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ANOTACE

Prace se zabyva vyvojem metod, kterymi by se daly prokazat a kvantifikovat specifické
anti-ENO1 protilatky v séru pacienti s mnohocetnym myelomem v remisi. V teoretické Casti
prace je nejprve popsano onemocnéni mnohocetny myelom s dirazem na jeho diagnostiku.
Dale je podrobnéji popsana role enolazy v prubéhu nadorového bujeni a jakym zpiisobem se
uplatiiuje funkce imunitniho systému v boji proti nadorim. V zavéru teoretické casti je prehled
a zakladni charakteristika metod, pomoci nichz lze prokazovat a kvantifikovat specifické
protilatky. Mezi tyto metody patii mj. ELISA a Dot blot. V experimentalni ¢asti jsou tyto tii
zakladni metody pouzity pro prikaz a kvantifikaci specifickych anti-ENO1 protilatek v séru
pacientll s mnohoc¢etnym myelomem v obdobi remise. Soucasti experimentu bylo i zavedeni
metody pro stanoveni aktivity rekombinantni formy enzymu ENOL. Vzhledem k omezené
reaktivité¢ specifickych protilatek s rekombinantni formou enolazy ENO1 byla zafazena
1 metoda SERPA pomoci niz bylo mozné monitorovat reaktivitu pfirozenych pacientskych

protilatek s nativni formou enzymu ENO1.

KLICOVA SLOVA

Mnohocetny myelom, a-enolaza, ELISA, anti-ENOL1 protilatky



TITLE

Implementation of Analytical Methods for Detection and Quantification of Specific Anti-ENO1

IgG in Serum of Patients with Multiple Myeloma in Remission

ANNOTATION

This thesis deals with the development of methods that could be used to detection
and quantification specific anti-ENO1 antibody in the serum of patients with multiple myeloma
in remission. The theoretical part of this thesis describes the disease multiple myeloma
with emphasis on its diagnosis. Then it is described in more detail the role of enolase during
tumor growth and the function of the immune system works in the fight against tumors.
The conclusion of the theoretical part is an overview and basic characteristics of methods that
can be used to detection and quantification specific antibodies. These methods are ELISA
and Dot blot. In the experimental part, these three basic methods are used for the detection
and quantification of specific anti-ENO1 antibodies in the serum of patients with multiple
myeloma in remission. Part of the experiment was the introduction of a method for determining
the activity of the recombinant form of enzyme ENOL. Due to limited reactivity of specific
antibodies with the recombinant form of enolase ENO1, it was included the SERPA method,
which made it possible to monitor the reactivity of natural patient antibodies with the native

form of the enzyme ENOL.

KEYWORDS
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UVOD

Mnohocetny myelom je druhou nejc¢astéjsi lymfoproliferativni poruchou, ktera se vyznacuje
abnormalni expanzi monoklonalnich plazmatickych bunék, tzv. myelomovych bungk, které
maji tendenci ukladat se v kostni dfeni. Maligni plazmatické buiiky produkuji velké mnozstvi
imunoglobulind. Tyto identické imunoglobuliny jsou znamy pod ndzvem monoklonalni protein
nebo také paraprotein. Pomoci elektroforézy a nasledné imunofixace Ize identifikovat frakci
sérového proteinu a tfidu imunoglobulind. DalSimi laboratornimi metodami, jak podpofit
diagnézu MM je cytogenetické vySetfeni karyotypu. Nedilnou soucasti diagnostiky MM je
1 vySetfeni zobrazovacimi metodami jako jsou napt. RTG, CT, MRI a PET a analyza bun¢k

kostni dfen¢ v bioptickém vzorku tkan¢.

Diagnostika u pacienti s MM by méla byt vCasnd, aby se co nejdiive zahgjila 1écba.
K monitorovani 1é¢by slouzi metody FDG-PET metoda, dale lze pouzit FDG-PET/CT
a Hevylite™. Dilezité je védét, zda se do boje proti nadorovym buitkdm zapojil i vlastni
imunitni systém. Pokud u pacienta funguje protinddorova imunita, bude pacient 1épe odpovidat
na 1écbu, a o to diive ma pacient dosahnout tzv. kompletni remise. Nizsi je poté i frekvence
relapst. Protinddorova imunita spociva v tvorbé specifickym cytotoxickych bunék a v syntéze
specifickych protilatek. Tyto protilatky jsou nejcastéji namifeny proti strukturdm specifickych
pro nadorové buiky. Jednou z cilovych struktur, jak dokazuji i mnohé védecké prace, je i enzym

enolaza.

Tento enzym, piedev§im jeho izoforma ENO1, je glykolytickym enzymem v cytoplazmé
prokaryotickych a eukaryotickych bunék. Je exprimovana na povrchu né€kolika typt bunék, kde
pisobi jako plasminogenovy receptor. Uastni se fady procest, jako je autoimunita, tolerance
k hypoxii a bunéény rist. ENOI je exprimovana v Sirokém spektru lidskych nadort, coz
z ni ¢ini kandidata na biomarker rakoviny. Lokalizace ENO1 na povrchu rakovinnych bun¢k
také poskytuje vynikajici ptileZitost pro vyvoj malych molekul s vysokou afinitou k tomuto

proteinu, coz umoziiuje cilenou destrukci nadorovych bunék.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mnohocetny myelom

Termin mnohocéetny myelom (MM) ¢i jinak nazyvany plazmocytom byl poprvé pouzit
jiz v roce 1873. Poprvé tento nazev pouzil von Rustizky, ktery popsal i vzhled myelomovych
bun¢k. Profesor Kahler v roce 1889 charakterizoval obraz této nemoci. Z tohoto diivodu byva
mnohocetny myelom nékdy nazyvan Kahlerova nemoc. Pacienti s MM dnes tvoii asi
1 % pacientll s malignitami a asi 10 % pacientli s hematologickymi malignitami. MM je
symptomatické onemocnéni [1]. MM postihuje pfedevsim pacienty ve vyssim véku, nad 40 %
pacienti je vevéku 75 roki a vyse. V Ceské republice je incidence MM udévéna na
2,65/100 000 obyvatel, ale v kategorii 75 — 79 let incidence MM stoupa na 15,57/100000
obyvatel. Naopak ve véku 20 — 40 let se toto onemocnéni vyskytuje vzacné. Pomér zastoupeni

muzd a Zen mezi pacienty je asi 3:2 [2].

Mnohocetny myelom je druhou nejcastéjsi lymfoproliferativni poruchou, kterd se vyznacuje
abnormalni expanzi monoklondlnich plazmatickych bunék. Pre-maligni klon migruje
do kostni dfené, kde expanduje a mizZe byt klinicky rozpoznan jako monoklondlni gamapatie
neurc¢itého vyznamu (MGUS) nebo doutnajici mnohocetny myelom, ktery je prokazatelny
prakticky u vSech pacientll, roky az desetileti pfed diagnézou mnohocetného myelomu. Poté
nasleduje stddium symptomatického mnohocetného myelomu, refrakterntho myelomu

az plazmocelularni leukémie [3,4].

1.1.1 Patogeneze mnohocetného myelomu a pribéh onemocnéni

Patogeneze mnohocetného myelomu je velmi slozity proces na urovni bunéénych i tkanovych
zmeén, které souvisi se zmeénami mikroprostiedi kostni diené€, produkci cytokinti, aberaci
chromozom, genovych mutaci a také s epigenetickymi zménami. Mutacemi jsou mj. zasazeny
geny zajistujici translaci mRNA do proteint a nasledné posttranslacni upravy [5]. Mezi dalsi
geny s klinickou vyznamnosti, v nichz byly u pacienti s MM popsany mutace, patii geny
signalizacni kaskady NF-«B (nuklearni faktor kappa B) a geny pro rizné adhezivni
a receptorové molekuly tyrozin-kinazovych signaliza¢nich kaskad [1]. Dilezité je stanoveni
jednotlivych chromozomélnich abnormalit, a to pfedev§Sim u pacientl, ktefi podstupuji

vysokoddvkovou chemoterapii s autologni transplantaci. V poslednich letech je vyskyt
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prognostickych parametrti ovliviiyjicich stratifikaci pacienti do jednotlivych podskupin
Nejcastéjsimi strukturnimi pfestavbami u MM jsou chromozomové translokace zahrnujici
lokus pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH) v oblasti 14932, které jsou popisovany
u 10 — 60 %. Mén¢ Casto se mohou vyskytovat i pfestavby zahrnujici IgL lokus v oblasti 22q11.
Takovéa prestavba se vyskytuje asi u 17 % pacientil. IgH translokace jsou obvykle ptfitomny
az v 95 % piipadl a pravdépodobné vznikaji jako primarni zména [6, 7]. Nalez translokace
t(4;14)(p16;932) snizuje median preziti z 44,9 na 25,5 mésici a translokace t(14;16)(q32;923)
z 41,1 na 15,7 mésict. Pritomnost delece 17p13 snizuje dobu pteziti na 19,5 mésici. Pacienti

bez této delece by jinak zili 50 mésict [8].

Zralé B-lymfocyty produkuji lehké i tézké fetézce imunoglobulinu G (1gG) a za fyziologického
stavu je zrani B-lymfocytl fizeno pomoci stimulace expozici antigenu specifického
pro tyto imunoglobuliny. Mnohocetny myelom vznika maligni transformaci B-lymfocytt
a dale tyto klony bunék zptsobuji poruchu vyzravani plazmocyti. Pozménéné plazmocyty
neprodukuji protilatky 1gG, ale pouze jejich fragmenty, tzv. paraprotein neboli monoklonalni
imunoglobulin, které neni schopen plnit svou ochranou funkci. To ma za nasledek poruchu
protilatkové imunity, coz souvisi s vysokou incidenci infekci, které se poji s mnohocetnym
myelomem [9]. U 37 % pacienti s MM byla pii diagnostice zjisténa nadprodukce
interleukinu-6 (IL-6) a zvySena hladina C-reaktivniho proteinu (CRP) v plazmé. IL-6 je
produkovan mnoha bunikami véetné osteoblastli, monocytl, makrofagli a stromalnich bun¢k
kostni dien¢ [10]. Hematopoetické cytokiny jako jsou faktor stimulujici kolonie granulocytl
a makrofagu, IL-3, IL-5, G-CSF (z angl. Granulocyte Colony Stimulating Factor) synergizuji
s IL-6, aby podpotily proliferaci myelomovych buné¢k. Interferon-o (IFN-a) a TNF (z angl.
Tumor Necrosis Factor) indukuji autokrinni produkei IL-6 v myelomovych bunéénych liniich
a umoznuji autonomni rust t€chto bunéénych linii. Naopak interferon-y (IFN-y) zcela inhibuje

proliferaci myelomovych bunék zprosttedkovanou IL-6 [11].

1.1.2 Klinicky obraz mnohocetného myelomu

Mezi prvni nespecifické piiznaky mnohocetného myelomu patii inava, nevykonnost a bolesti
kosti. Tyto bolesti jsou zpiisobené poskozenim skeletu MM. Jsou zpravidla velmi silné a ¢asto
byvaji migrujici [12]. Zakladni projevy myelomu se oznacuji zkratkou CRAB (z angl. Calcium
Elevation, Renal Insufficiency, Anemia and Bone Abnormalities), tj. hyperkalcemie, rendlni

insuficience, anémie a projevy myelomové kostni nemoci [13]. Hyperkalcemie znamena,
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ze hladina kalcia v séru je vys$si nez 2,6 mmol/L. Vapnik je vitalné dalezitym druhym poslem
a je nezbytny pro srazeni krve svalovou kontrakei, pro funkei nervi a fadu bunécnych aktivit.
Hyperkalcemie piisobi pfimo na nefron a brani normalni reabsorpci vody. Klinické piiznaky
hyperkalcemie jsou poruchy nervového systému a porucha zazivaciho traktu. PiicCiny
hyperkalcemie mohou byt: zvySena kostni resorpce, zvySena absorpce kalcia stitevem, snizené
vyluCovani kalcia ledvinami ¢i snizena kostni novotvorba [14]. Renalni insuficience
je mnaruseni funkce ledvin v duasledku jejich onemocnéni, které se projevuje
poklesem glomerularni filtrace a neschopnosti ledvin ocistovat télo od nepotiebnych latek
a zplodin metabolizmu. Renalni insuficience se jako prvni pfiznak projevuje az u 20 % pacientd
s myelomem [15]. Patofyziologie renalniho selhdni u mnohocetného myelomu je casto
multifaktoridlni, hlavni pfi¢inou byvd vysokd exkrece volnych lehkych fetézcti (Bence
Jonesova bilkovina) [16]. Anémie neboli chudokrevnost byva u pacienti s mnohocéetnym
myelomem zplisobena mechanickym tutlakem nadorové tkané nebo také ptisobenim cytokint.
Dalsi pficina anémie je poskozeni ledvin. Nekteré¢ bunky ledvin produkuji latku
zvanou erytropoetin, ktera ptisobi jako stimula¢ni faktor ristu erytrocyti. Erytropoetin je tvofen
v téle z 90 % v ledvinovych bunkach, zbylych 10 % je tvoteno Kupfferovymi bunikami v jatrech
[17].

Pacienty s MM nejcastéji trapi bolesti hrudni a bederni patete. U nékterych nemocnych se miize
vyvinout i neurologicky deficit zplisobeny patologickou frakturou pti poskozeni pevnosti kosti
nebo v piipadé ristu myelomovych hmot mimo kost do patetniho kanalu [12], nékteti pacienti
mohou amyloidozou [18]. Hromadéni depoziti amyloidu ve vice organech predpovida horsi
progndzu ve srovnani s depozity amyloidd v jediném organu a management 1écby se také lisi.
KdyZ je primarni amyloid6za asociovana s MM, ukladani lehkych fetézch miize mit za nasledek
nefunk¢nost vice organovych systémi. Amyloidéza bézné postihuje srdce, ledviny,
gastrointestinalni trakt, jatra a periferni nebo autonomni nervovy systém. Ptiznaky amyloidozy
u pacientil s MM se 1i$i podle ptislusného orgénu. Dale se u 2 — 6 % pacientli mize objevit
hyperviskézni syndrom, ktery je zpisobem zvySenim cirkulujicich imunoglobulin, zejména
pak 1gG3 a IgA. Pacienti s MM, ktefi maji zvysené IgM, je méné nez 1 %. Hyperviskozni
syndrom se muze projevit slizniénim krvacenim, zrakovymi poruchami i rtiznorodymi
neurologickymi projevy. OvSem postizeni centralni nervové soustavy (CNS) u pacienti

s mnohocetnym myelomem je velmi vzacné, udava se jen u 1 % nemocnych [17, 19].
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1.1.3 Diagnostika mnoho¢etného myelomu

Diagnézu stanovuje klinicky 1ékaf na zakladé porovnani rentgenologickych, biochemickych
a cytologickych nebo histologickych ndlezi s pfijatymi diagnostickymi kritérii pro tuto
chorobu. Diagnéza mnohocéetného myelomu je jasna, pokud se u pacienta vyskytne hlavni
a jedno vedlejsi kritérium, anebo jsou-li diagnostikovana kritéria a+ b a dale kritérium ¢ nebo

d. V tabulce ¢. 1 jsou vypsana hlavni a vedlejsi kritéria.

Tabulka 1: Kritéria mnohocetného myelomu dle Durieho a Salmona, pievzato z [20].

Hlavni kritéria Vedlejsi kritéria
1) plazmocytom (histologie tkang) a) Vv kostni dieni 10 — 30 % plazmocyti
2) pocet plazmocytd v kostni dieni > 30 % b) koncentrace M-Ig nizsi nez v bodé 3
3) sérové koncentrace monoklonalniho C) pritomna osteolyticka loziska
imunoglobulinu (M-Ig): o . i L
M-IgG > 35 g/l d) snizeni ostatnich fyziologickych
Ll . . o 0 r ’

M-IgA > 20 g/, 1m1in(|i/glgl;)l::)ulslml1l (< 50 % normalni hodnoty)
nebo mnozstvi lehkych fetézci v moci za IgA <1 ’0 g/l
24 hodin>1g g 9

1gG < 6,0 g/l
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Tabulka 2: Diagnostika mnoho&etného myelomu, pievzato z [21].

Screeningové testy Testy, které mohou  |Testy, které zjistuji Testy pro zjisténl | Specialni testy
pti podezfeni na myelom, | potvrdit diagnézu velikost myelomové poSkozenl tkanl indikované u nakterych
pokud Je Jeden vysledek masy a prognozu a organt myelomem| nemocnych
Z nich patologicky, je nutno (ROTI)
pokratovat testy, které
mohou potvrdit diagnézu
krevnl obraz, sedimentace | asplrat kostnidfend,  |cytogenetické vySetfenl | krevnl obraz Imunohistologie
erytrocytl pripadna trepancblopsie (kostni dfens + FISH a flowcytometrle kostnf
dfend
lonty véetné Ca, kreatinin, Imunofixatni vySetfenf  [kvantifikace monokiondinfno | urea, kreatinin, vitamin B,, a kyselina
urea, kysefina motova, piftomnostl Imunoglobuiinu v krviamog! | clearence kreatininu, | fistova v pripadé
albumin, celkova bilkovina, | moenoklondinho Ig v kvl |(denzliometrické stanoveni) | Ca, albumin makrocytozy
amodi
elektroforézaséraamote | voiné lehké fetdzce Ca, albumin, LD, CRP MR, CT, FDG-PET, MBI
v kvl 8,-mikrogiobulin
kvantifikace polykiondinich kvantitativni stanovent
Imunoglobuiind polyklondinich
Imunoglobulind
rtg snimek suspekni oblastl | rig vySetfenl skeietu g vySetfeni skeletu

1.1.4 Metody pouzivané pri diagnostice mnohocetného myelomu

Z tabulky €. 2 vyplyva, Ze soubor zakladnich vySetfeni pro diagnostiku MM je nasledujici:
stanoveni krevniho obrazu, vySetieni kostni diené€, rentgenové vySetteni skeletu v bolestivé
lokalizaci, vySetfeni sedimentace erytrocytt,, zakladni biochemické vySetfeni krve 1 moci,
kvantitativni vySetfeni imunoglobulinii IgG, IgM a IgA v séru (izolované zvySeni koncentrace
jednoho typu imunoglobulinu a sniZzeni dalSich signalizuje MM), déle se jeSt€ provede

elektroforéza bilkovin séra.
Laboratorni metody diagnézy mnohocetného myelomu

Mezi zékladni laboratorni metody pro stanoveni diagnézy onemocnéni patii biochemické
vySetfeni krve (séra) i moci, krevni obraz, kvantitativni proteinurie ze sbéru moci za 24 hodin
a vySetfeni glomerularni filtrace. Ze séra se stanovuje koncentrace urey, kreatininu, iontti véetné
kalcia, celkové bilkoviny a albuminu, CRP a sedimentaci erytrocytiu. Pokud je sedimentace
erytrocytt velmi rychla (vysoka hodnota FW) mize to souviset s pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu. To vsak neplati pro Bence-Jones typ mnohocetného myelomu. Koncentrace
celkové bilkoviny Vv séru je zvySena naopak koncentrace albuminu v séru je nizka. Koncentrace

urey, kreatininu, a elektrolyt vcetné kalcia v séru jsou zvysené. Déle se provadi kvantitativni
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denzitometrické stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu, kvantitativni denzitometrické
stanoveni lehkych fetézc v moci a kvantitativni stanoveni polyklonalnich imunoglobulint,
vysetieni volnych lehkych fetézcl v séru véetné stanoveni /A indexu. Déle se stanovuje

beta-2 mikroglobulin v séru [22, 23].

Sternalni punkce nebo trepanobiopsie lopaty kosti kycelni jsou indikovany pii podezieni
na onemocnéni vyplyvajici z biochemického nebo rentgenového vysetieni. Hodnoceni aspirace
kostni dien¢ ze sternalni punkce je omezena. Rozhoduje zde kvalita aspiratu. Vysledné
hodnoceni, pocet plazmatickych bunék je totiz zavisly na tom, kolik periferni krve je aspirovano
spolu s kostni dieni. Trepanobiopsie ma vyhodu v tom, Ze toto zkresleni aspiraci periferni krve

odpada. Barvenim na kappa a lambda fetézce je mozné prokazat klony plazmocytt [24].
Cytogenetické vysetieni

K zékladnim metodam cytogenetického vysetieni u MM patii konvenéni cytogenetické analyza
provadéna na mitézach nadorovych bunék pomoci G-pruhovani chromozomi. Vychozim
materidlem je 24 hodin kultivovana kostni dieii. Klondlni chromozomové aberace se vyskytuji
pfi konvencni cytogenetické analyze asi jen u 20 — 30 % nemocnych s MM [25]. Zna¢ny pokrok
v cytogenetice MM znamenalo v poslednich letech zavedeni modernich molekularné
cytogenetickych metod, zejména techniky fluorescencni hybridizace in situ (FISH), ktera
vyuziva k detekci chromozomovych zmén specifické DNA sondy. Od poloviny 80. let
minulého stoleti se nejcastéji pouzivaji DNA sondy znacené fluorescenénim barvivem.
K vy$§imu zachytu chromozomovych aberaci u pacienti s MM se proto pouziva selektivni
imunofluorescenéni znaceni nadorovych plazmatickych bun€k v kostni dfeni pomoci
monoklonalnich protilatek proti A a x fetézcim cytoplazmatickych imunoglobulind, ptipadné
molekularné cytogenetické vySetfeni myelomovych bun€k ziskanych pomoci magneticky

aktivnich ¢astic [26].
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Obrazek 1: Karyotyp pacienta s MM, Sipkami jsou oznaceny translokace t(14q32)
a t(8q24.1), prevzato z [27].

Elektroforeticka separace sérovych proteinii

Ke specifickym laboratornim vySetfenim se fadi elektroforéza séra a/nebo zahusténé moce.
Elektromigra¢ni metody, které dé€li frakce proteind, jsou vhodnymi postupy pro elektroforézu
bilkovin v séru. Elektroforéza bilkovin séra je urcena predevsim protzv. screening
monoklonalnich gamapatii a k semikvantitativnimu stanoveni paraproteinu. Kvantitativné se
hodnoty uvadi v g/L. Elektroforeticky systém musi mit vysoké rozliSeni, aby byl schopen
detekovat malé monoklonalni pasy (nebo monoklonalni imunoglobuliny o nizké koncentraci),
které mohou migrovat s ostatnimi proteiny v oblasti frakce beta nebo piipadné 1 ve frakci alfa.
Doporucuje se pouzivani diagnostik délicich sérové proteiny na frakce albumin, o1, a2, B1, B2
av. Ackoli je elektroforéza povazovan za semikvantitativni test, ma nékolik limitu, jako jsou
vysoké pozadi gama oblasti, nizka koncentrace M-proteinu a spole¢na migrace s globuliny
umisténymi v alfa a beta oblastech. Tyto faktory mohou vést k nepfesné kvantifikaci, a proto
elektroforéza v tomto usporadani nemize byt pouzita k identifikaci paraproteinti. K identifikaci
monoklonality imunoglobulini je vhodna metoda imunofixace [28, 29]. Na obrazku ¢. 2 je

vysledek elektroforézy zdravého Cloveka a pacienta s MM.
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Obrazek 2: Denzitometrické  vyhodnoceni
elektroforézy proteinli ze séra zdravého cloveka
(modry zdznam) s porovnanim pacienta s MM (zluty
zaznam), prevzato z [30].

Imunofixace

Tato metoda se skldda ze dvou krokti — vlastni elektroforetickd separace sérovych proteini
a poté nasleduje krok imunofixace. Imunofixaci je nutno provést vzdy u pacientd, u nichz je dle
klinickych ptiznaki a vysledkli zobrazovacich metod podezieni na MM, a to i pfesto zZe je
elektroforéza sérovych proteind negativni. Imunofixace bilkovin séra a moce slouzi k uréeni
typu M-proteinu, a také se pouziva jako screening u podezieni na primarni amyloidézu,
pfi které kvantita M-proteini miize byt tak nizka, Ze neni mozna jejich detekce
pfi elektroforéze. Jak jiz bylo feceno vySe, Vprvnim kroku jsou elektroforeticky
na agarézovém gelu rozdéleny bilkoviny na jednotlivé frakce. V druhém kroku se
monoklonalni bilkoviny fixuji pomoci antisér. Pouzivaji se antiséra anti-1gG, anti-IgA,
anti-lgM, anti-kappa a anti-lambda. U nékterych piipadi ptitomnosti monoklonalnich lehkych
fetézcl a zdroven negativity imunofixace S antiséry proti IgA, 1gG a IgM nasleduje jesté
imunofixace s antiséry proti IgD a IgE. Imunofixaéni prouzky jsou porovnany s odpovidajicimi
frakcemi referen¢niho vzorku (odpovidajici prouzek by mél mit stejnou migracni pozici). Touto
metodou zjistime pivod M-proteinu [23]. Tato metoda je desetkrat citlivéjsi nez elektroforéza,
a muze tedy odhalit ¢ast M-proteinti o nizké koncentraci, které bézna elektroforeticka separace
nezachyti. Metoda je rychlejsi, vysledky analyzy jsou do 3 hodin. Koncentrace M-proteinu
v séru pacientd s MM se pohybuje kolem hodnot 0,2 g/L v séru a v moci kolem 0,04 g/L.
Imunofixace miize byt Castecné automatizovana, vysledky analyz jsou na rozdil od dfive

pouzivané metody imunoelektroforézy jednoznac¢né s malym vlivem subjektivnich chyb [31].

25



Na obrazku ¢. 3 je vlevo vysledek imunofixace bilkovin ze séra. Pivod M-proteinu je ze tiidy

IgG a typ lehkého fetézce je A. Vpravo je vysledek zdravé kontroly.

Pacient s MM Zdrava kontrola
Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane 6
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Obrazek 3: Vlevo je zaznam vysledku analyzy séra pacienta, kterému diagnostikovali MM
metodou imunofixace, vpravo je zdrava kontrola, ptevzato a upraveno z [32].

Také stanoveni koncentrace (-2 mikroglobulinu (B-2 MG) je dualezitym prognostickym
faktorem u pacientt s MM. Koncentrace beta-2 mikroglobuliny v séru i v mo¢i je zavisla
na funkci ledvin. Protoze sniZzend glomerularni filtrace zvySuje hodnoty B-2 MG v séru
a poskozeni tubulti naopak snizuje jeho hodnoty v séru, musi byt hodnoty -2 MG posuzovany
ve vztahu k funkci ledvin. Detekce a kvantifikace M-proteinu je nezbytna pro posouzeni
odpovédi na 1écbu. Koncentrace M-proteinu v séru koreluje s progresi onemocnéni nebo reakci

na lécbu [23, 28].

Spravné ur€eni diagnézy MGUS vyZaduje nejenom odliSeni od inicidlnich forem malignich
monoklonélnich gamapatii (MG), ale i od MG asociovanych s B lymfoproliferativnimi nebo
jinymi nemalignimi nemocemi. V pribéhu sledovani pacienta s MGUS je doporucen standardni
panel vySetieni (krevni obraz, zakladni biochemické vySetieni, kvantitativni stanoveni Ig, FLC
(z angl. Free Light Chains) vysetieni, imunoelektroforéza séra a moci). Vysetieni kostni dien¢
by mélo byt soucasti diagnostického algoritmu pro vSechny pacienty s MGUS typu IgA a IgM
[33]. Aby byl MGUS diagnostikovan, musi byt pfitomnost sérového monoklonalniho proteinu
< 3 g/dl a <10 % klonalnich plazmatickych buné€k kostni diené. MGUS muze progredovat
do pokrocilejsiho asymptomatického stadia SMM (z angl. Smoldering Multiple Myeloma).
U pacienti s M proteinem typu IgG < 15 g/l a pii M proteinu typu IgA < 10 g/l bez kostnich
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bolesti neni doporuceno zobrazovaci vysetfeni. U vSech ostatnich pacientl, je vhodné
provedeni RTG celého skeletu, celotélové MRI (z angl. Magnetic Resonance Imaging),
PET/CT nebo PET/MRI vysetieni [34, 35].

Zobrazovaci metody slouZici k diagnoze mnohodetného myelomu

Zobrazovaci metody jako jsou rentgenové vySetieni, pocitaCova tomografie, magneticka
rezonance a pozitronova emisni tomografie jsou klicové v diagnostice mnohocetného myelomu.
Jejich volba, vzajemna kombinace a navaznost jsou diilezité pro v€asné a spravné uréeni této

diagnozy.

Rentgenové vysetieni

vvvvvv

pouzivané¢ v mediciné. Poskytuje piedev§im morfologickou (anatomickou) informaci
o0 pacientovi. Princip vySetfeni je zalozen na schopnosti RTG zateni pronikat lidskym télem.
Vysledkem je obraz zachyceny na detektoru ptistroje [34]. Zhruba 80 % pacientt s MM ma
v dobé& diagndzy zietelna osteolytickd loZiska na snimku. Nejcasteji postizenymi oblastmi jsou
obratle, a dale se tyto loziska nachazi na zebrech, lebce, paznich kostech, panvi, dlouhych
kostech. Vyhodou vstupniho RTG vysSetieni je rychlé ziskani informaci o stavu skeletu.

Nevyhodou je nizka senzitivita [36]. Na obrazku ¢. 4 jsou snimky z RTG pacienta s MM.

Obrazek 4: RTG snimky lebky, hrudniku
a paze pacienta s MM, ptevzato z [37].
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Vypocetni tomografie (CT)

CT je radiologickd zobrazovaci metoda, ktera pomoci rentgenového zafeni umoziuje
neinvazivni zobrazeni vnitfnich organi a tkani ¢lovéka. CT je vhodné pro zobrazeni téch ¢asti
skeletu (lopatka, Zebra), které nelze dobte zviditelnit klasickym rentgenovym snimkem. Dale
také pomoci CT velmi dobfe zobrazit obratle a zjistit pfipadnou expanzi myelomovych hmot
do pateiniho kanalu. Diky vysoké rozliSovaci schopnosti Ize s pomoci CT dobie zobrazit mala
osteolyticka loziska. CT zobrazuje piesnéji mineralni struktury hydroxyapatitu, nema vSak

potencial tak dobie prokazat patologickou mékkotkanovou infiltraci kosti [38].
Magneticka rezonance

Velky vyznam ma ve zhodnoceni poskozeni skeletu magnetickd rezonance. MRI je moderni
zobrazovaci vySetteni, které¢ se vyuziva k zobrazeni vnitinich organt lidského téla. Metoda
vyuzivd chovani né¢kterych atomovych jader umisténych v silném magnetickém poli
pfi interakci S vysokofrekven¢nim elektromagnetickym zafenim. Pomoci MRI je 1ékat schopen
ziskat fezy vybrané ¢asti lidského téla. Na snimcich z MRI Ize rozeznat kromé poskozeni
minerdlni struktury kosti i patologickou infiltraci kostni dfen¢, kterd ptedchazi rozvoji
osteolytickych lozisek. Navic také ptesnéji znazorni poskozeni nervovych struktur [39].
Vysledky MR zobrazeni maji prognostickou informaci. Nalez vice nez 10 lozisek v patefi
vyrazné¢ zvySuje pravdépodobnost patologické fraktury v této oblasti. Nalezy patologické
infiltrace na MRI mohou dlouho pfedchazet vzniku jednozna¢ného osteolytického loziska.
Zmény v kostni dfeni po 1é€be je vSak obtiznéjsi interpretovat, proto MR skeletu se standardné
nepouziva k hodnoceni uspéchu 1é¢by [40, 41]. Na obrazku ¢. 5 je snimek bederni patefe
pacienta s MM. Tento snimek ukazuje infiltraci mnohocéetného myelomu. Bilé Sipky ukazuji
ve fokalnim vzoru zvySenou intenzitu signalu v odpovidajicich oblastech. Ve vzoru stl a pept
(salt and pepper) jsou promisené hyper- a hypointenzivni signaly. Ve fokalnich a difuznich
vzorcich je zobrazeni difuzné snizené intenzity signalu obratlti a jsou také vidét ohniskové

oblasti snizeného signalu (bilé teCkované Sipky) [42].
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Obrazek 5: Porovnani snimku bederni patete z MRI pacienta s mnohocetnym myelomem a zdravého
¢lovéka (vlevo), prevzato z [42].

Pozitronova emisni tomografie

Technologie pozitronové emisni tomografie (PET) byla poprvé vyvinuta v roce 1973, prvni
celotélovy PET skener v roce 1977 a integrovany hybridni PET s komponentou pocitacové
tomografie byl pifedstaven na pocatku devadesatych let minulého stoleti. Principem
zobrazovani pozitronovou emisni tomografii je moznost detekce a néasledné registrace zmén
metabolizmu v patologicky zménéné tkani. Pti transformaci zdravych bunék v buiiky naddorové
Ize funk¢éni zmény odhalit diive neZ zmény anatomické, a proto se patologicky proces
ve tkanich muze zachytit pomoci PET dfive neZ pomoci zobrazovacich metod.
Pii samostatném PET vySetfeni vSak chybi anatomické informace a neni zfeymy vztah
zobrazené patologické 1éze k ostatnim anatomickym strukturam. Tento nedostatek byl
v klinické praxi odstranén neddvnym zavedenim hybridnich pfistrojii. Fazi obrazl ziskanych
pii jediném PET/CT vySetieni lze ptesné urcit, ve které anatomické struktuie se patologicka
1éze nachazi [43, 44].

Nejéast&ji pouzivanym radiofarmakem pii PET vysetieni je analog glukozy 2-[*®F]-fluoro-2-
deoxy-D-glukéza (*F-FDG). Nadorové buiiky véetnd plazmocyti MM  vykazuji
hypermetabolizmus glukozy a pti FDG-PET vySetteni v nich detekujeme zvySenou akumulaci

BE-FDG. ¥F-FDG-PET/CT vysetieni dovoli u MM demonstrovat nddorové postizeni skeletu

jak difuzniho typu, tak fokalni jesté pred vyskytem anatomickych zmén [45].
Radioizotopové zobrazeni pomoci *°Tc-sestamibi

Druhou bézné pouzivanou radioizotopovou vySetfovaci metodou je zobrazeni pomoci latky

sestamibi, presnéji ®°*mTc-2-methoxy-isobutyril-isonitril, zkracend MIBI. Tato metoda pouziva
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ke znaCeni radioaktivni technecium. Sestamibi je latka, ktera se mimo jiné kumuluje
v mitochondriich, kterych je v myelomovych bunkach vice nez v okolnich strukturach. Proto
lze pomoci MIBI také =zobrazit rozsah mnohocetného myelomu a zjistit piipadna
extramedularni loZiska [40]. Pfi interpretaci je vhodné piihlédnout ke skute¢nosti, ze MIBI
zndzornuje pritomnost myelomovych lozisek, zatimco FDG-PET zndzornuje aktivitu bunck

téchto lozisek [46].

1.1.5 Monitorovani pritbéhu onemocnéni a ovérovani ucinnosti terapie

Pro monitorovan priabéhu onemocnéni MM se pouzivd FDG-PET metoda, déle Ize pouzit
FDG-PET/CT a metoda Hevylite™, kterou objevil pan Bradwell. Ovsem MR neni vhodna

metoda pro ovéfeni ti¢innosti terapie MM.

FDG-PET je pozitronova emisni tomografie, kterd vyuzivd deoxyglukézu znacenou
radioaktivnim fluorem (FDG). Tato metoda umoznuje funkéni vySetfeni metabolismu
nadorovych bunék, ma vyssi senzitivitu nez bézné pouzivané CT a MRI vysetteni. FDG-PET
zobrazeni je mozné pouzit k vyhodnoceni ti¢innosti radioterapie v ptipad¢ velkych solitarnich
plazmocytomu. Pretrvavani aktivity po 1écbé je signdlem pro nepfiznivou progndzu
a nedostatecné ucinnou 1é¢bu. Neékteri autofi popsali vyhodnoceni efektu cytostatické 1écby
a priznivou prognézu u nemocnych s normalizaci ptivodné patologického nalezu na FDG-PET.
Pretrvavajici pozitivita PET po ukonceni vysokodavkované chemoterapie korelovala
s nepfiznivou prognézou téchto nemocnych [47]. Dalsi metodou, kterou lze pouzit
k pribéznému monitorovani prabé¢hu MM, je FDG-PET/CT. Umoznuje citlivou detekci
rezidualni perzistence aktivnich medularnich 1 extramedularnich 1ézi, a to zejména
u nemocnych s nesekre¢ni formou MM a k posouzeni vysledku 1é€by v ptipadé myelomovych
lozisek >5 cm, jeZ Casto nereaguji na terapii. Pretrvavajici aktivita signalizuje nedostate¢né
ucinnou lé¢bu a nepiiznivou progndzu. Pii hodnoceni je nutno ov§em zohlednit moznost falesné
negativity v pipad€ malych (<5 mm) loziskovych 1¢zi a velkych 1ézi s nedostate¢nou akumulaci
FDG. Aby vysledky nebyly falesn¢ negativni je nutny vice nez ¢tyt tydenni odstup od predchozi
chemoterapie, tfi mési¢ni odstup od radioterapie a péti denni interval od skonceni 1éCby

kortikosteroidy [48].

Limitaci standardnich metod odstrafiuje metoda Hevylite™, kterou zavedl vroce 2009
Bradwell [48]. Metoda je zalozena na principu nefelometrie, ptipadné turbidimetrie a umoznuje
pfesnou kvantitativni analyzu paru lehkych a tézkych fetézct Ig x aA (HLC-kxa HLC-A).
Analyza je zajiSténa diky ptipraveé vysoce specifickych, avidnich polyklonalnich protilatek proti
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funkénim epitopim umisténych mezi konstantnimi doménami tézkych a lehkych fetézct Ig.
Metoda je ptesnéjsi a ptinosnéjsi, nebot’ poskytuje reprodukovatelné vysledky hladin nejen
monoklonalniho, ale inormalniho izotypu imunoglobulinu. Oproti monitoraci M-proteinu
s pomoci elektroforézy ma sledovani hodnoty HLC-r (pomér hladin HLC-x a HLC-)\) vyssi
senzitivitu v rozpoznani nedostatecné 1é¢ebné odezvy a schopnost ¢asného rozpoznani relapsu
¢i progrese MM, coz je cenné zejména u oligosekreéni formy MM [49]. Obrazek ¢&. 6

znazornuje princip metody Hevylite.

K Light chain A Light chain

;

Heavy chains

&~ S

Hevylite
target
epitope
Hevylite
larget
epitope

lg’ x immunoglobulin g’ » immunoglobulin
molecule molecule

Obrazek 6: Metoda Hevylite pro analyzu paru lehkych a t&zkych
fetézcn Ig k a A, prevzato z [50].

1.1.6 Terapie mnohocetného myelomu

Lécba mnohocetného myelomu je systémova a sklddd se nejCastéji z trojkombinace
alkyla¢niho, antracyklinového nebo antimetabolitového cytostatika, kortikosteroidu a jednoho
z tzv. novych Ié¢iv. Do této skupiny 1éCiv patii bortezomib, talidomid, lenalidomid. Klicovou
soucasti 1écby mladsich pacientl je vysokodavkovand chemoterapie s ndslednou transplantaci
Stépu autolognich hematopoetickych bun¢k [40]. Pro nové diagnostikovaného pacienta s MM
do 65 let primolécba zahrnuje 4 cykly indukéniho rezimu VCD (Velcade (bortezomib)
+ cyklofosfamid + dexamethason) nebo CTD (cyklofosfamid + thalidomid + dexametazon)

nebo 3 - 5 cykld indukéniho rezimu VAD (vinkristin + doxorubicin + dexametazon) [51].

Vyznamnou skupinou jsou lé¢iva ze skupiny inhibitorti proteazomu [52]. Proteazom jako nova

bunééna struktura byl poprvé identifikovan na pocatku 70. let skupinou doktora Harrise [53].
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Ostatni objevy se uskutecnily, koncem 70. let a poc¢atkem 80. let a bylo zjisténo, ze jeho funkce
spoc¢ivd v ATP-dependentni degradaci intracelularnich proteinti a jeho specifita je dana
interakci pouze s takovymi proteiny, které jsou oznaceny polyubikvitinovym fetézcem anebo
obsahuji specifickou sekvenci aminokyselin [54, 55]. Proteazom je tutvar, ktery se sklada
ze Ctyf homolognich prstenct tvofenych sedmi podjednotkami a nebo B, které jsou nad sebou
usporddany v pofadi a-B-f-a. K inhibici funkce proteazomu postacuje pouze zablokovani
podjednotky B5, ktera vykazuje chymotrypsinovou aktivitu [56, 57]. V hematopoetickych
bunikach je hlavnim typem proteazomu jeho inducibilni izoforma, tzv. imunoproteazom, jehoz
vyskyt koreluje s hladinou cytokinid [58]. Pouziti inhibitorti proteazomu patii v souc¢asné dob¢
dasledkem inhibice proteazomu v myelomovych bunikdch je indukce apoptotickych drah,
piekonani rezistence ke konven¢ni chemoterapii a senzitizace vici dalSim terapeutikiim. Prvni
generace inhibitorti proteazomu je Bortezomib. Je prvnim a jedinym inhibitorem proteazomu,
ktery byl doposud oficialné¢ schvalen pro klinickou praxi [60]. Na obrazku ¢. 7 je popsan
mechanismus ptsobeni Bortezomibu. Bortezomib blokuje proces degradace kB kinazy, ktera
je klicem k aktivaci NF-kB. Dale bortezomib snizuje adhezi plazmatickych bunék
ke stromalnim bunkam kostni dfen¢ a navozuje apoptdzu aktivaci kaspaz. Bortezomib v burice
narusuje mechanizmus opravy DNA, indukuje apoptézu narusenim membrany
endoplazmatického retikula, inhibuje MAPK signdlni drahy, sniZzuje hladiny antiapoptotickych
proteint a stabilizuje hladiny proapoptotickych proteinti [61].

32



naruseni mechanizmu degradace

J— - U0
opravy DNA kKB ¥
oUU

BORTEZOMIB 19 3

T
indukce stresu ER u MM bunék et @y P %
plazmatické §

bunky s 4 3

4 & 7
-~ IL-6 degradace
Al ( . IGF-1 IxB

aktivace kaspdz8a9 = P e Ay L. o

Nyl K - ‘ = AU

: " ‘e ':.‘-’t- VL q U‘U’UU v
stromalni buriky
kostni drené
inhibice PI3/AKT, MAPK signalni _|
drahy . ’
sl aktivace NF-kB drahy
<——  atranskripce MM
MM bunék bunéénych cytokinl
snizeni antiapoptotickych
proteint rodiny BCL-2,

stabilizace proapoptotickych
¢lend rodiny BCL-2

Obrazek 7: Schéma znazoriujici ptisobeni Bortezomibu, ktery blokuje proces degradace IxkB
a snizuje adhezi plazmatickych bungk, a tak ovliviuje rist a pieziti MM bunék pievzato [61].

Nov¢jsi skupinou 1€kt pouzivanych k 1é¢bé MM jsou imunomodulaéni Iéky (IMiDs) na bazi
thalidomidu. Tyto 1éky jsou syntetické derivaty kyseliny glutamové. Do této skupiny patii
thalidomid, lenalidomid a pomalidomid. Stimuluji imunitu, pfedev§im CD4+ a CD8+
T lymfocyty i NK (z angl. Natural Killer) bunky. Dale maji antiangiogenni uCinek,
protizanétlivy Géinek a antiosteoklastickou aktivitu. Ov§em mnohé imunomodulaéni 1éky jsou

také teratogenni. Nevyhodou je i vysoka cena [62].

Velice vyznamnou soucasti terapie MM je podpiirna 1é¢ba, podilejici se na zvladani privodnich
projevli nemoci a zlepSeni kvality Zivota. U nemocnych s klinickymi projevy anemického
syndromu Ize namisto krevnich pfevodl pouZit plisobky s erytropoetickym t€inkem, nejb&znéji
rekombinantni lidsky erytropoetin (rHuEPO). V ptipadé zavazné febrilni neutropenie, zejména
v diisledku intenzivni chemoterapie ¢i aktinoterapie je plné€ indikovano pouziti leukocytarnich
rustovych faktord (predevS§im G-CSF), které zkracuje trvani neutropenie a vyznamné tak

ptispiva ke zvladnuti zanétlivych komplikaci [63].

.....

odvétvi hematologie. Standardni chemoterapie uzivana do 90. let 20. stoleti vedla k dosazeni
dob¢ preziti okolo 30 mésict [64]. Zasadni nevyhoda chemoterapie je neschopnost bezpecné

podavat vysoké davky. Vysoké davky jsou velmi toxické a mohou vazné postihnout produkci
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krvinek. To ma za nasledek, Ze jejich pocet nebezpecné klesa, coz muze zpisobit zivot
ohrozujici komplikace. Vysokodavkovéa chemoterapie s autologni transplantaci krvetvornych
bunék (HDT-ASCT) poskytuje feSeni tohoto problému. Pouzitim HDT-ASCT mize byt
umsrceno vice myelomovych bun€k, nez by bylo mozné tradi¢ni cytostatickou 1écbou [65].
Tudiz tato metoda vede k vyssimu poctu 1é¢ebnych odpovédi a k prodlouzeni bezptiznakového
obdobi do nastupu relapsu onemocnéni. Dalsi vyhody autologni transplantace jsou, Ze trva
krat$i dobu ve srovnani s konvenc¢ni 1écbou a je spojenad s nizsi celkovou zatézi pro lidsky

organismus [66]. Obrazek ¢. 8 znazornuje schéma proces HDT-ASCT u pacienti s MM.

induction
treatment

autologous stem
cell transplant

stem cell
mobilisation

stem cell collection high-dose melphalan

Obrazek 8: Schéma HDT-ASCT u pacienta s MM 1: indukéni 1é¢ba,
2: mobilizace kmenovych bungk, 3: sbér kmenovych bunék, 4: vysoké davky
melfalanu, 5: transplantace autolognich kmenovych bunék, ptevzato z [66].
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1.2 Nadorové burnky

Existuji dva typy nadorovych bunék, a to maligni a benigni. Benigni buiiky se nesiii do okoli.
Vytvateji struktury, které se podobaji strukturam vychozi tkdné, ovSem tyto struktury vSak
nejsou zapojeny do funkéni tkané organu [67]. Nejsou pro organismus tolik nebezpecné jako
jsou maligni buiiky, pokud pfi svém rustu neohrozuji funkci organt, ze kterych vzesly. Pokud
nezatne nadorovd masa omezovat priutok krve a vyzivu zdravych bunck. Lécba je
zpravidla chirurgicka, pokud je mozno odstranit nador cely, nedochazi zpravidla k recidivé.
Z ngkterych benignich nadord, nejcastéji u nadorti kiize a tlustého stieva, se mohou stat maligni.
Benigni nddory maji obecné pomalejsi rychlost riistu nez naddory maligni a benigni buiiky jsou

obvykle diferencovanéjsi [68].

Na rozdil od bunék benignich se v pozdnéjsich stadiich maligni rakovinné bunky uvoliuji
Z primarniho nadoru a maji schopnost invazivity a proriistdni do okolnich tkani, tzv. metastazuji
[69]. Maligni buiky se odliSuji od normalnich buné€k v morfologii, obsahu regula¢nich
a ristovych proteind, transkripénich faktorti a dalSich proteint, které se jakkoliv zapojuji
do bunééného déleni. Se zménou sloZeni proteint v cytoplasmé, v jadie, v membrané takovych
bunck souvisi i skladba latek uvoliiovanych z bun¢k do extracelularniho prostoru a také slozeni
tzv. exozomu uvoliiovanych bunikami do svého okoli. Maligni buniky nereaguji na signaly, které
fidi bunétné déleni a schopnost apoptdzy. Postupem cCasu tyto builky ztraci kontrolu
nad pribéhem a regulaci bunécného déleni az nereaguji na kontrolni signaly buné¢ného déleni.
Maligni buiky ignoruji signaly iniciujici programovanou bunécnou smrt, a to navzdory
skutecnosti, ze kvuli jejich ¢etnym abnormalitim by se z nich normalné staly hlavni cile
pro apoptézu. Napiiklad mohou navodit stav imunitnich bunék tak, Ze misto aby nadorové
buiiky vyhledavaly a nicily, tak vytvafi jakousi obranou bariéru kolem nadorové masy. Toto

plati pro solidni nadory [69, 70].

Morfologicky je nadorova burika charakterizovana velkym jadrem, které ma nepravidelnou
velikost a tvar, jadérka jsou vyrazna, cytoplazma je f¥idka a intenzivné zbarvena nebo je naopak
bleda. Jadro nadorovych bun€k ma diky svym zménadm hlavni roli v hodnoceni nadorové
malignity. Ultrastrukturdlni charakteristiky souvisi se segmentaci jadra, invaginacemi,
zménami chromatinu, jako je redukce heterochromatinu, narist interchromatinovych
a perichromatinovych granuli, zvétSeni por jaderné membrany ¢i tvorba inkluzi. Jadérko je
charakterizovano hypertrofii, makro- a mikrosegregaci, jeho pohybem smérem k membrang,
pocetnim naristem a tvorbou intranukledrnich kanalkii mezi jadernou membranou a jadérkem.

Nédorové builky maji vys$i pocet mitdz, objevuji se atypické formy mitoézy s defekty

35


https://www.linkos.cz/slovnicek/chirurgicka-lecba/

v mitotickém vieténku a atypické formy chromozomu [71]. U nadorovych bun¢k se hromadi
mutace v chromozomech, a proto maji bunky dvojndsobek normalniho poctu chromozomd.
Jedna z nejbéznéjSich mutaci souvisi s genem p53, ktery zptisobuje sekreci autoprotilatky

anti-p53 v lidském séru pied nastupem klinickych pfiznaki rakoviny [72].

Rakovinné bunky obsahuji genové mutace, které mohou byt zdédéné nebo se mohou vyvijeji
v prubé¢hu cCasu kviili opotfebovani genu. Jejich genotyp se postupné meni. Nadorova
transformace bunky a nasledné nadorové bujeni je velmi slozity proces, ktery probiha
dlouhodobé¢, stupniovité¢, a ne vzdy ovliviluje cely organismus. Mutageny se rozdé€luji
na chemické (formaldehyd, benzen), fyzikalni (ionizujici zateni poSkozujici DNA somatickych
buné¢k), onkogenni viry. Onkogenni viry se déleni na RNA (retroviry) a DNA (adenoviry,
herpesviry, HBV virus). Nasleduje porucha regulace bunééného cyklu. Selhani reparacnich
mechanismit DNA je dano poruchou proontogent, které normalné reguluji bunécné déleni
(proliferaci), vznikaji tzv. onkogeny odpovédné za maligni bujeni. Na bunéény cyklus pasobi
jesté nadorové supresorové geny, které ptsobi jak v somatickych, tak v zdrodecnych buiikach,
a proto se muzou dédit. Tieti skupinou gent podilejicich se na maligni transformaci jsou geny
reparace DNA, kdy dojde pfi mutaci k naruseni jejich enzymové skladby a vaznou opravy

mutovanych gena [73, 74].

Plazmatické buiky se stanou nadorovymi, pokud dojde k uritym zménam v jejich DNA.
Ke zméné v DNA dochazi, kdyz se v kostni dfeni vytvaii nové plazmatické bunky [75]. Dalsimi
rizikovymi faktory pro vznik myelomovych bunék jsou zafeni nebo azbest, benzen, pesticidy
a vysoké urovné radiace (pfi praci v jaderné elektrarng€) [75, 76]. Stres narusuje imunitni systém,
a kromé toho muze stresovy hormon noradrenalin pfimo vyvolat rlst rakovinnych bunék.
Lidsky herpesvirus-8 (HHV-8) je detekovatelny v nemalignich dendritickych bunkach kostni
dfen¢ u vétSiny pacientti s myelomem. Navic je HHV-8 detekovan také v periferni krvi vétSiny
pacientd s myelomem [77]. VSechny tyto faktory se v téle hromadi a pfispivaji k vyvoji

myelomovych bunék.

1.2.1 Myelomova burika

Zdravé plazmatick¢é bunky vytvareji protilatky, které pomahaji télu bojovat
s infekcemi a nemocemi. Vse se déje az po urcitym stimulu, podnét prichazejici jak z vnéjsiho,
tak i vnitiniho prostfedi. Dojde-li vSak ke ztrat¢ kontroly buné¢ného déleni u téchto bunék,
jedna se o buniky maligni. Buniky mnohocetného myelomu jsou tedy abnormalni plazmatické

buriky s malignim potencialem, které maji tendenci se ukladat v kostni dfeni [78]. Se zvySujicim
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se poctem bunék se zvysuje i mnozstvi protilatek v krvi a dalSich télnich tekutinach, protoze
myelomové buriky si zachovaly schopnost vytvaiet velké mnozstvi protilatek monoklonalniho
puvodu. Maligni plazmatické bunky pacienti s mnohocetnym myelomem produkuji velké
mnozstvi imunoglobulinu nebo produkuji nadbytek jednoho =z lehkych, vzacné jednoho
z tézkych tetézch. Tyto identické imunoglobuliny nebo lehké fetézce jsou zndmy pod nazvem

monoklonalni protein nebo M-protein nebo také paraprotein [79].

V cytoplazmé¢ myelomovych bunék se nachazi tzv. Dutcherova téliska, Russellova téliska
a inkluze tvofené Mottovymi bunkami. VSechny tyto abnormality obsahuji i vy$si hladiny
imunoglobulind [78]. Pro myelomové buriky je typicky povrchovy znak syndekan—1 (CD138).
Je to transmembranovy proteoglykan [80], ktery se mize pfimo vazat na proteiny mezibunééné
hmoty, uMM se vaze na kolagen typu I. V kostni dieni je u pacienti s MM
syndekan—1 detekovan pouze na bunkach z B lymfoidni linie a mira jeho exprese se méni se
stupném diferenciace [9]. Mezi dalsi znaky myelomovych bunék patii ziskani CD117, CD20,
CD28 nebo nizsi exprese CD27 a CD81 [81]. Na obrazku ¢. 9 je krevni natér pacienta, kterému
diagnostikovali MM.

/.

Obrazek 9: Krevni natér pacienta s MM, cervené Sipky ukazuji
na myelomové buiky a dale zelené Sipky ukazuji tzv. ,rouleaux®, ¢i
,penizkovaténi erytrocytl, prevzato z [82].
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1.3 Protinadorova imunita

Nadorové bujeni je podminéno akumulaci genetickych poruch v buifice, vedouci k aktivaci
bunéénych protoonkogeni a inaktivaci antionkogend [83]. Imunitni systém se podili
na kontrole ristu nddorovych bun¢k, piedev§im pii pocatku karcinogeneze. Imunitni reakce
na nadorovou bunku ma komplexni povahu a ucastni se ji vSechny imunitni mechanismy [84].
Predevsim dendritické buiiky hraji kli¢ovou roli pfi iniciaci a regulaci protinddorové imunitni
odpovédi. Dendritické builky pochazeji z progenitorG kostni dfené€, které jsou spolecné
pro monocyty, makrofagy a granulocyty, coz jsou hlavni buné¢né slozky piirozené imunity
[85]. S pokro¢ilym rstem nadoru se imunitni mechanismy viceméné paralyzuji a mnohdy maji

naopak podpurny G¢inek ve prospéch proliferace nadorovych bunék [84].

1.3.1 Slozky imunitniho systému podilejici se na protinadorové imunité

Imunitni systém bojuje proti nadoriim pomoci pfirozené (nespecifické) a adaptivni (specifické)
imunity. Oba typy imunity tvoifi dale jest¢ bunétnd a humoralni slozka. Bunécna slozka
piirozené imunity obsahuje neutrofily, monocyty, makrofagy, dendritické bunky a dal$i antigen
prezentujici buiky (APC), eozinofily, mastocyty, bazofily, NK buiiky a trombocyty. Humoralni
sloZky pfirozené imunity tvofi proteiny akutni faze, komplement a cytokiny. Bunécna
slozka specifické  imunity  zahrnuje T-lymfocyty, B-lymfocyty a  plazmatické  bunky.
Do humoralni slozky patii predevsim protilatky a cytokiny.

Prirozena imunita

Vyznamnou soucasti protinddorové imunity jsou NK buiiky, které identifikuji nadorové bunky
prostiednictvim receptorti. NK builkky se podileji na obran€ proti nddorim regulacné
1 efektorové, protoZze umi identifikovat nadorové bunky zhodnocenim miry exprese molekul
HLA 1. tfidy (z angl. Human Leucocyte Antigen). Zménéna exprese HLA I. tfidy je béznym
znakem nadorovych bunék. NK buriky jsou vyznamnym zdrojem cytokint (INFy, TNFa), které
maji protinadorovy efekt [86]. Jaderné bunky produkuji interferony, a ty maji antiproliferativni,
cytostaticky a vyznamny imunomodulaéni uc¢inek. ZvySuji expresi HLA 1. tfidy na nadorovych
buiikéch, a tim je zcitlivuji k plisobeni specifickych cytotoxickych T-lymfocytl, podporuji
ucinngjs$i zpracovani a prezentaci nddorovych antigenii a stimuluji vyzravani T-lymfocyth
do subpopulace Thl a vyzravani dendritickych bun¢k [87]. Dendritické bunky jsou APC,

jejichz hlavni funkci je zachytit cizi antigeny a zpracovat a prezentovat je na bunééném povrchu
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v komplexech s molekulami HLA tfidy I a Il naivnim T bunkam. Tato interakce vede ke zrani
a aktivaci nadorové specifickych cytotoxickych T lymfocyti schopnych migrovat
do nadorovych mist, identifikovat nadorové buriky a znicit je [85]. V protinadorové imunité se
uplatituje 1 vliv humoralni specifick¢é imunity, a to bud’ pfimym protinadorovym ucinkem

protilatek, ¢i zprostiedkované [88].

Adaptivni imunita

vvvvvv

Ty rozeznavaji pomoci svych receptort TCR (z angl. T-Cell Receptor) buniky napadané viry
¢1 bunky jinak abnormalni, tj. buniky poskozené stresem ¢i nékteré nadorové bunky, a nici je
mechanizmy z&vislymi na tésném kontaktu mezi CTL a napadanou buiikou. Imunitni odpovéd’
zalozena na CTL je zahajena v lymfatickych uzlinach tak, ze T lymfocyty musi nejprve
rozeznat komplexy HLA 1. a II. tfidy s antigennimi peptidy, coz mohou byt fragmenty virovych
proteini nebo produkty onkogenti, které se nachazi na povrchu aktivovanych APC (z angl.
Antigen Presenting Cell). Tyto buniky musi mit patfi¢éné adhezivni molekuly a kostimula¢ni
molekuly (nejdulezitéjsi je molekula CD28) [89]. Také se uplatiuji také Thl lymfocyty, které
jsou zodpoveédné za cytotoxickou specifickou bunénou reaktivitu namifenou proti nadoru.
Produkuji cytokiny jako INFy, TNFa, IL18 a IP-10, a tak dochazi k utlumu aktivity nadorového
bujeni [90]. Na obrazku €. 10 je schéma zapojeni protilatkové a bunééné slozky imunity v boji
proti patogeniim. V protilatkové (humoralni) slozce imunity se zapojuji pamétové B-lymfocyty
a B-lymfocyty, ze kterych se stanou plasmatické buiky, které produkuji imunoglobuliny.
V bunécné slozce imunity se zapojuji CTL, které produkuji perforini a gramzymd, diky kterym

dojde k lyze patogenu.
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Obrazek 10: Kooperace jednotlivych slozek protilatkové a bunééné imunity pfi napadeni organismu
patogenem, pievzato z [91].

Nové se objevuje i uloha B-lymfocyti. Regulaéni B-lymfocyty (Bregs) jsou podskupinou
B-lymfocyti, u kterych bylo prokazano, ze hraji klicovou roli pfi regulaci imunitni reakce, ktera
je zapojena do zanétu, autoimunity a v posledni dobé i rakoviny. Bregs mohou potlacit
ruznorodé subtypy bunék, véetné¢ T-lymfocytl, prostfednictvim sekrece protizanétlivych
mediatord, jako je IL-10 a usnadniuji pfeménu T lymfocyti na regulaéni T lymfocyty (Tregs),
a tak zmiriluji protinadorové imunitni reakce. Ackoli se souc¢asné imunoterapeutické strategie
Siroce zamétuji na posileni imunity zprostiedkované T-lymfocyty, B-lymfocyty jsou stale vice

ocenovany jako kli¢ovi hraci v terapie rakoviny [92].

Protilatky se v protinddorové obrané uplatituji tim, Ze se navazuji na povrchové nadorové
antigeny TSA (z angl. Tumor Specific Antigens), a tak dochazi k opsonizaci, ¢imz umoziuji
jejich napadani fagocyty ¢i NK buitkami. Dulezitd mtze byt 1 aktivace komplementu, protoze
protilatky né€kterych izotypli navazané na povrch nadorové buitky mohou aktivovat klasickou
cestu komplementu, coz pfispiva k opsonizaci, chemotaxi fagocytil a rozvoji zanétlivé reakce.
Vazba protilatek na urcité povrchoveé receptory miize vyvolat v takto napadené nadorové burice
ijeji apoptickou smrt [93]. Imunitniho systému ma schopnost detekovat TSA pomoci

tzv. imunosurveillance, coz je proces, pii kterém miiZze t€lo normalné odstranit nové vytvorené
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nadorové buiiky dfive, neZ se jejich riist stane nekontrolovanym. Unik pfed imunitnim dozorem
je ve skute¢nosti jednim z hlavnich mechanismi vedoucich k ristu nddoru a v poslednich letech
byl feSen nékterymi inovativnimi imunoterapeutickymi pfistupy, mezi né€z patii protilatky
anti-PD-1 [94]. Pfitomnost specifickych TSA na rakovinnych bufikach lze prokazat pouze
analyzami hmotnostni spektrometrii. Vétsina TSA je kddovana nemutovanymi nekanonickymi
transkripty, které vznikaji ze specifickych aberaci. Pti hledani TSA je proto dulezité provadét

analyzy hmotnostni spektrometrie, které zkoumaji vSechny ¢teci ramce celého prekladu [95].

1.3.2 Autoimunita

Autoimunita je jev, pii kterém reaguji protilatky nebo T bunky proti normalnim slozkam
Clovéka. Tyto slozky se nazyvaji autoantigeny a jsou tvofeny z proteint. Protilatky
a T lymfocyty, které rozpoznavaji autoantigeny, se nazyvaji autoprotilatky a autoreaktivni
T buiiky. Nedavné studie odhalily, Ze takové autoprotilatky nebo autoreaktivni T buriky existuji
I u zdravych jedinct. Imunitni systém ma rizné mechanizmy K potlaceni imunitni odpovédi
a naruSeni téchto mechanizmti ma za nasledek autoimunitni onemocnéni [96, 97]. Zatimco
autoimunitni onemocnéni je patologicky stav, autoimunita se pifesto odvozuje ze stejnych
mechanismu, které jsou zakladem normalni imunitni odpovédi na cizi antigeny [98]. Dalsi
dikaz, ze autoprotilatky a autoreaktivni T buniky mohou byt pfitomny u jedinct, kteti nemaji
klinicky dukaz autoimunitniho onemocnéni, pochazi z novych typa 1écby rakoviny zalozené
na imunoterapii. U pacientl s rakovinou, ktefi jsou léceni inhibitory imunitnich kontrolnich
bodu se rozvine Siroka aktivace jejich efektorovych T bunék, ktera je zakladem pro eliminaci
nadorovych bunék. Tato Siroka aktivace efektorovych T bunék vSak v relativné kratké dobé
uvolni fadu imunitnich vedlejSich ucinkd, které se podobaji autoimunitnim onemocnénim
vyskytujicim se v nepfitomnosti imunoterapie rakoviny. Vyskyt téchto autoimunitnich piihod
po pouZiti imunoterapie rakoviny siln€ naznacuje, Ze autoreaktivni T buiky a autoreaktivni
B bunky (tj. autoprotilatky) u zdravych jedinct existuji, ale jsou udrzovany pod kontrolou

regulaénimi mechanismy [96].

T bunky rozpoznavaji znamé TAA (z angl. Tumor-Associated Antigens), ovSem tyto antigeny
byly nalezeny i u lidi, kteti nikdy nemé¢li rakovinu a predpoklada se, ze mohly byt ziskany
v souvislosti s jinymi imunologickymi stavy, napt. s akutnim infekénim onemocnéni. Proto se
navrhlo, aby tyto antigeny v soucasnosti oznacované jako TAA byly pfejmenovany na antigeny

spojené s onemocnénim, tzv. DAA (Disease-Associated Antigens) [99].
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1.3.3 Role autoprotilitek v protinddorové imunité

Autoprotilatky jsou heterogenni skupinou protilatek. Tvorba autoprotilaitek mutze byt
indukovana riznymi patogenetickymi mechanizmy nebo miize probihat bez indukce jako
soucast tvorby pfirozeného repertodru obrany (pfirozené autoprotilatky). Pfirozené
autoprotilatky se fyziologicky ucastni prvni linie v obrané proti infekci, imunoregulace,
obvykle jsou pfitomny v nizSich titrech, maji relativné nizkou afinitu k odpovidajicimu
antigenu. Vétsina patii do tfidy IgM [100]. Autoprotilatky zacilené na antigeny spojené
snadorem TAA-AADbs (z angl. Tumor-Associated Antigens Autoantibodies), se objevuji
pfi riznych imunogennich stimulll souvisejicich s nddorem a Ize je povazovat za ocité svédky
protinadorové imunitni reakce. TAA-AAbs mohou byt snadno detekovany v periferni krvi
a znaci pro pritomnost konkrétniho nddoru exprimujiciho TAA. Byl identifikovan zna¢ny pocet

TAA vyvolavajicich autoprotilatkovou odpovéd’ spojenou s nadorem [101]

TAA-AADs jsou rozpustné cirkulujici proteiny a lze je snadno stanovit v nepatrném mnozstvi
séra nebo plazmy pomoci konvenénich robustnich metod (ELISA) nebo nejmodernéjsich
multiplexnich testd [102]. TAA-AADs byly primarné identifikovany a studovany se zamérem
dosahnout véasné detekce rakoviny, piedevs§im diky pozoruhodné schopnosti TAA-AAbS
signalizovat pfitomnost rakoviny dlouho pfedtim, nez se Zivot ohrozujici nador stane klinicky
evidentnim [103]. Naptiklad cirkulujici TAA-AAbs anti-p53 (p53-AAbs) mohou byt
detekovany dlouho (az 11 let) pfed rozvojem angiosarkomu jater [104]. Autoprotilatka anti-p53
byla exprimovana u riznych malignit, jako jsou jatra, vaje¢niky, prsa, plice a jicen.
Ke kvantifikaci autoprotilatek anti-p53 se pouzZiva n€kolik metod veetné enzymatické
imunoanalyzy, elektrochemiluminiscence a Western blotu. V posledni dobé byly vyvinuty

rizné elektrochemické biosenzory pro detekci autoprotilatek anti-p53 [105].
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1.4 Enolaza

Lidska a-enolaza (ENOL), znama jako fosfopyruvathydrataza, je enzym, ktery v lidskych
bunkach katalyzuje preménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat. Tato reakce je 9.
a tedy predposledniho krok glykolyzy. Enolaza patii do rodiny lyaz, konkrétné hydrolyaz, které
Stépi vazby uhlik-kyslik [106]. U lidi existuji celkem tii podjednotky enolazy, a to a, p a v,
z nichz kazd4a je kodovana samostatnym genem, ktery se mize kombinovat za vzniku péti
ruznych izoenzymu: oo, af, oy, Bp a yy. Tti z téchto izoenzymii se vyskytuji Castéji v dospélych
lidskych bunkach nez ostatni. Jsou to aa ¢i hon-neuronalni enolaza (NNE). Také znama jako
enolaza 1. Dale B coz je svalové specificka enolaza (MSE). Také znama jako enoléza 3. Tento
enzym je z velké Casti omezen na svaly, kde je ve svalech pfitomen ve velmi vysokych
hladinach. Posledni je yy nebo také neuron-specificka enoldza (NSE). Také znama jako enoléza
2. Exprimovana ve velmi vysokych hladinach v neuronech a nervovych tkanich, kde mize
tvofit az 3 % celkového rozpustného proteinu [107]. Enolaza je ptitomna ve vSech tkanich
a organismech schopnych glykolyzy nebo fermentace. Enzym byl objeven Lohmannem
a Meyerhofem v roce 1934 [108]. Od té doby byl izolovan z rtiznych zdroju véetné lidskych
svall a erytrocytt [106].

1.4.1 Struktura a funkce a-enolazy

a-enolaza je kliCovym glykolytickym enzymem v cytoplazmé prokaryotickych
a eukaryotickych buné¢k a je povazovana za multifunkéni protein. Jeji molekulovd hmotnost je
47 KkDa, teoreticky izoeletricky bod je na hodnoté 6,99 a je exprimovana na povrchu nékolika
typu bunék, kde ptisobi jako plasminogenovy receptor [109, 110]. Na jednu podjednotku ENO1
se vazou dva ionty Mg?* vazané na Glu292, Asp317, Asp244, Ser39 a molekuly vody [111].
Cast reagujici na hypoxii se nachézi v promotoru ENOL-1 a umoziuje enzymu fungovat
v aerobni glykolyze a ptispivat k Warburgovu efektu v nadorovych bunkach [112]. Globalni
struktura lidské ENO1 je vyrazné podobna kvasinkové enolaze [111]. Obrazek ¢. 11 je 3D
struktura enzymu ENO1.
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Obrazek 11: 3D struktura ENOI, pievzato z [113].

ENOI1 se ucastni fady fyziologickych procestli, jako je autoimunita, tolerance k hypoxii
a bunécny rust [114]. Alternativni sestfih tohoto genu vede ke kratsi izoformé, u které bylo
prokazano, ze se vaze na promotor c-myc a funguje jako nadorovy supresor. a-enolaza byla
také identifikovana jako autoantigen u Hashimotovy encefalopatie [109]. Nadmérna exprese
ENOL je spojovana s mnoha nadory véetné gliomu [112], neuroendokrinnich nadord [115],
neuroblastomu [116], rakoviny slinivky [117], rakoviny prostaty [118], rakoviny plic [119],
hepatocelularniho karcinomu [120] a rakoviny prsu [121]. V mnoha z téchto nadori ENOI
podporovala bunéénou proliferaci regulaci signalni drahy PI3K/AKT a navozovala
karcinogenezi aktivaci plazminogenu. Kromé toho je ENOI exprimovana na povrchu
nadorovych bunék béhem patologickych stavi, jako je zanét, autoimunita a malignita. Jeji role
jako receptoru plazminogenu vede k degradaci extracelularni matrix a invazi rakoviny. Diky
své povrchové expresi umoziuje ENO1 selektivni zacileni na nadorové buiiky [112]. Navic
u nadort, jako jsou non-Hodgkinovy lymfomy a rakovina prsu, inhibice exprese ENO1
snizovala toleranci k hypoxii a zadroven zvySovala citlivost na radiacni terapii, coZ naznacuje,

ze ENO1 by mohla napoméhat chemorezistenci [122].

Jak bylo jiz zminéno, ENOI je exprimovana v Sirokém spektru lidskych nadort, coz
z ni ¢ini kandidata na biomarker rakoviny. Lokalizace ENO1 na povrchu rakovinnych bunck
také poskytuje vynikajici ptileZitost pro vyvoj malych molekul s vysokou afinitou k tomuto

proteinu, coz umoznuje jeho pfimé zacileni na povrch nadoru pro diagnostické zobrazovani
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a terapeutika [123]. Byla pozorovana zvysena exprese ENO1 v riznych typech rakovinnych
bunék rezistentnich na léky, coz naznacuje potencialni pouziti ENO1 jako biomarkeru lékové
rezistence a jako cile pro 1é¢bu rakoviny [124]. ENO1 ma nékolik klicovych charakteristik
idealniho biomarkeru rakoviny jako je lokalizace na bunééném povrchu, nadmérna exprese
v rakovinnych bunikéach s nizkou expresi v normalnich tkanich a nadmérna exprese korelujici
s prognézou a klinickymi vysledky. ENO1 urychluje progresi rakoviny pomoci tii
mechanizmii: podporuje glykolyzu nadoru, aktivuje signalni drdhy rakoviny a fidi migraci,
invazi a metastazy nadoru. a-enolaza si lze tedy predstavit jako vynikajici biomarker pro vedeni
1é¢by pacienta a zménu ¢asové osy onemocnéni. Nakonec by povrchové zobrazovani ENO1

mohlo byt potencialné pouZito pro screening okultnich rakovin [123].

1.4.2 Vztah enolazy a onemocnéni mnohocetny myelom

Neuron-specifické enolaza je jednim z naddorovych markert a jeji aplikace v klinické praxi se
v poslednich letech postupné zvySuje s vyznamnymi diagnostickymi hodnotami. NSE se podili
na tumorigenezi neuroendokrinniho pivodu [137]. Védci uvedli piipad, kdy pacient s MM
vykazoval zvySené hladiny NSE. Pacienti s MM, ktefi méli zvySené hladiny NSE, méli horsi
progndzu nez pacienti s normalnimi hladinami NSE. Pacienti se zvySenymi hladinami NSE
vykazovali krats$i preziti. Ackoliv neexistovala zadna korelace mezi hladinou exprese NSE
a vékem, pohlavim, typem M proteinu, hemoglobinem nebo sérovym kreatininem, existovala
vyznamna korelace mezi expresi NSE a mnoZstvim plazmatickych bun¢k myelomu a hladinou
exprese B2-MG v krvi [114]. Hladiny NSE a f2-MG jsou dva nezavislé prognostické faktory,
které ovliviuji pteziti MM. Exprese NSE byla zvySena v bunécné linii myelomu U266 u 67 %
pacienti s MM. Kromé toho exprese NSE stoupala s progresi zavaznosti onemocnéni a se

zvySujicim se stupném kostni destrukce [125].

Plazmocytoidni dendritické bunky kostni difen¢ (pDC) u pacientli s mnohoc¢etnym myelomem
podporuji rGst nadoru, pieziti, rezistenci na Iéky a potlateni imunity. Pomoci
oligonukleotidovych ¢ipli jsme zjistili, Ze interakce pDC s MM indukuji metabolicky enzym
ENO1 v pDC i myelomovych bunkach. Analyza exprese proteinu ukazala, ze ENOI1 je
exprimovana v bunkach pDC [126]. Kokultura pDC-MM dale zvySuje expresi ENO1 v MM
bunikach i pDC. Biochemicka inhibice ENOL-1 s inhibitorem ENO1 (ENOZ1i) aktivuje pDC
a také zvysuje MM-specifické CD8+ CTL a NK bunky indukované pDC [127]. Interakce bun¢k
pDC-T-NK-MM stimuluji proliferaci nadoru, chemorezistenci a imunosupresi. Preklinické

studie potvrdily inhibici kontrolniho bodu k obnoveni imunitni funkce pDC
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a inhibici rdstu MM bunék. ENOL1 stimuluje aktivitu cytotoxickych T lymfocyti a NK bungk.
Navic kombinace inhibitoru ENO1i bud’ s anti-PD-L1 (z angl. Programmed Death-Ligand 1)
Ab nebo inhibitoru HDAC6 (z angl. Histone Deacetylases) synergicky zvySuji aktivitu
autologni CD8+ T buriky specifické pro mnohocetny myelom [128, 129]. U pacienti s MM
exprese PD-L1 piimo koreluje s progresi onemocnéni. Blokada signaliza¢ni osy PD-L1-PD-1
pomoci anti-PD-L1 protilatky zvysuje cytolytickou aktivitu MM bunék zprosttedkovanou NK
bunkami [130]. Dalsi vyzkum ukazuje modifikaci peptidti pochazejici z proteinu ENO1, které
mohou stimulovat CD8+ T buiiky a CD4+ T buitky, PBMC (z angl. Peripheral Blood
Mononuclear Cell) a nadorovou infiltraci lymfocytt (TIL) k uvolnéni cytokinti, jako je IFN-y
TNF-a a CD107a [131].

Na zaklad¢ vysledkil experimentt 1ze usuzovat, Ze inhibice ENO1 miiZe zlepsit imunitni funkce
pDC pacienta s MM. Inhibitor ENOL1i aktivuje pDC, coz dokazuje zvySeni markert aktivace
pDC (CD80/CD83/CD40). Lécba pDC pacientt s MM pomoci ENO1i spousti proliferaci
autolognich T bungk, stejné jako jejich aktivaci na zakladé exprese CD69. Aktivace pDC muze
stimulovat imunitni funkce CTL a NK bunék u pacientd s MM [127, 128]. Na obrazku ¢. 12 je
schéma terapeutického potencialu ENOI1i. Lécba MM-pDC antagonisty ENO1 (ENOLi), bud’
samostatné, nebo v kombinaci s anti-PD-L1 protilatkou, také vytvati anti-MM-specifickou
CD8+ CTL aktivitu, protoze zvysuje cytotoxicitu anti-MM bunék zprostiedkovanou NK
bunikami [132].

ENO1i

1

ENO1
2-phospho-D-glycerate ——— phosphoenolpyruvate + H,0

ENO1i
% anti-PD-L1 Ab

’ MM cell lysis

Obrazek 12: Schéma zapojeni a terapeuticky potencial ENOIi jako imunometabolického cile,
ptevzato z [132].
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1.5 Prehled metod pro priikaz specifickych protilatek v kapalnych

vzorcich

Stanoveni protilatek se fadi mezi zdkladni imunologickd vySetfeni. RozliSujeme stanoveni
kvantitativni, kvalitativni a stanoveni specifickych protilatek. Pii kvantitativnim stanoveni
urcujeme koncentraci celkovych protilatek nebo koncentraci urcitého izotypu. Kvalitativni
stanoveni zohlediuje druh izotypu ¢i podtiidu protilatek. Stanoveni specifickych protilatek vici
urCitému antigenu je v podstat¢ podmnozina kvalitativniho stanoveni, mizeme ovSem
stanovovat i koncentrace téchto specifickych protilatek. Protilatky se nejcastéji stanovuji v séru,
Ize je ale stanovit v celé fadé dalsich télnich tekutin jako jsou plazma, mo¢, mozkomisni mok
a vypotek. Stanoveni protilatek se dnes nejcastéji provadi nefelometricky nebo turbidimetricky.
Lze také pouzit stanoveni radidlni diftizi. Specifické protilatky se nejcastéji stanovuji ELISA
(z angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) nebo RIA (radioimunoanalyza) metodou.
Dale Ize stanovit protilatky pomoci aglutina¢nich metod, nep¥imé imunofluorescence a Western
blotu, Dot blotu a turbidimetrie v prostiedi PEG [133].

1.5.1 Princip metody ELISA

Metody enzymové imunoanalyzy (EIA) pfedstavuji velkou skupinu imunoanalytickych metod,
které vyuzivaji jako znaCku enzym. Jednou z EIA metod je tzv. ELISA. Je pro ni typické, Ze
bud’ antigen, nebo protilatka jsou pevné zakotveny na pevné fazi, kterou miize byt povrch jamek
mikrotitraéni desticky. ELISA metody délime na kompetitivni, nekompetitivni (sendvi¢ove),
primé a nepiimé. Schéma vsech téchto typl usporadani je zakreslen na obrazku ¢. 13. Zakladni
slozky metody jsou antigen a protilatka, které mizou byt detekovany v testovaném vzorku nebo
muzou byt komer¢né ptipravovany. Dalsi slozkou je Konjugat, coz je protilatka proti primarni
protilatce (sekundarni protilatka). Konkrétné proti druhové specifickym imunoglobulinim
ptislusného izotypu, na kterou je navazany enzym. Ke znaceni se pouziva enzym kienova
peroxidaza a jeji substrat peroxid vodiku, ktery v pfitomnosti chromogenu 1,2-diaminobenzenu
dava meéfitelny zlutooranzovy produkt. DalSim enzymem, ktery se vyuziva ke znaceni
imunokomplexd, je B-Dgalaktosidasa a jeji substrat o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid, ktery
je preménovan na meéfitelny Zluty nitrofenolovy produkt. Ke znaceni se také Casto pouziva
alkalicka fosfataza a jeji substrat p-nitrofenylfosfat, ktery je pfeménovan na nitrofenolat [133].

Peroxiddzova reakce se zastavuje 1M kyselina sirova, kterd zaroven stabilizuje konecny
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barevny produkt enzymové reakce. U souprav, které pouzivaji alkalickou fosfatdzu se

enzymova reakce zastavuje roztokem hydroxidu sodného.

O r Substrate
O r Substrate

O Substrate Secondary Inhibitor r Substrate
r antibody Antigen O
conjugate
Primary . O
antibody Capture antibody
’a‘g. conjugate . .
Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Competitive ELISA

Obrazek 13: Schéma 4 typt ELISA testu: pfimé, nepiimé, sendvicové a kompetitivni usporadani,
prevzato z [136].

Kompetitivni ELISA

Kompetitivni ELISA se pouziva k detekci antigenu nebo haptenu. Vyuzivad kompetitivni
vazebnou reakci na pevné fazi. U tohoto typu stanoveni soutézi o vazbu na omezeny pocet
vazebnych mist na pevném povrchu imobilizovanych protilatek neznaceny ligand s ligandem
znacenym enzymem. Po kratké inkubaci je separovan volny komplex od komplexu vazaného.
Po promyti je pfidan substrat a enzym piitomny ve vazané frakci. Ten jej pfeméni na barevny
produkt. Mnozstvi vzniklého produktu je nepfimo imeérné koncentraci nezna¢ené¢ho ligandu
v testovaném vzorku. Kompetitivni metodu ELISA je moZné pouzit ke stanoveni protilatek.
V tomto piipadé¢ soutéZi neznacené protilatky v analyzovaném vzorku s urcitou danou
koncentraci znacenych protilatek o vazbu na omezené mnozstvi antigenu imobilizované¢ho na
pevném povrchu (vnitini povrch polystyrenovych zkumavek nebo jamek mikrotitracnich

desticek) [134].
Nekompetitivni ELISA

Nekompetitivni ELISA, spiSe znadma jako sendvicova, je nejvice pouzivanou metodou ELISA
pro stanoveni antigentll, které maji nejméné dvé riizné antigenni determinanty. Zakladem
stanoveni jsou polystyrenové kulicky s adsorbovanym nadbytkem specifické protilatky
(vétsinou monoklonalni) proti antigenu. Tyto kulicky jsou specifické pro jednu antigenni

determinantu na sledovaném antigenu. Vzorek je inkubovan s kulickami povleenymi
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protilatkou, aby se vSechen antigen navazal na imobilizované protilatky na kuli¢kach.
Poté se odstrani nenavdzané latky a stanovi Se mnozstvi navdzané¢ho antigenu pomoci dalsi
enzymem znacené protilatky, kterd je namifena proti druhé antigenni determinant¢ na stejném
antigenu. Po druhé inkubaci je stanovena aktivita enzymu, ktery je navazan na sendvici,
pfiddinim vhodného substratu. Mnozstvi vzniklého produktu je pfimo umérné mnozstvi

antigenu ve vzorcich. Zména zabarveni je pfimo imérnad mnozstvi antigenu ve vzorku [134].
ELISA na pevné fazi

Pouziva se upraveny polystyrén ve form¢ mikrotitracnich desticek, kulicek, hebenii a pruht.
Diulezitd je vhodnd polymerizacni teplota a délka polymerizace. Pfi ptfehnané vysokych
sorpcnich vlastnostech by dochazelo k navazani nezadoucich latek, a tim ke sniZeni citlivosti
a specifity reakce. Nizké sorp¢ni vlastnosti by nezabezpecovaly dostate¢né souvisly a stabilni
imunosorpéni povrch. Soudasti imunotesti na pevné fazi, jako je ELISA, je imobilizace
biomolekul, zejména proteint, na povrch pomoci pasivnich nebo kovalentnich interakci.
Schopnost povrchu interagovat s proteiny a jinymi biomolekulami je samoziejmé zasadni
vlastnost. Nespecificka vazba jinych proteini nebo biomolekul na neobsazena mista na povrchu
béhem nasledujicich kroki testu vSak mize snizovat specificitu a citlivost vysledki metody
[135].

Pti prikazu antigenu je pevna faze pokryta specifickou protilatkou. Z vysettovaného vzorku se
na tuto protilatku navaze antigen. Po promyti se na navazany antigen vaze op¢t protilatka,
tentokrat znacend (konjugovand) s enzymem. Po opétovném promyti je piidan substrat.
Vysledné zabarveni kone¢ného produktu je pfimo timérné koncentraci antigenu ve vzorku

[134].
ELISA v roztoku

Koncentrace celkového IgE se vySetiuji nefelometricky nebo turbidimetricky. Pro nizkou
koncentraci IgE v séru se pridavaji latexové kulicky k usnadnéni detekce vznikajicich
imunokomplexti. Specifické protilatky tfidy IgE proti alergenim vyZaduji pro svoji nizkou
koncentraci velmi senzitivni testy. Nejsndze dostupnou metodou pro stanoveni specifickych
protilatek IgE je metoda ELISA. VySetiovany alergen je navazan bud’ na pevnou fazi, nebo se
v priub&hu reakce pouZzije ve fazi kapalné. Vyznamnym pokrokem v pouziti vySetfovacich
metod ke stanoveni specifickych IgE je pouziti dvoukrokové chemiluminiscen¢ni metody, ktera
vyuziva kinetiky kapalné faze. VySetiované alergeny jsou pii tomto postupu kovalentné vazany

na rozpustnou matrix, oznacenou ligandem. Tato matrix miize pojmout vétSi mnoZzstvi alergenu.
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Citlivost zachytu specifickych IgE ve vySetfovanych vzorcich se u téchto metod pohybuje

v nanogramech na ml séra [163].

1.5.2 Vyuziti metody ELISA pro prikaz specifickych protilatek

Sendvicova ELISA se vyuziva ke stanoveni celé¢ fady klinicky vyznamnych proteinli, nejen
v klinické praxi, ale také v dalSich odvétvich. V mediciné¢ je metoda piedev§im urena
ke stanoveni specifickych protilatek, jako jsou protilatky proti nejriznéj$im infekénim agens,
autoprotilatky namifené proti vlastnim strukturdm nebo IgE protilatky proti jednotlivym
alergenim [134]. Uplatnéni této metody je struéné feeno neomezené. Jediné omezeni je

dostupnost specifickych protilatek pro stanovovany analyt.

ELISA testy se pouzZivaji v mnoha diagnostickych testech. N&kterd z pouZiti testu mulze
zahrnovat prukaz piitomnosti protilatek v krvi, a to piedevs§im autoprotilatky (anti-dsSDNA,
ANA atd.), protilatky proti infekénim onemocnénim (antibakterialni, antivirové, protiplisfiové),
hepatitida A, B, C, HIV. Dale detekci a odhad hladiny nadorovych markert jako jsou
prostaticky specificky antigen (PSA) a karcinoembryonalni antigen (CEA). Dalsi pouziti je
pro detekci hladiny hormont, napt. luteinizacni hormon, prolaktin a testosteron, lidsky
choriovy gonadotropin (hCG). Daéle 1ze metodu vyuzit pro sledovani propuknuti nemoci nebo
pro detekci diivéjsich expozic virem HIV a hepatitidy. ELISA metoda je vhodna i pro screening
darované krve na mozné virové kontaminanty (anti-HIV-1/2, anti-HCV a HBsAQ). Dalsi mozné
vyuziti testu je pro detekci drog v séru. Nejcastéji pro amfetamin, metamfetamin,
3,4-methylendioxymetamfetamin a kokain [138]. Ptehled vyuziti ELISA testi je v review
od Alhajj a Farhana.

1.5.3 Validace metody ELISA

Validace metody je ovéfeni platnosti zvoleného analytického postupu. Provadi se pomoci
redlnych vzorkll pro cely predepsany koncentracni rozsah a rGzné matrice. Norma uvadi,
ze laboratof musi validovat metody nenormalizované, vyvinuté, rozsifené, modifikovang,
normalizované mimo zamysleny rozsah. Zavérem je vypracovani validacniho protokolu, ktery
obsahuje ziskané vysledky, postup vyuziti pro validaci a prohlaseni, Ze metoda vyhovuje
zamyslenému pouziti [139]. Validace metody ELISA pro kvantifikaci biomarkerd, 1é¢iv,
biologickych produktl a jejich metaboliti v dané biologické materidlu (napft. krev, plazma,
sérum nebo moc), jsou rozhodujici pro uspésné provadeéni klinickych studii. Metodologie

pro validaci bioanalytickych metod se musi fidit doporucenim referencnich instituci jako
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je EMEA nebo WHO [140]. Validace ELISA podle téchto doporu¢eni znamena stanoveni
nasledujicich charakteristik metody: Specifi¢nost, citlivost, linearita, robustnost, limit detekce,
piesnost, preciznost a pravdivost. Kritéria pfijeti by méla byt prospektivné definovana
na zaklad¢ zamySleného pouziti metody [141]. Vyvoj a validace metody musi probihat

Vv laboratoftich, kde se pracuje v rezimu spravné laboratorni praxe.

1.5.4 Metody slouzici k ovéFovani analytickych parametrii metody

Metoda musi byt specificka a citliva, musi tedy odlisit cilovy analyt od vSech ostatnich slozek
matrice. Proto je dulezité testovat ,,pfibuzné molekuly* nebo fyzikalné-chemicky podobné
slouceniny, které interferuji s vysledky a mohou tak poskytnout falesnou pozitivitu. Hodnoceni
specifi¢nosti mize byt provedeno béhem optimalizace a validace, kdyz bude k dispozici vice
udajii o chovani analytu. Specificnost by méla byt testovana se vzorky kontroly kvality.
Kritériem pro ptijeti vysledki ziskanych se vzorky kontroly kvality je, ze se naméfena hodnota
nelisi o vice nez 25 % od nominalni hodnoty. Specifita je dana zachytnou protilatkou. Podle
vzorce pro specificitu (pravdivé negativni / (falesné pozitivni + pravdivé negativni)) [142].
Senzitivita testu neboli citlivost testu, vyjadiuje GspéSnost, s niZ test zachyti pfitomnost
sledovaného stavu (nemoci). Vypocita se jako (pocet skuteéné pozitivnich / (pocet skutecné
pozitivnich + pocet fale$n€ negativnich)). Citlivost je nejnizsi detekéni troven markeru, kterou
muze par protilatek pouzity v soupravé ELISA detekovat. To zavisi pfedevSim na afinité
protilatky na pevné fazi podle zdkona o hromadném plsobeni. Monoklonalni protilatky mohou
mit velmi vysokou afinitu k antigenu, a proto i vyssi specificitu nez polyklonalni protilatky.
Monoklonélni protilatka se pouziva jako detekéni protilatka v sendvicové ELISA za ucelem
poskytnuti zlepSené specificity. Citlivost v ELISA se muze Siroce lisit podle typu ELISA
(kompetitivni, neptima nebo sendvicova ELISA), pouzitych antigenti a mAb a bude muset byt
stanovena experimentalné. Kompetitivni metoda ELISA nabizi citlivou metodu
pro kvantifikaci antigenu s nizkou molekulovou hmotnosti obecné nizs$i nez 10 000 Daltonti,
protoze jsou méné¢ imunogenni. Citlivost se mé&fi pomoci A Abs / A koncentrace (zména
[143]. Minimalni pocet vzorkli je 100, coz je dostatek k vyhodnoceni jak citlivosti, tak

specificnosti vétSiny screeningovych nebo diagnostickych testt.

Linearitu analytické metody lze vysvétlit jako jeji schopnost ukéazat vysledky, které jsou pfimo
umérné koncentraci analytu ve vzorku. Bohuzel analyticka odezva metody neni vzdy linearni.

Linearita je dulezita, protoze potvrzuje citlivost metody pro analyzu koncentrace
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v definovaném rozmezi. Pfesnost analytické metody popisuje blizkost hodnot, které se stanovy
danou metodou. V praxi, protoze referen¢ni material je vzacny a v§eobecné potfebny, je prvnim
krokem vytvoieni dostate¢ného mnoZzstvi vzorku pro kontrolu kvality. Poté 1ze vzorek kontroly
kvality pouzit pro stanoveni valida¢nich charakteristik [141]. Pocet kalibra¢nich vzorki je
minimalné 5 a pro kazdou koncentra¢ni hladinu se stanovi nejméné dvakrat (tzn. minimalné
10 udajit). Provede se regresni analyza vSech dat. Smérnice kalibracni kiivky se ovétuje pred
kazdou analyzou (nejméné ze dvou bodu) [144]. Testovani robustnosti metody zahrnuje
sledovani 0¢inki malych neumyslnych chyb na kvantitativnich a kvalitativnich
charakteristikach metody, kde jsou chyby, které se tykaji vnitinich parametrii popsanych
v piedpisu metody. Napf. teplota pufru, teplota inkubace, doba inkubace vzorku a sekundarni
doba inkubace protilatky. Tato vlastnost ukazuje spolehlivost metody i pies drobné odchylky
ve vykonu [145].

Vv

Mez detekce je nejnizSi moznad koncentrace, pii které mize metoda detekovat
(ale ne kvantifikovat) analyt v matrici s ur€itym stupném spolehlivosti. LOD (z angl. Limit
of Detection) je definovan jako 3 x smérodatna odchylka slepého vzorku (minimalné
10 meéfeni) [146]. VétSina komercnich souprav ELISA uvadi LOD v rozsahu ng/mL.
Pro proteinové analyty existuje vyznamny pocet produktii ELISA, které maji velmi nizké LOD,
metodou spolehlivé kvantifikovat. Spolehlivé znamend, Ze musi existovat a byt prokazana
vhodna presnost a pravdivost. Pro méteni LOD je potieba minimalné sedmi vzorkt s pridanym
analytem a sedm slepych vzorka. Vzorky pouzité¢ pro LOD musi byt pfipraveny alespon
ve tiech davkach. LOQ (z angl. Limit of Quantitation) je definovany jako 10 x smérodatna
odchylka slepého vzorku [146]. Horni mez kvantifikace a dolni mez kvantifikace jsou nejvyssi
a nad, kterymi Ize ziskat kvantitativni vysledky se specifikovanym stupném spolehlivosti nebo
nejvyssi/nejnizsi koncentrace analytu, kterou Ize piesné métit. Horni a dolni mez kvantifikace
spole¢né definuji rozsah kvantifikace pro test. Limity kvantifikace jsou specifické pro matrici,

metodu a analyt [148].

Ptesnost metody je tésnost shody mezi vysledkem zkousky a pravou hodnotou méfené veli¢iny.
Vysledek se vyjadiuje jako nejistota, tj. odhad rozmezi hodnot, mezi nimiz lezi na urcité hladiné
spolehlivosti skute€na hodnota. Preciznost je tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky
zkousek ziskanych za dohodnutych podminek. Zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych chyb

a nemd zadny vztah ke spravné hodnoté. Vypocitd se jako smérodatna odchylka vysledki
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zkousek z opakovanych meéteni [149]. Pocet paralelnich opakovani k uréeni smérodatné
odchylky pro danou koncentra¢ni hladinu musi byt minimaln¢ sedm a relativni smérodatna
odchylka musi byt 3 % pro kazdou koncentraéni hladinu. Priméra vytéZnost se musi
pohybovat mezi 95 % a 105 % pro kazdou koncentra¢ni hladinu. Srovnéavaci vzorky musi
pokryvat cely koncentracni obsah analytu a koncentra¢ni hladina odpovida vétSinou 50 % az
200 % nominalni koncentrace analytu ve vzorku. Obvykle se voli minimalné tfi koncentra¢ni
hladiny [144]. Pravdivost je tésnost shody mezi vysledkem aritmetického praméru
nekonecného poctu opakovanych naméienych hodnot veli¢iny a pfijatou referen¢ni hodnotou.
Predstavuje obecné systematické chyby nebo vychyleni (bias). Vychyleni je rozdil mezi stiedni
hodnotou zkousek a pfijatou referen¢ni hodnotou. Musi se brat pramér vice stanoveni, protoze
jednotliva hodnota muze byt zatizena nahodnou chybou. Dohodnuta referen¢ni hodnota

zastupuje skute¢nou hodnotu, ktera je ve skuteénosti vzdy neznama [149].

Aby bylo mozné vyjadrit presnost nebo opakovatelnost vysledkli metody ELISA, uvadéji se
dvé méteni variaéniho koeficientu (CV). Prvni je Inter-Assay CV a druhé Intra-Assay CV.
Intra-assay CV je mirou rozptylu mezi datovymi body v rdmci testu, coZ znamena, Ze duplikaty
vzorki probihaly na stejné desticce. Inter-assay CV je mira rozptylu mezi pribéhy duplikati
vzorkd na riznych destiCkach, které lze pouzit k posouzeni konzistence mezi destiCkami.
CV mezi testy je vyjadienim konzistence mezi destickami, ktera se vypocita ze sttednich hodnot
pro vysokou a nizkou kontrolu na kazdé desticce. V ramci testu by mélo byt CV mensi nez

10 %, ovSem 15 % je jesté ptijatelné [150].

1.5.5 Western blot

Western blot je metoda, ktera se pouziva pro kvalitativni nebo semikvantitativni detekci
urcitého proteinu ve vzorku. Metoda zahrnuje tfi zakladni kroky: elektroforetickou separaci
proteint, pienos separovanych proteint a detekci proteinti. Pro separaci proteind se nejcastéji
vyuziva gelova elektroforéza, nejcastéji je to SDS-PAGE (z angl. Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Vlivem SDS jsou proteiny denaturovany a poté ziskavaji
zaporny naboj a cestuji tak v elektrickém poli od zdporného polu ke kladnému. Pti elektroforéze
jsou proteiny déleny podle své hmotnosti [151]. Ty jsou poté pfeneseny na membranu, ktera se
inkubuje s primarnimi protilatkami, které jsou specifické pro kazdy protein. Nenavazana
protilatka se odmyje, pficemz zlistdvd pouze navazana primarni protilatka ke sledovanému

proteinu. Konjugat se navaze na primarni protilatku [152]. Vysledkem metody jsou prouzky,
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které odpovidaji mnozstvi sledovanych proteini. Poloha prouzku umoziuje identifikovat

protein, intenzita signalu pak urcit mnozstvi proteinu [153].

Western blot se pouziva v posledni dobé pfi prikazu specifickych protilatek napi. proti
jednotlivym povrchovym antigenim nebo nékterym nuklearnim antigenim. V mnoha
ptfipadech se Western blot pouzivd v kombinaci s enzymatické imunosorb¢ni testy nebo
imunohistochemii, coz jsou dulezité alternativni metody detekce zalozené na protilatkach.
Imunoblotting  je  dualezity ke stanoveni specificity protilitek  pouzivanych
pro imunohistochemii. Vysoce specificka interakce mezi antigenem a protilatkou je dulezita
pro uspésny Western blot. Nastava interakce mezi malou Casti antigenu (epitopu) a misty
rozpoznané na Fab oblasti molekuly protilatky (paratop). Protilatky, které jsou vybrany
pro imunodetekci by mély byt testovany analyzou Western blot. Protilatky mohou byt
polyklondlni nebo monoklonalni. Polyklonalni protilatky se vazou na rizné epitopy nalezeny
na jediném proteinu. Monoklonalni protilatky se na druhé strané vazou pouze na jediny epitop
v antigenu. Oba druhy protilatek se pouzivaji pro Western blot, ovSem polyklonalni protilatky
mohou poskytnout vysSi pozadi a zkfiZzenou reaktivitu ve srovnani s monoklonalnimi
protilatkami diky detekci vice epitopl. Polyklonalni protilatky jsou vsak citlivéjsi
nez monoklonalni, protoze signal je v dusledku toho zesilen diky vazbé nékolika protilatek

na antigenni cil [154]. Kompletni schéma této metody je na obrazku ¢. 14.

SDS -PAGE Western Blotting
— and Detection

i Westem blot T Develop color

b d
Blot from gel
c
\ — /TAdd
Sﬁiaw - enzyme
j i
anti-body conjugate

1T
| b= 1i

Obrazek 14: Schematické znazornéni postupu Western blotu a
nasledny prukaz, pfevzato a upraveno z [155].
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Membrana s proteiny muze byt detekovan kolorimetricky nebo chemiluminiscenéné.
Kolorimetricka detekce je zalozena na reakci s chromogennim substratem, kdy dojde Kk preméné
rozpustného bezbarvého substratu na nerozpustny barevny substrat. Chemiluminiscenéni
detekce vyuziva reakce s chemiluminiscen¢nim substratem a vznika nestabilni produkt, ktery
se stabilizuje vyzafenim svételného kvanta. Nasleduje detekce pouzitim CCD kamer

a denzitometrické stanoveni mnozstvi proteinu [152].

Kvantifikace proteint metodou Western blot se provadi méfenim signalu vyzafovaného
zajmovym proteinovym pasem. Intenzita signalu pasma je pfimo umeérna koncentraci cilového
proteinu. Analyzou intenzity signalu lze ur€it, zda se exprese cilového proteinu v jednom
vzorku zvysila nebo snizila ve srovnani s jinym vzorkem nebo kontrolou. Nastroje, které lze
pouzit pro analyzu jsou tzv. ,,volume box*“ (objemovy ramecek) a ,lane and band“ (pasmo
a pruh). Jednim ze zpusobu, jak kvantifikovat pasmo, je jednoduse nakreslit ramecek kolem ngj
a kvantifikovat signal v ramecku. Ramecky by mély byt nakresleny kolem pasma tak, aby
zahrnovaly veskerou intenzitu padsma s minimalnim mnozstvim okolniho pozadi. Dalsi ptistup
pro kvantifikaci Western blotl je bézné oznacovan jako nastroj pruhi a pasem. Tento piistup
vyuziva dvoukrokovy postup, kdy je na snimku identifikovano kazdé pasmo blotu a poté je

uvniti kazdého pruhu identifikovano jednotlivé pasmo [156].

1.5.6 Dot blot

Dot blot je technika pouzivana k detekci proteinti. Pfedstavuje zjednoduseni metody Western
blot s tou vyjimkou, ze proteiny, které¢ maji byt detekovany, nejsou nejprve separovany
elektroforézou. Misto toho se vzorek aplikuje pfimo na nitrocelulézovou nebo PVDF
membranu v jediném misté a provede se blotovani. Na membranu se nanese 1-2 pl vzorku.
Vzorky mohou byt ve formé supernatantti tkanovych kultur, krevniho séra, bunécnych extrakta
nebo jinych pripravkli. Membrana se inkubuje v blokovacim pufru, aby se zabranilo
nespecifické vazbé. Poté se membrana inkubuje s primarni protilatkou a nasledné s konjugéatem.
Po navazani protilatky se membrana inkubuje s chemiluminiscenénim substratem [157].
Dot blot se také provadi pro screening schopnosti vazby protilatky a jeji specificitu

a pro epitopové mapovani [158]. Princip metody je na obrazku ¢. 15.
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Obrazek 15: Schématicky diagram metody Dot blot, pfevzato z [159].

‘ D

1.5.7 Turbidimetrie v prostiedi PEG

Turbidimetrie je béZna analyticka metoda, ktera se v klinické biochemii pouziva zejména
ke stanoveni specifickych proteinii v solubilni formé, nekorpuskuldrnich. Metoda je zalozena
na méfeni prochazejiciho svétla zeslabeného rozptylem na casticich. V klinické biochemii je
celd fada metod zaloZenych na méteni stupné zdkalu, tzv. turbidity. Nejvyznamnéjsi z nich je
soubor imunochemickych metod, které vyuzivaji precipitatni reakce mezi antigenem
a protilatkou. Pfi turbidimetrickych métenich je dulezité¢ ziskat reprodukovatelné suspenzi
meéfené reakéni smési, kterd je dostatecné stala. K tomu ucelu se pouzivaji ochranné polymery
(nejcastéji polyetylenglykol). Polyetylenglykol podporuje tvorbu zakalu. Jiz samotny roztok
PEG poskytuje jemny zékal, a proto je nutné pfipravit slepé vzorky pro kazdou koncentraci

PEG ve vySetfovacim vzorku [160].
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zavést metodu, ktera by slouzila pro pritkaz a kvantifikaci

specifickych anti-ENO1 protilatek v lidském séru u pacientim s mnohocetnym myelomem.

Tato prace byla realizovana v ramci projektu, ktery vyviji techniku prikazu pfirozenych

anti-ENOL1 protilatek nachazejicich se v séru pacienti s mnohoc¢etnym myelomem, ktefi dobie

odpovidaji na 1écbu a dosahli kompletni remise.

Dil¢i cile diplomové prace:

1.

Ovéfeni kvality a mnozstvi rekombinantniho enzymu ENO1 pomoci metody

SDS-PAGE
Zavedeni metody pro stanoveni aktivity enzymu v roztoku pomoci Warburgova testu

Zavedeni metody ELISA sendvicového typu pro prikaz a kvantifikaci anti-ENO1
protilatek.

Ovéteni reaktivity anti-ENO1 protilatek (zdroj lidské sérum) s rekombinantni formou

ENO1 metodou Dot blot

Ovéfeni reaktivity s moznosti kvantifikace anti-ENOL1 protilatek po vazb& na nativni

enzym z buné¢ného lyzatu pomoci metody SERPA

Shrnuti a diskuze vysledkil vSech experimenttli s ndvaznosti na realizaci vySe zminéného

projektu
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomucky

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

= aparatura pro blotovaci pfenos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)

= gparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

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

» blokova digitalni lazen pro mikrozkumavky BTD (Grant Instruments, Cambridge,
Velka Britanie)

» blotovaci membrana Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2 um (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)
» blotovaci membrana Immun-Blot® PVDF Membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
= centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
= desti¢ka mikrotitra¢ni 96 jamek s plochym dnem (typ P) (Anicrin, Scorze, Italie)
* Dot-Blot DHM-96 (Scie-Plas, Cambridge,Velka Britanie)

= fotografovaci stanice G: BOX se softwarem GeneTools from SynGene (SynGene,

Cambridge, Velka Britanie)

» 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)

» inkubator Model INE 400 (Memmert, GmbH, Schwabach, Némecko)

= kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-rad, Praha 4, Ceska republika)
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laboratorni tpravna vody Halios 40 Type 1 + 2 ultrapure + pure water (Neptec, Elbtal,

Némecko)

mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
miniodstiedivka (Fisher Scientific, Pardubice, Ceské republika)
Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
programovatelnd tfepacka Multi Bio 3D (BioSan SIA, Riga, LotySsko)
promyvaci stanice FlexiWash FW400 (Cellagen Technology, Praha, CR)
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

skla s vyfezem Mini-PROTEAN® podlozni sklo s 0.75-1.0 mm mezerou (Bio-rad,
Praha 4, Ceska republika)

sklenéna kyveta 10 mm s vickem PTFE (Hellma Optik GmbH, Jena, Germany)
spektrofotometr BioTek PowerWave 340 (BioTek, Winooski, USA)
spektrofotometr Libra S22 UV/VIS (Biochrom, Cambridge, Velka Britanie)
$picky eppendorf Gel-Loading (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

vakuova tlakova pumpa (Merck Millipore, Burlington, USA)

ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)

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

zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

59



3.2 Chemikalie a reagencie

= 2-(+)-fosfoglycerat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= 3-[(3 - Cholamidopropyl) dimethylammonio] -1-propansulfonat — CHAPS (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= agarodza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= AgNOs (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

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

= bromfenolova modi (Lach:ner, Neratovice, CR)

= putanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= citrat sodny (Penta, Chrudim, Ceska republika)

» destilovana voda

= DeStreak Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

= dithiothreitol — DDT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
» dodecylsulfat sodny — SDS (Serva, Heidelberg, Némecko)
= ethanol 96 % (Penta, Chrudim, Ceska republika)

= fenylmethylsulfonyl fluorid-PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
=  FeSO4 (Lachema, Brno, Ceska republika)

= formaldehyd 37 % (Penta, Chrudim, ¢eska republika)

= glutaraldehyd 50 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= glycerol (Penta, Chrudim, Cesk4 republika)

= glycin (Sima-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= H>0230 % (Sima-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= H,SO4(Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

= HCI 36 % (Penta, Chrudim, Ceska republika)
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hexakyanoZelezitan draselny (Penta, Chrudim, Ceské republika)
hovézi sérovy albumin — BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
imidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
jodacetamid-1AA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

KCI (Penta, Chrudim, Ceské republika)

KH2PO4 (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

kyselina citronova (Lachema, Brno, Ceska republika)

Kyselina octova (Penta, Chrudim, Ceska republika)

metanol (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

MgSOs (Penta, Chrudim, Ceska republika)

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

mod&ovina (Lach:ner, Neratovice, CR)

N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin — TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

N,N-methylenbisakrylamid (Serva, Heidelberg, Némecko)
Na2COj3 - 10H20 (Lach:ner, Neratovice, Ceské republika)
NazHPO, - 12H,0 (Lach:ner, Neratovice, Ceské republika)
Na2S20s (Lach:ner, Neratovice, Ceské republika)

NaCl (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

NaHCOs3 (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

NaH2PO, - 2H20 (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

NaOH (Penta, Chrudim, Ceska republika)

odtu¢néné susené mléko (Aditiva CZ, Praha, Ceska republika)
0-Phenylenediamine — OPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Opti-4CN™ Substrate kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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persiran amonny (Lachema; Brno, Ceska republika)
smés amfolytd Pharmalyte™ pH 3 — 10 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)
smés amfolyti Pharmalyte™ pH 8 — 10,5 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

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

standard molekulovych hmotnosti Marker Precision Plus Protein TM Unstained

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

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

thiomocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tris (hydroxymethyl) aminomethan — TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

vodny roztok amoniaku 26 % (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)
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3.3 Enzymy, protilatky, buné¢né linie a dalSi bioaktivni latky

enzym: rekombinantni lidska enolaza ENO1 (Novus Biologicals, Centennial, USA)
= enzym: chymotrypsin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= konjugat: anti-human IgG (whole molecule) — peroxidaza — A8667 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

= konjugat: rabbit anti-pig 19G — peroxidaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

* lidska naddorova bunécnd linie (suspenzni): RPMI 8226 — pochazejici z B-lymfocytl

izolovanych od pacientti s MM
= praseci sérum s Ab anti-CHT tiidy IgG
Pacientska séra
» séra od pacientd s MM s Ab anti-ENOL1 tfidy IgG

Pacienti s MM podepsali informovany souhlas a byli pouceni o vykonu a G¢elu odbéru. Odbér

vzorki byl schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice v Brné.

Séra pro negativni kontrolu byla ziskana od dobrovolnych darct, ktefi poskytli tzv.
informovany souhlas a v dobé odbéru netrp€li Zddnym nadorovym ani autoimunitnim

onemocnénim.

Pro kontrolni testy byl jako zlaty standard vyuzit vzorek séra od pacientky s MM, ktery poskytla
Klinika hematologie a transfuziologie LF UK a UN Bratislava (MUDr. Jan Lakota, Csc.).
Vzorek séra vykazuje velmi silnou a specifickou imunoreaktivitu oproti ostatnim pacientskym

vzorkum.
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3.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE)

PouZzité roztoky a reagencie:
Roztoky pro pripravu gelu na SDS-PAGE

* Roztok A: 11,68 g akrylamidu a 0,32 g bisakrylamidu se rozpusti ve 12 ml destilované
vody a necha se 30 minut tfepat. Po Gplném rozpusténi se objem roztoku doplni

na 40 ml.

» Roztok B: 7,26 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. Postupnym piiddvanim
6M HCI do roztoku se pH upravi na 8,8.

* Roztok C: 4,84 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. Postupnym piidavanim
6M HCI do roztoku se pH upravi na 6,8.

= Roztok D: 1 g SDS se rozpusti v 10 ml destilované vody.
* Roztok E: 0,1 g persiranu amonného se rozpusti v 1 ml destilované vody.
Roztoky pro redeni vzorkii

= PBS pufr (pH 7,4): 2 g NaCl, 0,05 g KH2POy4, 0,725 g NazHPO,4 - 12H:0, 0,05 g KCl,

doplnit destilovanou vodou do 250 ml.

» Roztok G: 100mM Tris-HCI pufr (pH 6,8) s4 % SDS, 20 % glycerol, 0,2 %

bromfenolova modi.
Roztok pro elektroforézu

= Elektrodovy pufr (pH 8,3 — 8,6): 3,03 g TRIS, 1 g SDS a 14,4 g glycinu se rozpusti
a doplni destilovanou vodou do 1 1.

Roztoky pro barveni amoniakadlnim stiibrem

» Fixacni roztok: 50 ml kyseliny octové, 500 ml ethanolu a doplnit destilovanou vodou
doll

= 10 % roztok glutaraldehydu: 20 ml 50 % glutaraldehydu, 80 ml destilovanou vodou.
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» Roztok amoniakélniho stfibra: 21 ml destilované vody, 1,4 ml vodného roztoku
amoniaku, 239 ul 9M NaOH. K roztoku se pomalu ptida roztok 20 % AgNO3 do vzniku

hnédého zabarveni. Vysledny hnédy roztok se doplni do 100 ml destilovanou vodou.

* Vyvolavaci roztok: 250 mg kyseliny citronové, 540 ul 37 % formaldehydu, 500 ml

destilované vody.
= Ustalovaci roztok: 50 ml kyseliny octové a poté doplnit destilovanou vodou do 1 I.
Pracovni postup:
Priprava gelu, elektroforéza

Aparatura a skla se nejprve ocisti pomoci ethanolu a poté osusi. Sklo se vlozi do aparatury
a knému se pfida kryci sklo. Svorky se zaviou a po celé délce dolni hrany skle se natahne
parafilmu. Poté se celd aparatura presune do digestofe a cela prace se provadi v rukavicich.
Nejprve se do sklenéné zkumavky pfipravi délici gel. Podle tabulky €. 3 se nejprve napipetuje
destilovana voda, roztoky A, B, D a TEMED. Obsah zkumavka se opatrné promicha. Jako
posledni se do zkumavky ptida roztok E. Zkumavka se uzavte a jeji obsah se opatrné€ promiché
a co nejrychleji napipetuje mezi skla. Roztok se pipetuje do vysky 2 — 2,5 cm od vrchniho okraje
mensiho skla. Pii pipetovani se nevypousti cely obsah pipety, aby v gelu nebyly bubliny.
Po napipetovani se gel pievrstvi destilovanou vodou. Doba tvrdnuti gelu je 30 minut. Nez gel
ztuhne, tak se pfipravi 5 % zaostiovaci gel dle tabulky ¢. 3, tj. do zkumavky se napipetuje
destilovana voda, roztoky A, B, D, TEMED. Kdyz délici gel zpolymeruje, odsaje se piebytecna
voda pomoci filtra¢niho papiru, ktera je nad délicim gelem. Filtra¢ni papir se nesmi dotknout
gelu. Do zkumavky se jesté ptida roztok E a cely obsah se promicha a opét rychle napipetuje
mezi skla. Pipetovani musi byt bez bublin. Pipetuje se po vrchni hranu mensiho skla. Nasledné
se do mezery mezi skly vlozi ocistény hiebinek, pomoci n¢hoz se vytvotii jamky. Gel tuhne
20 mimut. Po ztuhnuti se gel ptenese do elektroforetické vany a nalije se elektrodovy pufr.
Opatrn€ a rovnomérné se vynda hiebinek a jamky se né€kolikrat proplachnou elektrodovym
pufrem. Pfipravené vzorky se smichaji s roztokem G v poméru 1:1. Tato smés se
3 minuty povaii v termobloku pii 100 °C. Nasledn¢ se vzorky napipetuji do proplachnutych
jamek. V elektroforetické vané jsou vyznaceny rysky, po které se dolije elektrodovy pufr a vana
se uzavie vikem. Nasledné se elektroforetickd vana pfipoji ke zdroji napéti a nastavi podminky
pro elektroforézu. Na zdroji se navoli napéti o 180 V, proud 30 mA pro kazdy z gell a spusti
¢as. Po 60 minutach se elektroforéza vypne. Gel se opatrné piesune ze skla do Petriho misku

za pomoci proudu destilované vody.
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Tabulka 3: Ptiprava gelu pro elektroforézu.

12 % délici gel (ml) 5 % zaostrovaci gel (ml)

destilovana voda 1,68 14

roztok A: 30 % AA a bisAA 2,0 0,33

roztok B: 1,5 M Tris, pH 8,8 1,25

roztok C: 1 M Tris, pH 6,8 0,25

roztok D: 10 % SDS 0,05 0,02

TEMED 0,002 0,002

roztok E: 10 % APS 0,05 0,02

Barveni roztokem amoniakalniho stribra

Po elektroforéze se gel v Petriho misce propldchne vodou a fixuje ve fixacnim roztoku
30 minut pii laboratorni teplot¢ za mirného michani. Lze jej fixovat i pfes noc pii 4 °C.
Po fixaci se gel rehydratuje v destilované vodé po dobu 30 minut za mirné¢ho tfepani.
Po rehydrataci se gel inkubuje 30 minut v 10 % roztoku glutaraldehydu pfi laboratorni teploté
za mirného tfepani. Nasleduje promyti gelu v destilované vodé. Promyti se 6x opakuje
po 10 minutach za mirného tfepani. Po promyti se ke gelu ptida roztok amoniakalniho stiibra
a nasleduje inkubace 15 minut pii laboratorni teploté. Opét pii mirném tiepani. Po inkubaci se
gel proplachne destilovanou vodou a do Petriho misky se pfida vyvolavaci roztok. S miskou se
mirné tfepe, dokud se neza¢nou objevovat prouzky na gelu. Po vyvolani se gel pfenese

do ustalovaciho roztoku. Vysledek gelu se vyfoti na detekéni stanici ChemiDoc™ XRS.
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3.5 Stanoveni aktivity enolazy

PouZzité roztoky a reagencie:

» Imidazolovy pufr (pH 7,4): 0,034 g imidazolu, 0,0584 g NaCl, doplnit do 100 ml rdH>0,
poté upravit 1M HCI pH. Pufr musi byt vzdy Cerstvy.

= Reakéni smés: k imidazolovému pufru piidat 400 mM KCI (2,982 g) a ImM MgSOq
(0,012 g).

=  Mnozstvi enzymu: 0,5 - 2 ug.

= Koncentrace 2-(+)-fosfoglyceratu (substrat): 0,5 - 2,5 mM. Lepsi je pfipravit Si zasobni
roztok 100 mM. Substrat se doplni do imidazolovym pufrem. Zasobni roztok se déla

cerstvy vzdy s novym imidazolovym pufrem.
Pracovni postup:

Do spektrofotometru se vlozi Peltier, ktery slouzi pro regulaci teploty a vklada se do néj kyveta.
V pocitaci se spusti program BioDC. AZ pot¢ 1ze zapsat podminky méfeni do spektrofotometru.
Meéfteni probiha kineticky (na spektrofotometru se vybere Simple kinetic) a potom se nastavi
teplota, vinové délka, interval méteni a doba méfeni. Tyto podminky se pfenesou do programu
Vv pocitaci. Nasledné se pfipravi vzorky pro méfeni do mikrozkumavek a zasobni roztok
substratu. Objem vzorku a substratu musi byt dohromady 500 pl, aby se vesel do kyvety, ktera
ma stejny objem. Zvolené mnozstvi enzymu, tj. 0,5 — 2 pg se napipetuje do urcitého objemu

reakéni smési a promicha. Viz tabulka €. 4.

Kyveta se opatrn€¢ ocisti ubrouskem, aby na ni nebyly necistoty. Vnittek kyvety se
3x proplachne rdH20 a vysusi. Do kyvety se napipetuje reakéni smés (bez enzymu). Kyveta se
vlozi do Peltieru, piistroj se zavie a spusti se méteni. Tento vzorek je blank, tudiZ je absorbance
0. Poté se kyveta znova proplachne rdH20, osusi, o€isti ubrouskem a napipetuje se do ni reakéni
smés s prislusSnym mnozstvim enzymu. Kyveta se vlozi do Peltieru, necha se 1 — 2 minuty
vytemperovat a pomoci Spi¢ek Gel-loading se do kyvety napipetuje substrat. Pomoci pipety se

celd smés promicha, pfistroj se zavie a spusti méteni po dobu 10 minut.
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Tabulka 4: Ptiprava vzorkl pro mé&feni na spektrofotometru.

Koncentrace substratu | Objem reakcni smési | MnozZstvi enzymu (ug) | Objem substratu ze 100

(mM) (ul) mM zdsobniho roztoku
(ul)

0,5 497,5 0,5 2,5

1 495 0,5 5

1,25 4937 0,5 6,3

1,5 492,5 0,5 7,5

1,75 491,25 0,5 8,8

2 490 0,5 10

2,5 487,5 0,5 12,5
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3.6 ELISA

PouZzité roztoky a reagencie:

PBS pufr (pH 7,4): 4 g NaCl, 0,1 g KH2POs, 1,45 g Na;HPO4 - 12H20, 0,1 g KClI,
doplnit destilovanou vodou do 500 ml.

» Fosfatovy pufr (pH 6,2): 2,275 g KH2PO4, 0,2985 g Na;HPO4 - 12H20, doplnit
destilovanou vodou do 250 ml.

» Uhli¢itanovy pufr (pH 9,49): 2,145 g Na,COs - 10H20, 1,465 g NaHCOs3, doplnit

destilovanou vodou do 500 ml.
- Naésledujici roztoky se piipravuji vzdy Cerstvé.

= 2,5 % roztok glutaraldehydu: 0,5 ml 50 % glutaraldehydu, doplnit uhli¢itanovym
pufrem do 10 ml.

» Blokovaci roztok 1 % BSA: 0,1 g BSA, doplnit PBS pufrem do 10 ml.
= Redici roztok pro vzorky: 1 ml 1 % BSA, 9 ml PBS pufru, 5 ul Tween 20 (5 ul/10 ml).
= Roztok pro fedéni konjugatu: 0,01 g BSA, 10 ml uhli¢itanového pufru, 5 ul Tween 20.

= Substratovy roztok: 0,005 g OPD (5 mg/ 10 ml), 10 ml fosfatovy pufr, 50 ul H20:
(50 pl/20 ml).

Pracovni postup:

Nejprve se piipravi mikrotitracni desticku typu P. Poté se upravi povrch jamek 150 pl 2,5 %
glutaraldehydem. Desticka se ptiklopi vickem a inkubuje 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
Obsah desticky se vyklepne a do jamek se ptida 100 pl antigenu o urcité koncentraci. Takto
pfipravena desticka se inkubuje pii 4 °C minimaln€ 20 hodin, nejdéle 5 dni. Po inkubaci se
desticka vyklepne a 3x promyje destilovanou vodou. Nasledné se obsah jamek blokuje
napipetovanim 150 pl blokujici roztoku. Desti¢ka se inkubuje 1 hodinu p#i 37 °C. Béhem
inkubace se pfipravi roztok pro fedéni séra. Sérum se vynda z mrazdku cca 30 minut pied
skoncenim inkubace. Sérum je vhodné fedit v rozmezi 1:1000 az 1:2000. Po skonceni inkubace
se obsah desticky vyklepne, bez promyti a do jamek se napipetuje 100 pl ziedéného séra.
Desticka se séry se inkubuje 1 hodinu pii 37 °C. B€hem inkubace se pfipravi roztok pro fedéni

konjugétu. Redéni konjugatu je vhodné od 1:5000 do 1:10 000. Konjugat se do roztoku p¥ida
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az pred skoncenim inkubace. Po skonceni inkubace se desticka vyklepne
a jamky se 3x promyji destilovanou vodou. Poté se do jamek piida 100 pl vhodné nafedéného
konjugatu. Desticka se opét inkubuje 1 hodinu pii 37 °C. Pied skoncenim inkubace se ptipravi
substratovy roztok. Nadobka s roztokem se obali alobalem. Po skonceni inkubace se desticka
vyklepne a jamky minimalné 5x promyji destilovanou vodou. Nyni se k substratovému roztoku
ptida peroxid vodiku a napipetuje se do jamek 100 pl roztoku. Celd desticka se zabali
do alobalu, zde je nutnd inkubace ve tmé¢. Desticka se da do termostatu inkubovat pti 37 °C
po dobu 15 minut. Pokud sérum obsahuje protilatky, tak se jamka zbarvi do Zlutooranzové
barvy. Zbarveni je pfimoumérné absorbanci. Po 15 minutach se do kazdé jamky ptida 50 pl 1M

vvvvv

BioTek PowerWave 340.
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3.7 DOT BLOT

PouZzité roztoky a reagencie:

» Ekvilibra¢ni a promyvaci roztok: PBS-T: PBS pufr (pH 7,4): 4 g NaCl, 0,1 g KH2POsg,
1,45 g Na2HPO4 - 12H20, 0,1 g KCI, doplnit destilovanou vodou do 500 ml. Ptidat
250 ul Tween 20 (100 ul/200 ml pufru).

» Blokovaci roztok 5 % BSA: 0,5 g BSA, doplnit do 10 ml PBS-T pufrem.
» Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,025g BSA, doplnit do10 ml PBS-T pufru.
= Roztok pro fedéni konjugatu: PBS-T pufr

= Substratovy roztok: Opti-4CN™ Substrate Kit: Opti-4CN™ Diluent (5,4 ml rdH,0
+ 0,6 ml diluentu), Opti-4CN™ Substrate (120 ul/6 ml).

» Fosfatovy pufr pH 7,3: 3,58 g Na2HPO4 - 12H20 a doplnit do 10 ml destilovanou vodou,
z toho odebrat 0,845 ml; 1,56 g NaH2PO4 - 2H,0 a doplnit do 10 ml destilovanou vodou,
z toho odebrat 0,155 ml a doplnit do 100 ml destilovanou vodou.

= Zasobni roztok BSA: 2,5 mg/500 pl fosfatového pufru.

= Negativni kontrola: 3 ug BSA/ml: 4,2 ul BSA ze zasobniho roztoku + 695,8 ul
fosfatového pufru (celkem 700 pl, pipetuje se 100 pl do jamky).

Pracovni postup:

Nejprve se pfipravi vSechny vzorky véetné negativni kontroly a blanku. Jako blank se pouZije
fosfatovy pufr. Teprve potom si Ize pfipravit aparaturu na dot blot. Podle Sablony se vystifihne
PVDF membrana a pomoci pinzety se vlozi do Petriho misky s metanolem na 1 minutu.
S membréanou se pracuje v rukavicich pomoci pinzety po celou dobu experimentu. Poté se
membrana pfenese na aparaturu a zapne se vakuovd pumpa. Membranu je jeSté tieba
zastfihnout, aby pfesn¢ sed¢la na aparatufe. AZ poté se na membranu na desticka s 96 jamkami
a cela aparatura se zajisti Srouby. Dale se membrana ekvilibruje 100 pl/ jamka PBS-T pufrem.
Je tfeba kontrolovat, zda se se pufr dostal na membranu a jamka je prazdna. Ekvilibrace se
provadi 2x pred nanesenim vzorkid. Pfi Dot blotu se pracuje v uskupeni ¢tverce, takze antigen
se davkuje do levého horniho rohu, negativni kontrola pod vzorek a blank vedle negativni
kontroly. Jamka vedle vzorku je prazdna. Opét se pipetuje vSeho 100 pl/ jamka. Poté se

membrana promyje 100 ul PBS-T pufru. Pokud jsou vSechny jamky prazdné, mohou se uvolnit
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Srouby a dolni roh membrany se nadzvedne pinzetou, aby se uvolnit podtlak. AZ poté se miize
vypnout vakuova pumpa. Membrana se opatrné pfenese na folii a necha uschnout. Nasledné se
rozstiiha na ¢tverecky, podle toho, jak se pipetovaly vzorky (vzdy je ve Ctvefici: vzorek,
prazdna jamka, negativni kontrola a blank). Membrana se pinzetou prenese do specialni Petriho
misky, ktera je délena na ¢tverecky. Poté se membrana blokuje 1ml/ ¢tverecek 5 % roztokem
BSA a 1 hodinu inkubuje na tfepacce. Po blokaci se membrana 3x rychle promyje
1 ml PBS-T pufrem. Na membranu se aplikuje 1ml séra, které se fedi 1:1000 fedicim roztokem
pro primarni protilatky. Membrana se 1 hodinu inkubuje na tiepacce. Po inkubaci se membrana
3x rychle promyje PBS-T pufrem. Dale se znova membrana 3x promyje, ovSsem pomaleji.
K membran¢ se prida 1 ml PBS-T pufru a miska se dd na 5 minut na tfepacku. Po promyti se
aplikuje 1 ml konjugat, ktery se fedi 1:1000 fedicim roztokem. Membrana se 1 hodinu inkubuje
na tfepacce. Po inkubaci se membrana opét 3x rychle a 3x pomalu promyje. Poté se ptipravi
substratovy roztok Opti-4CN™, kterého se aplikuje 1 ml na membranu (zde zalezi na velikosti
membrany). Membrana se s roztokem 30 minut inkubuje. Lze i méné, pokud se diive objevi
pozadi. Poté se k membrané ptidd PBS-T pufr, ve kterém je mozné membranu uchovat.

Vysledek experimentu byl vyfocen na detekéni stanici G: BOX se softwarem GeneTools.
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3.8 SERPA

3.8.1 Priprava bunééného lyzatu

Pouzité roztoky a reagencie:

» Lyzacni roztok: 7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4 % CHAPS, 1 % DTT, 0,2 %
Pharmalyte, 1 mM PMSF.

Pracovni postup:

Bunéény lyzacni roztok, ktery je Cerstvé piipraveny, se piida v objemu 400 pl peleté RPMI
bunécné linie, ktera byla ptedtim zmrazena na -80°C. Pipetou se vSe fadn¢ promichat a pfenese
do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Poté se zahaji sonikace (20 s, Amplituda 80 %, cyklus 1), aby
se rozrusili buniky. Po sonikace se buiiky centrifuguji po dobu 10 min a 12 300 rpm. Poté se

odebere supernatant do nové 1,5 ml mikrozkumavky.
3.8.2 Rehydratace gelovych prouzki

Pouzité roztoky a reagencie:

» Rehydrata¢ni roztok: 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4 % CHAPS, 40 mM TRIS,

1,2 % DeStreak, bromfenolova modi. Pfiprava smésného roztoku do 1,5 ml zkumavky.

Tabulka 5: Ptiprava smésného roztoku dle po¢tu gelovych prouzki

Smésny roztok

1 gelovy prouzek (120 pl)

5 gelovych prouzki (600 pl)

Rehydrataéni roztok

80 pul

343l

Bunécny lyzat 60 ul 257wl
Pharmalyte 3 - 10 1,3 ul 5,6 ul
Pharmalyte 8 — 10,5 0,65 pl 2,8 ul

Pracovni postup:

Gelové prouzky s pH rozmezim od 3 do 10 se pied pouzitim rehydruji. Na dno plastové kazetky
je napipetovano 120 ul smésného roztoku. Jeho pfiprava je v tabulce ¢. 5. Z gelovych prouzki
se sunda folie a gelovy prouzek se polozi gelem dol na nadavkovany roztok tak, aby pod nim
nezustaly bublinky. Poté se gelovy prouzek pievrstvi 1 ml mineralniho oleje. Kazetka
s prouzky se rehydratuje pies noc. Doba rehydratace je 16 — 18 hodin pfti 20 °C v pfistroji na
IEF.
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3.8.3 Izoelektricka fokuzace

Pracovni postup:

Po rehydrataci se gelovy prouzek oplachnou destilovanou vodou a lehce se osusi filtraénim
papirem. Gelovy prouzek se polozi gelem doli (plus koncem k plus strané kazetky) na
elektrody s namoc¢enymi filtranimi papirky. Gelovy prouzek se pievrstvi 1 ml mineralniho
oleje a piikryji vikem kazetky, aby se gelovy prouzek pfitlacil k elektrodé. Gelovy prouzek se
vlozi do pfistroje (PROTEAN® IEF systém), ve kterém probiha izoelektricka fokuzace. Doba
separace je 7,5 az 8 hodin, béhem jednotlivych krokt by hodnota proudu neméla ptesahnout 90
LA, a proto se nastavi 75 pA / gelovy prouzek. Pristroj se mize vypnout, az hodnota (Vh) na
ptistroji dosahne rozmezi 9 000 — 10 000 Vh. Poté se gelovy prouzek oplachne destilovanou
vodou, osusi filtraénim papirkem a mize se uchovat v kazetkach pro dalsi analyzu. Kazetky se

zabali do folie a zamrazi pii -20 °C.

3.8.4 2D SDS-PAGE a ekvilibrace gelovy prouzeki

Pouzité roztoky a reagencie:

Roztoky pro pripravu gelu a elektroforézu

* Roztok A: 11,68 g akrylamidu a 0,32 g bisakrylamidu se rozpusti ve 12 ml destilované
vody a necha se 30 minut tfepat. Po Gplném rozpusSténi se objem roztoku doplni

na 40 ml.

* Roztok B: 7,26 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. Postupnym ptidavanim
6M HCI do roztoku se pH upravi na 8,8.

*= Roztok C: 4,84 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. Postupnym ptidavanim
6M HCI do roztoku se pH upravi na 6,8.

»= Roztok D: 1 g SDS se rozpusti v 10 ml destilované vody.
» Roztok E: 0,1 g persiranu amonného se rozpusti v 1 ml destilované vody.

= Elektrodovy pufr (pH 8,3 — 8,6): 3,03 g TRIS, 1 g SDS a 14,4 g glycinu se rozpusti

a doplni destilovanou vodou do 1 1.
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Roztoky pro ekvilibraci gelovych prouzkii

» Ekvilibraéni roztok na 50 ml (pfipravit Cerstvy nebo den piedem a uchovat v lednici):
18 g mocoviny, 15 ml 50 % glycerolu, 1,006 g SDS, 1,67 ml roztoku B.

» Roztok DTT 10 ml (4 gelové prouzky): 0,1 g DTT rozpustit v 10 ml ekvilibra¢niho

roztoku.

* Roztok IAA 10 ml (4 gelovy prouzeky): 0,4 g IAA rozpustit v 10 ml ekvilibra¢niho

roztoku.
= Prevrstvovaci roztok: 0,5 % agar6za v elektrodovém pufru.

Pracovni postup:

Pro 2D SDS-PAGE se pouzivaji 1 mm skla, ktera se vylesti ethanole. Poté se sestavi aparatura.
Do zkumavky se ptipravi 12 % d¢lici gel a 5 % zaostfovaci gel (roztok E pfidat az po ztuhnuti
déliciho gelu), viz tabulka €. 3, ktery se napipetuje mezi skla. Délici gel se prevrstvi butanolem
a necha alespon 30 — 40 minut zpolymerovat. Poté se odsaje butanol filtraénim papirem
a napipetuje zaostiovaci gel az po horni okraj kryciho skla a vlozi se po strané hiebinek. Gel
ztuhne do 20 minut. Nakonec se gel vlozi do elektroforetické vany a zalije elektrodovym
pufrem. Jamka pro gelovy prouzek se proplachne a pied vlozenim prouzku se pomoci

filtraéniho papiru odsaje piebytecny elektrodovy pufr z jamky.

Po rozmrazeni se gelovy prouzek ekvilibruje 15 minut v 1,5 ml roztoku DTT (mnozstvi pro
jeden prouzek) na tfepacce, poté se oplachne a osusi. Gelovy prouzek se dale opét 15 minut
ekvilibruje na tfepacce ve tmé v 1,5 ml roztoku IAA. Mezitim se zapne termoblok a agardza se
vytemperuje na 100 °C, aby byla tekutd. Prouzky se oplachnou destilovanou vodou, osusi se
filtratnim papirem a zastfihnou se, aby se vesly do jamky. Pak lze gelovy prouzek zasunout
mezi skla gelem ke krats$i stran€. Kovovymi kopisty se prouzek pfitlaci az ke gelu, tak aby mezi
prouzkem a gelem nezistala Zadna bublinka a (+) konec prouzku byl v levém rohu, tj. hned
vedle jamky pro standard molekulovych hmotnosti. Filtraénimi papiry se opatrné odsaje pufr
nad prouzkem a nalije se 0,5 % agardza s bromfenolovou modii. Agar6za nesmi byt pfilis horka
a nesmi se dostat do jamky pro standard. Po ztuhnuti agarozy se vana doplni elektrodovym
pufrem po rysku. Molekulovy standard se davkuje na gel jako posledni v objemu 4 ul. Poté se
vana uzavie a pfipoji ke zdroji napéti. Prvnich 5 minut probih4 separace pti napéti 60 V

a az pak se napéti navysi na 180 V, proud je nastaven 30 mA / gel. Elektroforéza probiha zhruba
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1 hodinu a je potieba, aby barvivo, které je obsazeno v molekulovém markeru, opustilo gel.

Po dokonceni elektroforézy nasleduje blotovani gelu na NC membranu.

3.8.5 Semi-Dry Western blot

Pouzité roztoky a reagencie:
= PBS-T pufr pH 7,4: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2POg4, 2,9 g Na2HPO4 - 12H20,
4 ml Tween 20 a doplnit dH.0 na 1 litr.

» Transferovy pufr (Towbin): 3,03g Tris, 14,4qg glycin, 200 ml metanol a doplnit dH.O
na 1 litr.

= Blokovaci roztok 5 % mléko: 5 g odtuénéného suseného mléka na 100 ml PBS-T pufru.

Pracovni postup:

Po probéhnuti elektroforetické separace se gel vyjme z aparatury, oddeli se od sebe skla
a pomoci nastrojui se odfizne ¢ast gelu s prouzkem. Gel se z jednoho skla ptenese do Petriho
misky s transferovym pufrem. Do transferového roztoku se také namoci tlusté filtracni papiry
a membrana NC, kterd se ustfihne podle Sablony. V ptipadé vétsiho poctu geld 1ze membrany
popsat tuzkou ¢islem (do horniho rohu). Smoéenim membrany do pufru dojde tak k aktivaci
jejiho povrchu. Viko aparatury pro Semi-dry Western blot se odklopi a odstrani se vrchni
elektroda (katoda). Na spodni elektrodu (anodu) se vlozi navlhéeny tlusty filtraéni papir, ktery
se uhladi valecem, aby se vytlacily vzduchové bubliny. Nasledn¢ se na filtra¢ni papir pinzetou
nanese NC membrana a na ni se prenese gel. VSe je zakryto dalSim mokrym filtracnim papirem
a vSe se opct uhladi valeckem. Poté se vrati zpét vrchni elektroda a kryt aparatury. Aparatura
se piipoji ke zdroji a na pfistroji se nastavi napéti 12 V, proud 0,3 A/gel a ¢as 70 minut. Béhem
blotovani se pfipravi blokovaci roztok, ktery se ndsledné¢ pomoci nalevky a filtracniho papiru
prefiltruje, aby se zamezilo pfitomnosti nerozpusténych ¢astic. Filtraci roztoku se piedejde
zaneSeni hadi¢ek promyvaci stanice FlexiWash 400. Po ukonéeni blotovani se membrany

promyji na tfepacce 3x po 5 minutach v destilované vod¢ a barvi se roztokem AgNOs.

3.8.6 Barveni proteinii na membrané

Pouzité roztoky a reagencie:

= Barvici roztok: 0,16 g AgNOs, 0,8 g FeSQg, 2 g citratu sodného a doplnit do 100 ml

destilovanou vodou.
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» Qdbarvovaci roztok: 1,24 g thiosulfatu sodného, 0,494 g hexakyanozelezitanu
draselného a doplnit do 100 ml destilovanou vodou.

Pracovni postup:

Po promyti destilovanou vodou se k membrané piida barvici roztok koloidniho stiibra
a membrana se 6 minut barvi na tiepacce. Membrana se nékolikrat rychle promyje a poté se
vyfoti na stanici Genesys. Nasledné se membrana odbarvi v odbarvovacim roztoku pomoci
krouzivych pohybt, dokud se barva zcela nevymyje. Membrana se piesune do nové misky
a dvakrat promyje v roztoku PBS-T pufru. Nyni Ize pokracovat v imunodetekci.

3.8.7 Imunodetekce na promyvacce Flexi Wash 400 a detekce imunoreaktivnich spotu

Pouzité roztoky a reagencie:

= Blokovaci roztok 5 % mléko: 5 g odtu¢néného suseného mléka na 100 ml PBS-T pufru.

Pracovni postup:

Nejprve se promyvacka promyje redestilovanou vodou, zapne se program Clean a poté se jesté
stanice promyje 600 ml PBS-T pufru. Ptipravi se blokovaci roztok, kterym se fedi primarni
protilatka (sérum) a konjugét. Sérum se fedi nejcastéji 1:500 a konjugét 1:5 000. Membrana se
polozi do plastovych misek u promyvaci stanice, ve kterych podle pfedem nastavené¢ho
programu dojde Kk nasledujicim krokiim: blokace membrany pomoci blokovaciho roztoku,
inkubace s primarni protilatkou, promyti pomoci roztoku PBS-T a naslednd inkubace
s konjugatem. Program se spousti tak, aby probihal ptes noc (cca 17-18 hodin). Nasledujici den
se membrana pifenese z misky od promyvacky do Petriho misky s PBS-T pufrem. Ptipravi se
2 ml roztoku ECL/membrana pro chemiluminiscencni detekci. Priprava probiha
za minimalniho pfisunu svétla. Inkubace s roztokem probiha za kyvavého pohybu po dobu
30 sekund, poté se membrana osusi filtratnim papirem a prenese na desku detekcni Stanice.

Na detekéni stanici G: BOX se softwarem GeneTools.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni Cast této prace je zaméfena na zavedeni metody pro prukaz a kvantifikaci
specifickych anti-ENO1 protilatek v lidském séru. K prukazu ale i ke kvantifikaci specifickych
protilatek je s oblibou pouzivana metoda ELISA. Dal$imi tzv. konfirma¢nimi metodami jsou
napt. Western blot ¢i Dot blot. Alternativou je také metoda SERPA, kde 1ze sledovat reaktivitu
specifickych protilatek s nativni formou enzymu pochazejicim z bunééného lyzatu nadorové

buiky. Soucasti diplomové prace bylo i zavedeni metody stanoveni aktivity enzymu ENOI.
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4.1 Ovéreni kvality a mnoZstvi rekombinantniho enzymu ENO1 pomoci

metody SDS-PAGE

Prvnim tkolem bylo ovéfit kvalitu a zarovent mnozstvi rekombinantniho enzymu ENO1 (Novus
Biologicals) v komer¢nim balenim pomoci metody SDS-PAGE (viz. kapitola 3.4). Byl pouzit
12 % gel a vysledek byl obarven amoniakalnim stfibrem. Kvalita a mnozstvi ENOL-1 byly
ovéfeny u dvou riznych Sarzi rekombinantniho enzymu ENOI1. Do 1. jamky byl nanesen
standard molekulovych hmotnosti a do ostatnich jamek byl pipetovan vzorek enolazy
ve Ctyfech riznych koncentracich. Vysledek gelu byl vyfocen na detekéni stanici

ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™.

150 kDa e
75 kDa —_—
et L e
37 kDa = == s = s e
25kDa s -
Obrazek 16: Zaznam SDS-PAGE - ovéfeni kvality

a mnozstvi ENO1. Modfe je oznaceno, kde se nachazi ENOI.

1: standard molekulovych hmotnosti; 2: ENOI1 Sarz¢ 1 0,5 pg; 3: 1 pg; 4:
2 ug; 5: 4 pg; 6: ENO1 Sarzé 2 0,5 pg; 7: 1 pg; 8 2 pug;
9:4 pg.

ENO1 ma molekulovou hmotnost 47 kDa. Toto bylo ovéfeno u obou Sarzi, protoze obé ENO1
se nachazeji pod hranici 50 kDa. Déle bylo ovéfeno 1 mnozstvi enzymu. Z vysledku gelu

vyplyva, Ze komeréné dodavany enzym je v pozadované kvalité i kvantité.
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4.2 Zavedeni metody pro stanoveni aktivity enzymu v roztoku pomoci

Warburgova testu

4.2.1 Stanoveni absorp¢niho maxima fosfoenolpyruvatu

Pii zavadéni této metody bylo vychazeno ze ¢lanku z roku 1979, ktery popisuje tzv. Warburgiv
test. Ke stanoveni aktivity bylo vyuzito schopnosti enoldzy pifeménit substrat
2-(+)-fosfoglycerat na produkt fosfoenolpyruvat. Tato zména byla métfena pii vinové délce

240 nm a za teploty 30 °C [159].

Abychom mohli méfit aktivitu enzymu ENO1 s maximalni citlivosti a specificitou, je vhodné
si v ramci optimalizace a zavedeni protokolu proméfit absorpéni spektrum produktu a ur€it
vlnovou délku, kdy bude absorbance zafeni co nejvyssi. Spektrum bylo méfeno
na spektrofotometru Libra S22. Do sklenéné kyvety bylo k 500 pl imidazolového pufru ptidano
0,5 pg enoldzy a 1,5 mM substratu. Reakce probéhla za teploty 30 °C.
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Obrazek 17: Méfeni absorpéniho spektra fosfoenolpyruvatu na spektrofotometru
Libra S22. Reakéni objem: 500 pl, mnozstvi enzymu: 0,5 pg, koncentrace substratu:
1,5 mM, teplota: 30°C.

Z obrazku ¢. 17 vyplyva, ze maximalni absorpce u vznikajiciho produktu byla pfi vinové délce
225 nm. OvSem pii této vinové délce absorbuje i1 mnoho nizkomolekularnich a dalSich
kontaminujicich latek ze vzorku. Proto jsme se rozhodli, ze budeme mnoZzstvi produktu

monitorovat pii druhém absorpénim maximu, coz bylo 230 nm.
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4.2.2 Stanoveni aktivity enolazy p¥i vinové délce 230 nm

Do kyvety s 0,5 ml reakéni smési bylo pridano 0,5 ug enolazy a poté se do kyvety ptidal substrat
2-(+)-fosfoglycerat tak, aby vysledna koncentrace byla 1,5 mM. Meéfeni probihalo
na spektrofotometru Libra S22 pii teploté 30 °C po dobu 600 s a piistroj zaznamenaval zménu

absorbance kazdych 10 s.
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Obrazek 18: Zavislost zmény absorbance v ¢ase pii stanoveni aktivity enolazy
pfi vinové délce 230 nm na spektrofotometru Libra S22 pti teploté 30 °C,
E=0,5pug, S=15mM.

Pfti vlnové délce 230 nm jsme schopni prokazat preménu substratu na produkt s vyssi citlivosti
nez pti doporu¢ované vinové délce 240 nm. avSak zavislost absorbance v ¢ase vykazovala
urCitou miru nestability a proto jsme se rozhodli proméfovat absorbanci v roztoku pii vyssi
doporucované vinové délce 240 nm, kde je efekt interference s dal$imi latkami a nestabilita

signalu nizsi [161].

4.2.3 Stanoveni aktivity enolazy pri vinové délce 240 nm

Podminky pro nasledujici méteni aktivity enzymu byly: teplota 30 °C a vinova délka 240 nm
(viz. kapitola 3.5), reak¢éni objem 0,5 ml. V rdmci tohoto experimentu byly pouZity vzorky
S riznou DalSim cilem bylo zjistit vhodné mnoZstvi enzymu a substratu, kde byly testovany

podminky: pro 0,5 pug enolazy s 1 mM a 2 mM substratem v reakéni smési; pro 2 ug enolazy
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bylo mnozstvi substratu stejné jako v ptedchozich méfenich, tj. 1 mM a 2 mM. Vysledek méteni

zobrazuje obrazek ¢. 19

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0 100 200 300 400 500 600

cas (s)
—8— 1 mMS/0.5ugE 1mMS/2 ugE 2mMS/2ugkE 2mMS/0,5ug E

Obrazek 19: Zavislost enzymové aktivity v ¢ase pti vinové délce 240 nm a teploté 30 °C. Typ
reakce: jednoducha kinetika, S = substrat (fosfoglycerat), ktery se méni na produkt fosfoenolpyruvat,
E = enzym (rekombinantni ENO1).

Z vysledkii jasn€ vyplyvd, Ze naméfené hodnoty absorbance jsou sice velice nizké,
avsak prubéh pfemény substratu na produkt je v ¢ase linearni. Vzhledem k nizké koncentraci
substratu v reakénim prostredi a molarnim poméru substratu k mnozstvi enzymu ptidavaného
do reakce dochéazelo ve velice kratkém case (nad 100 s) k vyCerpani substratu. Pro metodu
stanoveni mnoZzstvi enzymu enolazy ve vySetfovaném vzorku bude nutné upravit reakéni
podminky tak, aby mnozstvi substratu nebylo limitujicim faktorem a mnozstvi vznikajiciho

substratu za urcity ¢asovy usek bylo odvislé pouze od mnozstvi enzymu ve vzorku.

4.2.4 Stanoveni aktivity ENOL1 v reakénim prostiedi se stoupajici koncentraci
substratu

Z divodii uvedenych v predchazejici kapitole bylo do reakce ptidano vétsSi mnozstvi
rekombinantniho enzymu ENO1 (konkrétné 0,5 pg) a byla zvolena koncentra¢ni fada substratu
od 0,5 do 2,5. Tento experiment byl proveden ve 3 sériich, kde se ménila teplota reakce
ato 30 °C, 37 °C a 25 °C. Vysledky jsou zaznamenany ve formé grafii na obrazcich €. 20, 21
a22.
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Obrazek 21: Stanoveni aktivity enzymu ENOI spektrofotometrickou metodou: zavislost zmény
absorbance v ase pti 30 °C se stoupajici koncentraci substratu 0,5 - 2,5 mM. Typ reakce: jednoducha
kinetika, S = substrat (fosfoglycerat), ktery se méni na produkt fosfoenolpyruvat,
E = enzym (rekombinantni ENO1).
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Obrazek 20: Stanoveni aktivity enzymu ENOI spektrofotometrickou metodou: zavislost zmény
absorbance v ¢ase pii 37 °C se stoupajici koncentraci substratu 0,5 - 2,5 mM. Typ reakce: jednoducha
kinetika, S = substrat (fosfoglycerat), ktery se méni na produkt fosfoenolpyruvat,
E = enzym (rekombinantni ENOLI).
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Obrazek 22: Stanoveni aktivity enzymu ENOI1 spektrofotometrickou metodou: zavislost zmény
absorbance v Case pii 25 °C se stoupajici koncentraci substratu 0,5 - 2,5 mM. Typ reakce: jednoducha
kinetika, S = substrat (fosfoglycerat), ktery se méni na produkt fosfoenolpyruvat,
E = enzym (rekombinantni ENO1).

Pfi stanoveni enzymové aktivity byla za danych reak¢nich podminek nejvyssi absorbance

pri teploté 30 °C, tudiz teplota doporucena autory metody se potvrdila. Podminky pro stanoveni

aktivity enzymu ENOI1 ve vySettovaném kapalném vzorku byly ovéfeny. Podminky

pro kvantifikaci mnozstvi ENO1 ve vzorku a méfeni jeji enzymové aktivity za riznych

podminek budou jesté optimalizovany. Cilem je ziskat nastroj, jak in vitro sledovat vliv

specifickych anti-ENO1 autoprotilatek na aktivitu enzymu.
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4.3 Zavedeni metody ELISA sendvicového typu pro priikaz a kvantifikaci
anti-ENO1 protilatek

4.3.1 Metoda ELISA v sendvi¢ovém uspoiadani pro stanoveni mnozstvi specifickych
protilatek s titraci séra obsahujici anti-CHT protilatky

Prvnim tukolem bylo ziskat dovednosti nutné pro sestaveni funkcéniho testu ELISA
pro stanoveni titru specifickych protilatek, konkrétné protilatek proti enzymu ENO1. Pro nacvik
metody byl pouzit biospecificky par Ag — Ab, chymotrypsin a anti-CHT 1gG. V jamkach
mikrotitra¢ni desticky typu P byl pomoci glutaraldehydu kovalentné navazan antigen v predem
urCeném mnozstvi. Poté byly napipetovany aliquoty dvojkové fedéného séra s anti-CHT
protilatkami (viz. kapitola 3.6). Titrace byla provedena ve Ctyfech opakovanich a pocatecni
fedéni séra bylo vzdy od 1: 250. Dale se postupovalo dvojkovym fedénim a posledni fedéni
séra bylo 1: 68 000. Koncentrace antigenu byla 40 pg/ml a konjugét byl fedén 1:8000. Barevny

odstin zakalu byl méten pii vinové délce 490 nm na spektrofotometru BioTek PowerWave 340.

3,5
2,5

15

1 \
0,5 S
~———

250 2500 25000
redéni séra

—@— 1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni

Obrazek 23: Titrace specifickych anti-CHT protilatek metodou ELISA ve &tyfech opakovanich.
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4.3.2

Metoda ELISA — optimalizace mnoZstvi antigenu a biokonjugatu

Cilem tohoto experimentu bylo naucit se optimalizovat mnozstvi antigenu vazaného na sténu

jamek mikrotitra¢ni desticky a soucasné mnozstvi biokonjugatu v sendvicovém uspotadani.

Opét bylo pouzito modelové sérum s anti-CHT protilatkami a jako antigen byl pouzit

chymotrypsin. Mikrotitracni desticka byla nejprve pokryta glutaraldehydem, na ktery byl

navazan chymotrypsin v riznych koncentracich podle schéma v tabulce ¢. 6. Po 20hodinové

inkubaci v chladu byly na chymotrypsin navazany anti-CHT protilatky pozitivniho prasec¢iho

séra, které bylo napipetovano do lichych sloupcti. Do sudych sloupcti bylo napipetovano

negativni sérum, bez protilatek. Ob¢ séra byla nafedéna 1: 1000. Dale byly na anti-CHT

navazan konjugat, ktery byl rizné nafedén. Schéma fedéni konjugatu je podle tabulky ¢. 6.

Barevny odstin roztoku byl méfen pii vinové délce 490 nm na spektrofotometru BioTek
PowerWave 340.

Tabulka 6: Schéma optimalizace testu ELISA.

1P 2N | 3P 4N |5P 6N | 7P 8N (9P 10N |11P 12N
A Ag | 100 pug/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
B Ag | 75 pg/ml 75 ug/ml 75 ug/ml 75 pg/ml 75 ug/ml 75 ng/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
C Ag | 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
D Ag | 40 pg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml 40 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
E Ag | 30 ug/ml 30 ug/ml 30 ug/ml 30 pg/ml 30 ug/ml 30 ug/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
F Ag | 15 pg/ml 15 pg/ml 15 pg/ml 15 pg/ml 15 pg/ml 15 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
G Ag | 7,5 pg/ml 7,5 pg/ml 7,5 pg/ml 7,5 ug/ml 7,5 pg/ml 7,5 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000
H Ag | 0 ug/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml
Konj. | 1: 2000 1: 4000 1: 8000 1: 16000 1: 32000 1: 64000

V tabulce €. 7 jsou vysledky namétenych absorbanci kazdé jamky. Kritéria pro vybér vhodnych

koncentraci antigenu spolu s konjugatem je pomér mezi absorbanci P/N sér, ktery musi

byt nejvyssi pii dodrzeni téchto parametri: absorbance pro pozitivni séra veétsi jak
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0,6 a pro negativni vzorek nizsi absorbance nez 0,15. Zlut& jsou oznageny dvojice P/N splitujici

kritéria. Vysledné vypoctené poméry jsou v tabulce €. 8.

Tabulka 7: Naméfené hodnoty absorbance pozitivnich a negativnich sér.

1P

2N

3P

4N

5P

6N

7P

8N

9P

10N

11P

12 N

3,698

0,184

3,059

0,143

2,114

0,111

1,266

0,075

0,684

0,062

0,362

0,092

3,744

0,197

3,062

0,129

2,01

0,096

1,213

0,078

0,674

0,077

0,376

0,058

3,587

0,174

3,028

0,112

2,028

0,089

1,178

0,066

0,662

0,061

0,357

0,06

3,695

0,244

3,045

0,121

1,915

0,078

1,086

0,068

0,61

0,065

0,346

0,065

3,609

0,229

2,992

0,176

1,8

0,084

1,042

0,071

0,588

0,066

0,347

0,062

3,552

0,231

2,893

0,092

1,837

0,091

1,094

0,061

0,586

0,055

0,325

0,051

3,1

0,233

2,694

0,113

1,872

0,097

0,995

0,07

0,49

0,06

0,303

0,056

IoMmoow >

0,183

0,079

0,132

0,071

0,103

0,06

0,101

0,06

0,089

0,058

0,085

0,079

Tabulka 8: Vypoétené hodnoty pomér pozitivnich a negativnich sér.

Koncentrace

CHT (ug/ml) | P5/N6 P7/N8 P9/N10
100 19,04505 | 16,88 11,03226
75 20,9375 |15,55128 | 8,753247
50 22,78652 | 17,84848 | 10,85246
40 24,55128 | 15,97059 | 9,384615
30 21,42857 | 14,67606

15 20,18681 | 17,93443

7,5 19,29897 | 14,21429

Z tabulky ¢. 8 vyplyva, Ze nejvhodnéjsi koncentrace chymotrypsinu ve vazebném roztoku je

40 pg/ml a k tomu fedéni konjugatu 1: 8000.

Osvojila jsem si metodu ELISA v sendvi¢ovém uspotadani. Toto uspofadani experimentu bylo

pouzito 1 pro optimalizaci podminek tvorby imunokomplexu a nasledné reakce s konjugatem.

Cilem bylo zavést metodu pro rutinni prukaz specifickych anti-ENOT1 protilatek v séru pacientti

S MM nachézejicimi se v remisi onemocnénti.

4.3.3 Titrace anti-ENOL protilatek

Pro optimalizaci a zavedeni metody ELISA byly pouZity vzorky sér pacienti s jiz prokdzanou

pozitivitou na anti-ENOL1 protilatky tfidy IgG. Nejprve byly na desticku napipetovany rtizné

koncentrace antigenu. Jako antigen byl pouzit rekombinantni enzym ENOI. Dale bylo
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k enzymu pfidano pozitivni pacientské sérum do lichych sloupci a do sudych sloupct
bylo pfidano sérum zdravych darci. Ob¢ séra byla nafedéna 1: 1000. Konjugat byl nafedén
od 1: 2500 do 1: 20 000 dvojkovym fedénim. Schéma piipravy desti¢ky je v tabulce ¢. 9.

Barevny odstin roztoku byl méfen pii vinové délce 490 nm na spektrofotometru BioTek

PowerWave 340.

Tabulka 9: Schéma aplikace vzorki do desticky.

3P 4N |5P 6N | 7P 8N | 9P 10N
C Ag 48 pg/ml 48 pg/ml 48 ng/ml | mmmmmmmmmeeee-
Konjugat 1: 2500 1:5000 1:10000
D Ag 24 pg/ml 24 pg/ml 24 pg/ml | —mmmmmmmmmmeeee-
Konj. 1: 2500 1: 5000 1: 10000
E Ag 12 pg/ml 12 pg/ml 12 pg/ml 12 pg/ml
Konj. 1: 2500 1: 5000 1: 10000 1: 20000
Tabulka 10: Naméiené vysledné absorbance sér.
3P 4N 5P 6N 7P 8N 9P 10N
C 0,569 0,591 0,499 0,348 0,211 0,251
D 0,496 0,448 0,33 0,302 0,204 0,170
E 0,449 0,39 0,274 0,258 0,174 0,155 0,114 0,100

Jednim ze sledovanych faktorti byla koncentrace antigenu, a proto byla nastavena koncentracni
fada. Dale byla pro vSechny zvolené koncentrace Ag pipetovana rGzna fedéni zdsobniho
roztoku konjugatu anti-human IgG. Naméfené absorbance byly ve srovnani s pfedchozi ELISA
metodou u pozitivnich sér velmi nizké, a naopak u negativnich sér byla absorbance vysoka.
Z hodnot absorbanci vyplyva, Ze intenzita zabarveni roztoku v jamkach ¢astecné korelovala
s mnoZzstvim ptidavaného konjugatu bez ohledu na mnozstvi antigenu a specifickych protilatek.
Jednalo se tedy pouze o tzv. nespecifickou sorpci konjugatu a vysledky nebylo mozné

vyhodnotit.

Experiment byl proveden znovu, ovSem za jinych podminek, které byly nastaveny po diskuzi
se Skolitelem. V kazdé jamce byla stejna koncentrace antigenu (10 pg/ml) a konjugat se fedil
1: 5000. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito sérum od pacienta s MM, ve kterém jiz byly
anti-ENO1 prokazany, sérum bylo nafedéno od 1: 500 do 1: 8000 dvojkovym fedénim. Stejné
fedéni bylo pouZito i u séra od zdravého darce. Schéma desticky je v tabulce €. 11 a namétené
absorbance v tabulce ¢. 12. Barevny odstin roztoku byl méfen pii vinové délce 490 nm

na spektrofotometru BioTek PowerWave 340.
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Tabulka 11: Schéma aplikace vzorka do desticky.

5P 6N
B Ag | 10 pg/ml 10 pg/ml
Sérum | 1:500 1:500

Konjugat | 1:5000 1:5000

Cc Ag | 10 pg/ml 10 pg/ml
Sérum | 1:1000 1:1000
Konj. | 1:5000 1:5000

D Ag | 10 pg/ml 10 pg/ml
Sérum | 1:2000 1:2000
Konj. | 1:5000 1:5000

E Ag | 10 pg/ml 10 pg/ml
Sérum | 1:4000 1:4000
Konj. | 1:5000 1:5000

F Ag | 10 pg/ml 10 pg/ml
Sérum | 1:8000 1:8000
Konj. | 1:5000 1:5000

Tabulka 12: Namé&fené vysledné absorbance sér.

5P 6N
B 0,583 0,505
Cc 0,419 0,397
D 0,297 0,274
E 0,222 0,189
F 0,124 0,109

Vysledky, hodnoty absorbanci, byly velice podobné vysledkiim v pfedchéazejicim experimentu
a po diskuzi se Skolitelem bylo konstatovano, Ze pravdépodobné nedochazi k reakci specifické
anti-ENOL1 1gG s antigenem. Enzym ENOI byl na sténu jamek mikrotitracni desticky vazan
silné¢ reaktivnim ¢inidlem. Jednou z moznych pfi€in nereaktivity byla deformace struktury
enzymu V disledku vicenasobného provazani s glutaraldenydem. Z tohoto divodu jsme se
rozhodli ovéfit vazbu specifickych anti-ENO1 protilatek s rekombinantnim enzymem pomoci
metody Dot blot. Zde je antigen pouze sorbovan na povrch membrany a nedochazi tak

k deformaci nativni konformace enzymu reaktivnim glutaraldenydem.
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4.4 Qvéreni reaktivity anti-ENO1 protilatek metodou Dot blot

Dalsi metodou, kterou lze ovéfit reaktivitu protilatek je Dot blot (viz. kapitola 3.7). Reakce
probihala na PVDF membrané s rekombinantnim enzymem ENO1. Tato metoda je velmi citliva
a Setrna vici konformaci reagujicich slozek. Koncentrace enzymu nanesenych na ter¢iky byla
0d 0,1 ug do 5 pg. Dale bylo k antigenu piidano kontrolni pozitivni sérum jako zdroj primarnich
anti-ENO1 protilatek a konjugat anti-human I1gG. Pozitivni sérum i konjugat byly fedény
1: 1000. Vysledek experimentu byl vyfocen na detekéni stanici G: BOX se softwarem

GeneTools.

Obrazek 24:. Vysledek Dot blotu s anti-
ENO1 protilatkami pfi rizném mnoZstvi
ENO1.

Dot blot nepotvrdil nasi hypotézu o deformaci rekombinantni ENOI1 glutaraldehydem jako
divod nereaktivity. Rekombinantni ENO1 nereaguje se specifickymi anti-ENOT1 protilatkami

pii zadné vychozi koncentraci enzymu ani v tomto piipad¢.

DalS8im alternativnim zptsobem, jak ovéfit reaktivitu specifickych anti-ENOI1 protilatek ze séra
pacientl je metoda SERPA. Zdrojem enzymu ENOI je v tomto provedeni bunécny lyzat, kde
se enzym nachazi, pokud mozno v nativni konformaci a je pfirozeného ptivodu. Jednim
z moznych diivodli pozorované nereaktivity anti-ENO1 protilatek mtze byt i odliSna struktura
rekombinantniho enzymu (His-tag kotva, jina kvalita pfipadné kvantita posttranslacnich
modifikaci), coz muze vyrazné ovlivnit jiz dfive ovéfenou deklarovanou reaktivitu

pacientskych anti-ENO1 protilatek s antigenem.
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4.5 Metoda SERPA pro semikvantitativni stanoveni anti-ENO1 1gG

45.1 Ovéreni reaktivity anti-ENO1 protilitek ze séra pacienta s nativni formou ENO1

Metoda, vhodna k prukazu a piipadné¢ pro semikvantitativnim stanoveni specifickych

protilatek, je metoda SERPA. Princip metody SERPA je na obrazku ¢. 25.

serum  m—p Y *.
g
antibodies \ A

. n : & t;!»
R !!p}i“ "% a8

/ SERPA o L PMBING Y E T
0_0 ”
— .0 0 Mass spectrometry analysis

Cellline proteins

Obrazek 25: Schéma metody SERPA s naslednym vyhodnocenim, pievzato z [162].

Jako zdroj antigenu zde byl pouzit bunécny lyzat myelomovych bungk, konkrétné nadorova
bunécnd linie RPMI 8226, kde je cilova struktura ENOI v nativni form¢. Byla provedena
2D elektroforeticka separace, kde prvni smér byla separace dle pl proteint v gradientu pH
(tzv. izolektrickd fokuzace) a poté druhy smér, kde byla provedena separace proteinti dle Mw
(SDS-PAGE). Cely postup piipravy lyzatu, stripi a 2D mapy je shrnut v kapitole 3.8.
Na NC membranu bylo pomoci promyvaci stanice FlexiWash 400 nadavkovéano pozitivni
pacientské sérum, které bylo fedéné 1: 500 (viz. kapitola 3.8.7). Konjugat byl natedén 1: 5000,
coZ bylo pro vSechny membrany spolecné. Pozice enzymu ENOI ve 2D mapé byla urcena podle

Mr a pl. Na obrazku €. 26 je ENO1 oznacena krouzkem.
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Obrazek 26: Vysledek imunoblotové analyzy
kontrolniho pozitivniho séra fedéného 1: 500.

V tomto uspotadani a metodou SERPA byla potvrzena reaktivita séra s cilovym antigenem.

4.5.2 Pribéh semikvantitativniho stanoveni anti-ENO1 protilatek v sérech pacienti
s MM

Tento experiment probihal ve spolupraci se studenty: Katefinou Stépafovou, Tomasem
Mikesem a Michaelovou Dvordkovou. Byla provedena fedici fada kontrolniho pozitivniho séra
od fedéni 1:500 az 1:2000. Konjugat se tfedil 1:5000. Vysledky byly vyfoceny na detekéni
stanici G: BOX se softwarem GeneTools. Na obrazku ¢. 27 je vyiez gelt se spoty (skvrny), kde
1ze ocekavat ENO1. Vysledky jsou ze série experimentu s fedénim vySetfovaného pozitivniho

séra 1:1000, 1:1500 a 1:2000.

1:1000 1:1500 1:2000

Obrazek 27: Vyiez geli z 2D mapy, kde se nachazi enzym ENO1. Rizné fedéni
séra od 1:1000 az 1:2000.
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V ocekéavané oblasti antigenu byly skvrny, jejichz velikost byla imérna klesajicimu mnoZzstvi
specifické protilatky jen ¢astené. V piipadé vyssiho stupné nafedéni velikost a intenzita skvrn

nekoreluje.

Pro ovéfeni, zda je tato metoda vhodné pro prikaz a semikvantitativni stanoveni anti-ENO1
protilatek byl tento experiment zopakovan. Dalsi série experimentl byla za podminek: fedéni
kontrolniho pozitivniho séra 1:500, 1:1000 a 1:1500, fedéni konjugatu 1:5000. Vysledky byly
vyfoceny na detekéni stanici G: BOX se softwarem GeneTool. Na obrazku €. 28 je vyfez gelu
se skvrny, kde Ize ocekavat ENOI.

1:500 1:1000 1:1500

(1) -i-. ...

Obrazek 28: Vyiez ENO1 z geli z 2D mapy. Rizné fedéni séra od
1:500 az 1:1500

Sice se pln¢ nepotvrdil predpoklad, ze velikost a intenzita skvrn bude pfimo korelovat
s mnoZstvim specifickych protilatek ve vzorku, ale ziskana data poskytla dal§i hodnotné
informace. Jasn¢ se ukdzalo, ze pomoci této metody lze prokazovat reaktivitu specifickych
anti-ENO1 protilatek s riznymi izoformami enzymu ENOI1. Z vysledki totiz vyplyva, ze
pii vys$im fedéni séra a peclivém provedeni vSech krokl této naro¢né metody lze prokazat
pritomnost az 4 izoforem enzymu ENOI1 a Ze v séru pacienta jsou anti-ENOI1 IgG, které
s danymi izoformami reaguji. Zastoupeni jednotlivych izoforem je rozdilné, mnozstvi klesa
smérem k niz§im hodnotdm pl. Lze se domnivat, ze se jednd o rozdilny charakter
posttransal¢nich modifikaci, napt. v ramci glykosylace nebo fosforylace. Toto bude tématem
navazujici diplomové prace, kde se vyzkum zaméii na detailni analyzu prokazanych izoforem
a to kombinaci metody SERPA s metodou in-gel-digest a hmotnostni spektrometrii. Prace bude
cerpat z dosazenych vysledki a metodickych postupli zde prezentovanych a vyzkum tak

plynule navéaze na tuto diplomovou praci.
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5 ZAVER

V této praci byly pouzity tfi rizné metody pro ovéfeni reaktivity a kvantifikaci specifickych
anti-ENO1 protilatek u pacienti s MM v remisi. Jako prvni metoda, ktera byla optimalizovana
pro specifické protilatky je ELISA. Nejdtive byla metoda ELISA optimalizovana modelovymi
protilatkami anti-CHT, a az poté byly pouzity specifické anti-ENOL protilatky. Ovsem
specifické anti-ENOL protilatky z pozitivniho séra pacienta s MM za uvedenych protilatek
nereagovaly s rekombinantni enolazou ENO1L. Z hodnot absorbanci vyplyva, Ze intenzita
zabarveni roztoku v jamkach ¢astecné korelovala s mnozstvim konjugatu, a jednalo se tedy
o tzv. nespecifickou sorpci konjugatu. Jednou z moznych pfi¢in nereaktivity byla deformace
struktury enzymu ENO1 v disledku vicenasobného provazani s glutaraldehydem. Z tohoto
davodu jsme se rozhodli ovéfit vazbu specifickych anti-ENO1 protilatek s rekombinantnim
enzymem pomoci metody Dot blot. V této metod¢ je antigen pouze sorbovdn na povrch
membrany a nedochdzi zde k deformaci nativni konformace enzymu glutaraldehydem. Avsak
ani tato metoda neprokéazana vazba enzymu ENO1 na specifické anti-ENO1 protilatky. Pouze
bylo pomoci Dot blotu vylou¢eno, ze duvodem nereaktivity je deformace enzymu
glutaraldehydem. Jednim z divoda nereaktivity anti-ENOI1 protilatek je i odliSna struktura

rekombinantniho enzymu.

Dal$im alternativnim zptisobem, jak ovéfit reaktivitu specifickych anti-ENO1 protilatek ze séra
pacientti S MM je metoda SERPA. Zdrojem enzymu ENOL1 je v tomto provedeni bunény lyzat,
kde se enzym nachazi, pokud mozno v nativni konformaci a je pfirozené¢ho ptivodu. Kontrolni
pozitivni sérum bylo nafedéno 1:500, 1: 1000, 1: 1500 a 1:2000. Redéni bylo provedeno proto,
abychom zjistili, zda se metoda dat pouzit pro semikvantitativni stanoveni specifickych
anti-ENOL protilatek. U vSech fedénich séra byl prokazan enzym ENOI1. Dosazené vysledky
poskytly hodnotné vysledky. Sice se plné nepotvrdil pfedpoklad, ze velikost a intenzita skvrn
bude pfimo korelovat s mnozstvim specifickych protilatek ve vzorku, ale ziskana data poskytla
dalsi hodnotné informace. Metoda SERPA je v tomto uspotfadani vhodna pro prikaz a jen
castecné pro kavntifikaci specifickych anti-ENO1 protilatek. Pfinosem této metody je i moZnost
identifikovat reaktivitu specifickych anti-ENO1 protilatek s riznymi izoformami enzymu

ENOI1 a tyto izoformy studovat. Cile diplomové prace se podafilo naplnit.
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7 PRILOHY

Piiloha A Fotografie NC membran, ze kterych byly vyriznuty skviny ENOI

redeni 1:1000
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Obrazek 29: Vysledek metody SERPA, fedéni
séra 1:1000, cervenym krouzkem je oznacena ENO1

redeni 1:1500

o

Obrazek 30: Vysledek metody SERPA, fedéni
séra 1:1500, Cervenym krouzkem je oznacena ENO1

110



redeni 1:2000

Obrazek 31: Vysledek metody SERPA, fedéni séra
1:2000, ¢ervenym krouzkem je oznacena ENO1

redeni 1:500

Obrazek 32: Vysledek metody SERPA, fedéni
séra 1:500, Cervenym krouzkem jsou oznaceny
2 izoformy ENO1
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Obrazek 33: Vysledek metody SERPA, fedéni
séra 1:1000, Cervenym krouzkem jsou oznaceny
2 izoformy ENO1

redeni 1:1500

G

Obrazek 34: Vysledek metody SERPA, fedéni
séra 1:1500, Cervenym krouzkem jsou oznaceny
4 izoformy ENO1
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