je rychle;jsi, ale kvalita vyslednych skvrn je horsi.

3.3 Analyza pacientskych sér metodou serologické proteomové analyzy

Pro serologickou proteomovou analyzu s cilem identifikovat reaktivni proteiny v sérech
pacient s MM byly zvoleny dva zastupci bunéénych linii A549 odvozena od karcinomu plic
a bunécna linie RPMI odvozena od MM. Dvourozmérnou elektroforézou byly bunééné lyzaty
separovany za vzniku proteinovych map na gelu. Po transferu na membranu byly proteiny
barveny koloidnim stfibrem, poté odbarveny a byla provadéna imunodetekce pro kazdy
pacientsky vzorek a negativni kontrolu (NK). Proteinové imunokoplexy byly nasledné
z membrany odvazany pii inkubaci s glycin-HCI pufrem a probéhla druha imunodetekce
s jinym pacientskym sérem. VSechna pacientska séra i negativni kontrola byly analyzovany
opakované a minimaln€ jednou byly jako prvni pouZity na membranu pii opakované

imunodetekci.

Fotografie membran po barveni a po imunodetekci, byly pofizeny na fotografovaci
stanici ChemiDoc™ XRS a analyzovany pomoci programu Adobe photoshop CC 2015. Tento
program umoznuje prekryti obou fotografii. Pfekryv umozni spojeni reaktivnich proteint,
které se objevily na membrané po imunodetekci a Skvrn na obarvené membrané. Na zakladé
porovnani fotografii vS§ech membran, bylo vybrano 16 proteinovych skvrn bunééné linie A549
a 12 RPMI. Tyto skvrny byly vyhledany na obarveném 2D gelu a nasledné vyfezany

a zpracovany pro identifikaci na hmotnostnim spektrometru.
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3.3.1 Buné¢na linie A549

Zobrazeni reprezentativni mapy separace proteinii z bunééného lyzatu linie A549 na
gelu barveném Coomassie Brilliant Blue a NC membrané barvené koloidnim stfibrem,
obrazek ¢. 15.

Obrazek 15: A549 - gel (Coomassie Brilliant Blue) a NC membrana (koloidni stiibro);
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa)

Imunodetekce:
Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny imunodetekce pacientskych sér (¢. 1 — 9)

a negativni kontroly na NC membrané (Obr. 16 — 20).
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Obrazek 16: Imunodetekce (A549) - pacientska séra ¢. 1 a ¢. 2
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Obrazek 17: Imunodetekce (A549) - pacientska séra ¢. 3 a ¢. 4

e
]

e

Obrazek 18: Imunodetekce (A549) - pacientska séra ¢. 5a . 6
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Obrazek 19: Imunodetekce (A549) - pacientska séra ¢. 7 a ¢. 8
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Obrazek 20: Imunodetekce (A549) - pacientské sérum ¢. 9 a negativni kontrola

3.3.2 ldentifikace skvrn A549 na MS

Imuno-identifikaci na zakladé ,softwarového* porovnani byly vybrany skvrny
K vyfiznuti a nasledné analyze pomoci MS (Obr. 21). Data ziskana hmotnostnim
spektrometrem LTQ Orbitrap XL byla porovnana metodou peptidového mapovani

proti databazi Swiss-Prot. Z 16 proteinovych skvrn bylo identifikovano 13 (Tab. 10).

Obrazek 21: A549 - vybrané skvrny pro MS identifikaci;
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa)
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Tabulka 10: MS identifikace proteint (databaze Swiss-Prot) — A549

vz |Mowsg | Pokoyt | MW ye , .
¢ Score sekvence | proteinu databazi Druh Nazev proteinu
) (%) (Da)/pl
1 | 2,9E+06 23,8 |67878/7.6| P29401 | Homo sapiens Transketolase
2 | 3,6E+15 72,7 |54862/6.3| P00352 | Homo sapiens| Retinal dehydrogenase 1
1,8E+06 | 214 |59257/6.4| P11413 | Homo sapiens| Clucose-6-phosphate
1-dehydrogenase
3 | 19E+13 57,5 |54862/6.3| P00352 |Homo sapiens| Retinal dehydrogenase 1
4 | 8,4E+18 67,5 |47169/7.0| P06733 | Homo sapiens Alpha-enolase
5 | 7,2E+13 50,9 |47169/7.0| P06733 | Homo sapiens Alpha-enolase
6 | 1,0E+11 | 481 |39420/8.3| P04075 |Homo sapiens| ructose-bisphosphate
aldolase A
7 | 68E+11 | 50,3 |39420/8.3| P04075 |Homo sapiens| Fuctose-bisphosphate
aldolase A
8 | 5.3E+13 | 665 |36020/7.7| 060218 | Homo sapiens | ./ do-keto reductase
family 1 member B10
9 | 2,6E+16 70,2 |38604/7.6| P07355 | Homo sapiens Annexin A2
38E+07 | 399 |36020/7.7| 060218 | Homo sapiens| /\do-keto reductase
family 1 member B10
10 | 1,8E+411 | 612 |30791/5.6| P60174 |Homo sapiens| | "'0sephosphate
isomerase
11| 1,1E+16 | 445 |61055/5.7| P10809 | Homo sapiens| _ 00 kDa heat shock
protein, mitochondrial
12 - - - - - nezdafrilo se identifikovat
13 - - - - - nezdafrilo se identifikovat
14 | 3,7E+15 | 59,3 |36639/5.7| PO7195 |Homo sapiens L"aCtateBdceﬁgﬁ]roge”ase
15 | 1,6E+20 74,3 |49671/4.8| P07437 | Homo sapiens Tubulin beta chain
16 - - - - - nezdafrilo se identifikovat

V nasledujicim seznamu je uveden vyskyt proteinovych skvrn u jednotlivych

pacientskych sér a negativni kontroly. Zvyraznény jsou vyznamné skvrny. V tabulce 11 jsou

uvedeny identifikované proteiny a zvyraznén vyskyt opakujicich se skvrn alespon tfikrat.

Vyskyt skvrn: (tuéné = vyznamné)

Sérum €. 1:

4,5

Sérum ¢.
Sérum ¢.
Sérum ¢.
Sérum ¢.

Sérum C.

A O

slabé skvrny (2, 8, 11, 13)
2,3,4,10,11, 13,15
1,2,7,15

2,3,10,14,15

6,7
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Sérum €. 7: slabé skvrny

Sérum ¢. 8: 6, 10, 12
Sérum €. 9: 4,8, 9
Sérum NK: 16

Tabulka 11: Identifikované proteiny v bunééném lyzatu A549 a Cetnost jejich vyskytu

Ab549 — proteiny (Swiss-Prot) Pocet pacienti s vyskytem skvrny
Transketolase 1
Retinal dehydrogenase 1 4

Glucose-6-phosphate
1-dehydrogenase

Alpha-enolase 3
Fructose-bisphosphate aldolase A 3

60 kDa heat shock protein,
. . 2

mitochondrial
Aldo-keto reductase family 1 member
2
B10

Annexin A2 1
Triosephosphate isomerase 3
L-lactate dehydrogenase B chain 1
Tubulin beta chain 3

3.3.3 Bunéc¢na linie RPMI

Reprezentativni mapa separace bunécného lyzatu linie RPMI na gelu barveném

Coomassie Brilliant Blue a NC membrané barvené koloidnim stiibrem (Obr. 22).

Obrazek 22: RPMI - gel (Coomassie Brilliant Blue) a NC membrana (koloidnim sttibro);
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa)
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Imunodetekce:

Na obréazcich 23 — 27 jsou NC membrany, na kterych prob¢hla imunodetekce

S pacientskymi séry ¢ 1 —9 a negativni kontrolou.

¢. 1 ¢2
Obrazek 23: Imunodetekce (RPMI) - pacientska séra ¢. 1 a €. 2
- > -
e
-’. 3
¢.3 ¢. 4
Obrazek 24: Imunodetekce (RPMI) - pacientska séra ¢. 3a¢. 4
A )
- -~
S
¢.5 ¢.6 ¢

Obrazek 25:

Imunodetekce (RPMI) - pacientska séra ¢. 5 a ¢. 6
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Obrazek 26: Imunodetekce (RPMI) - pacientska séra ¢. 7 a ¢. 8
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Obrazek 27: Imunodetekce (RPMI) - pacientské sérum €. 9 a negativni kontrola
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3.3.4 ldentifikace RPMI skvrn na MS

Na zaklad¢ ,softwarového™ porovnani doslo k imuno-identifikovani proteinovych
skvrn, které byly vyfiznuty a poté analyzovany pomoci MS (Obr. 28). Pomoci dat
z hmotnostniho spektrometru LTQ Orbitrap XL se porovnanim proti databazi Swiss-Prot
podafilo identifikovat 10 z 12 skvrn (Tab. 12).

Obrazek 28: RPMI — vybrané skvrny pro MS identifikaci;
M — standard molekulovych hmotnosti (10 — 250 kDa)
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Tabulka 12: MS identifikace proteint (databaze Swiss-Prot) — RPMI

\Y Pokryti MW x
4 EA Soc\(/)vri sekvence | proteinu d:t(z:ub:izi Druh Nazev proteinu
¢. (%) (Da)/pl
17 | 35E+412 | 382 |61055/5.7| P10809 |Homo sapiens| 80 KD heat shock protein,
mitochondrial
18 | 9,4E+08 32,2 |49671/4.8| P07437 | Homo sapiens Tubulin beta chain
19 | 89E+05 | 231 |47629/5.6| Q8NBSO | Homo sapiens| I Hioredoxin domain-
containing protein 5
20 - - - - - nezdarilo se identifikovat
21| 226415 | 585 |57489/6.0| P78371 | Homo sapiens| | COMPlex protein 1
subunit beta
10E+13 | 39,6 |56783/6.0| P30101 |Homo sapiens| ~ ©rotein disulfide-
isomerase A3
22 - - - - - nezdarilo se identifikovat
23 | 2,1E+18 71 47169/7.0| P06733 | Homo sapiens Alpha-enolase
Serine
24 | 5,7E+12 | 3,8E+01 |55993/8.8 | P34897 | Homo sapiens | hydroxymethyltransferase
, mitochondrial
1,3E+08 | 2,7E+01 |59751/9.2| P25705 | Homo sapiens| “\TP Synthase subunit
alpha, mitochondrial
25 | 1,3E+08 | 353 |50141/9.1| P68104 |Homo sapiens Elongation factor
1-alpha 1
26 | 1,4E+09 | 551 |28804/6.7| P18669 |Homo sapiens Phosphoglycerate
mutase 1
27 - - - - - nezdarilo se identifikovat
28 | 1,3E+08 | 60,6 |24423/7.0| P62826 | Homo sapiens| ~©TF-Pinding nuclear

protein Ran

Vyskyt proteinovych skvrn u jednotlivych pacientli je uveden v nasledujicim seznamu.

Vyznamné skvrny jsou zvyraznéné. Vycet identifikovanych proteinii a Cetnost jejich vyskytu

Vv pacientskych sérech a negativni kontrole je uveden v tabulce 13.

Vyskyt skvrn: (tuéné = vyznamné)

Sérum ¢. 1:
Sérum ¢.
Sérum ¢.
Sérum ¢.
Sérum ¢.
Sérum ¢.

Sérum ¢.

Sérum ¢.

23

slabé skvrny (17, 22, 25, 27, 28)
17, 18, 19, 20, 23, 25, 26, 28

17

17, 25, 27

24

27

18, 27
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Sérum ¢. 9: 17, 21, 23, 27
Sérum NK: 27

Tabulka 13: Identifikované proteiny v bunééném lyzatu RPMI a ¢etnost jejich vyskytu

RPMI — proteiny (Swiss-Prot) Pocet pacienti s vyskytem skvrny

60 kDa heat shock protein,

mitochondrial >

Tubulin beta chain 2

Thioredoxin domain-containing protein 1

5

T-complex protein 1 subunit beta 1

Alpha-enolase 3

Serine hydroxymethyltransferase, 1

mitochondrial

Elongation factor 1-alpha 1 3

Phosphoglycerate mutase 1 1

GTP-binding nuclear protein Ran 2

¢. 27 6

Z 28 proteinovych skvrn bylo identifikovano 23 proteini. V nékterych vzorcich byla
prokdzana ptitomnost dvou proteini. Coz mohlo byt zpilisobeno nespravnym vyfiznutim
proteinu z gelu ¢i nedokonalou separaci vzhledem Kk blizkym izoelektrickym bodim

a podobné molekulové hmotnosti.

Vyznam a funkce identifikovanych proteinu:

Retinanlni dehydrogenaza 1, také oznaCovana jako aldehyd dehydrogenasa 1 clen
rodiny Al (ALDH1A1) je protein, ktery ma oxidoreduk¢ni funkci a podili se na metabolismu
retinové kyseliny [144]. ALDH1AT1 byl zkouman jako potencialni biomarker pii diagnostice
rakoviny prsu. Vysledky studie naznacuji, ze hladiny exprese ALDHIAT mRNA v nadorové
tkani mohou byt nezavislym markerem prognoézy u pacientii s Triple negativnim karcinom
prsu [145]. Zvysena aktivita ALDH1AL byla zaznamenana i u bunck MM. Exprese tohoto
proteinu vedla se zvySené tumorogenicité a rezistenci vuci doxorubicinu a bortezomibu in

vitro a in vivo [146].

Alfa-enolaza (ENO1) je multifunkéni enzym, ktery je vyuzivam jako diagnosticky
marker pro mnoho nadorovych onemocnéni - nemalobunéény karcinom plic [147], rakovinu

prsu, [148] slinivky bfisni, jater [149] a dalSich. Enol byla stanovena i v séru pacienti S MM.
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Analyza genové exprese ENOI je jednim z 5 krokt, ktery je vyuzit pro prognézu vyskytu
MM v patentu ,,GepS model for multiple myeloma‘ [150].

Fruktoza bisfosfat aldolaza A (ALDOA) je dualezitym enzymem pii glykolyze
a glukoneogenezi. Bylo zjiSténo, ze jeho vysoka exprese souvisi se stavem nadoru a vyskytem
metastazi u karcinomu plic. Nadmérna exprese ALDOA byla pozorovana i u dalSich rakovin

plic [151], renalnich bunék a jaterniho karcinomu [152].

Triazafosfat isomeraza (TPI1) je protein zapojeny do glukoneogeneze. Bylo zjisténo, Ze
je vysoce exprimovana u mnoha nadorovych onemocnéni. Jedna se predev§im o rakovinu
jater a zaludku, ale jeji zvySené hladiny byly prokazdny i u adenokarcinomu plic

[153], mo¢ového méchyte [154] a prsu [155].

Beta-tubulin je hlavni slozkou mikrotubulti. Pro protinadorovou lécbu je tubulin

vyznamnym zkoumanym cilem. Je prognostickym markerem rakoviny ledvin a jater [156].

Mitochondrialni protein 60 tepelného Soku (HSP60) se podili na postrasla¢nich
upravach proteinii importovanych do mitochondrii. Bylo prokazano, jeho zapojeni do tfady
autoimunitnich a nadorovych onemocni [157]. VIiv HSP60 je u MM i dalSich karcinomti stale
zkoumany [158, 159].

Elongacni faktor 1 alfa 1 (EF1AL) je protein, ktery podporuje vazbu aminoacyl-tRNA
na A-misto ribozomt béhem proteosyntézy. Nadmérna exprese EF1A1 specificky inhibuje
apoptozu indukovanou chemoterapii, p53 a p73 coz vede k chemorezistenci. Vysoké hladiny
EF1AL byly zjistény u rakoviny ledvin, jater a mozku [160]. Vliv EF1A1 na MM je ve

vyzkumu.

Proteinova skvrna ¢. 27 byla prokézana u 6 zkoumanych sér. Identifikace této skvrny se

nezdafrila, to v§ak nema na tuto praci vliv, protoze se vyskytuje i u negativni kontroly.

Imuno-identifikované reaktivni proteiny, které se vyskytovaly u tfech ¢i vice pacientl
se dle studii vyskytuji i u dalSich nddorovych onemocnéni a pro nekteré jsou potencidlnimi

diagnostickymi markery.
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Zavér
Imunoproteom lze analyzovat riznymi metodami. V této praci byla vyuzita metoda

SERPA, pro identifikaci imunoreaktivnich proteinti v séru pacientd s MM v remisi.

Hlavnim cilem této prace bylo zavedeni metod pro separaci, poté imunodetekci proteinti
a optimalizaci jejich vizualizace. Nasledné¢ byly tyto metody vyuzity pro analyzu
imunoproteomu a prukaz specifickych autoprotilatek. Proteiny z bunék RPMI a A549 byly
separovany dvourozmérnou elektroforézou, aby doslo k vytvoreni proteinovych map. Tyto
mapy byly nésledn¢ pfeneseny na NC membrany, které byly vybrany jako vhodnégjsi diky

moznosti je zcela odbarvit.

Optimalizaci barvicich technik bylo vybrdno koloidni stfibro. Barveni proteint
probihalo pfimo po transferu, aby bylo dosazeno co nejvétsi citlivosti. Nasledovala inkubace
membran s pacientskymi séry a poté prukaz proteinli na membrané pomoci sekundarnich
protilatek, které byly znafeny enzymy. Pfidanim substratu byla umoznéna vizualizace
imunoreaktivnich proteini na membrané. Relativni intenzita signdlu by meéla odpovidat
mnozstvi antigenu na membrané, avSak absolutni intenzita je velmi zavisld na afinité
protilatky k antigenu [118]. Proto né&které proteinové skvrny byly po imunodetekci huie
identifikovatelné. Porovnanim obarvené proteinové mapy a membrany s imunoreaktivnimi
proteiny byly vybrany proteinové skvrny na gelu, vyfiznuty a identifikovdny pomoci MS.
Podaftilo se identifikovat 23 imunoreaktivnich proteinti. U 8 z nich byla ¢etnost vyskytu
v sérech pacientl 3 a vice. U vSech téchto proteint byla ve studiich zaznamenéna a prokazana
jejich nadorova aktivita. Souvislost s MM byla pozorovana u proteinit ALDH1A [161]
a ENOL1 [162], vliv HSP60 a FE1Al na MM je stale zkouman [159]. Proteinova skvrna
ALDHIA byla imunodetekovdna na bunkach A549 ve 4 pacientskych sérech. ENOI1 se
objevila u 3 sér po imunodetekci na NC membrané s A549 a 3 proteinové spoty s ENO1 byly
identifikovany u bunék RPMI. Protein FEIA1 byl imunodetekovan také u 3 pacientskych sér
(RPMI buiiky). HSP60 byl identifikovan u 2 pacientli na A549 buiikéch a v 5 ptipadech na
RPMI bunkach.

Antigeny asociované s nadory, proti kterym jsou zamifeny protilatky, jejiz vyskyt
souvisi s dlouhodobou remisi pacientti, by mohly slouzit jako biomarkery MM. Mohly by byt
vyuzity pfi prvotni diagnostice MM, urceni fdze onemocnéni nebo by mohl pomoci sledovat

ucinnost pouzité terapie.
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