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skvélym nastrojem pro vyzkum mechanismd rezistence u nadorovych bunéénych linii MM in oitro na
zakladé informace o proteomu téchto bunék. Hlavni cile této diplomové prace jsou tedy nasledujici:
a) vyselektovat bunéénou linii rezistentni na dva inhibitory proteasomu (bortezomib a carfilzomib),
kdy jako bunétny model bude vyuZita linie UHKT-944 (3); b) seznamit se a vyuZit moderni LC-MS
metody pro mapovani mechanismi rezistence na zékladé LC-MS komparativni analyzy proteomu
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Prvni ¢ast diplomové prace bude zaméfena na seznameni se zakladnimi postupy pro proteomickou
LC-MS analyzu: a) stanoveni celkové koncentrace proteind; Stépeni proteind specifickymi proteédzami
(lysinasa C, trypsin) v bazickém prostiedi; c) provedeni samotné LC-MS na pfistrojich Ultimate 3000
RSLCnano a Q-Exactive plus véetné vyhodnoceni proteomickych dat. Druhé ¢ast diplomové prace bude
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ANOTACE

Mnohocetny myelom (MM) je druhé nejcastéjsi hematologické nadorové onemocnéni,
zpiisobené abnormalni proliferaci jednoho nebo vice klonii plazmatickych bunék a jejich
akumulaci v kostni dfeni. Cilem diplomové prace byla kultivace UHKT-944 bunécné linie
rezistentni na bortezomib a karfilzomib, globalni proteomické analyza proteomu rezistentnich

bunek s cilem odhalit proteiny, které mohou hrat v mechanismech rezistence MM diilezitou roli
KLICOVA SLOVA

UHKT-944, mnohocetny myelom, bortezomib, karfilzomib, proteomika, hmotnostni

spektrometr



ANNOTATION

Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological cancer, caused by
abnormal proliferation of one or more plasma cell clones and their accumulation in the bone
marrow. The aim of this thesis was to culture the UHKT-944 cell line resistant to bortezomib
and carfilzomib, and to perform a global proteomic analysis of the proteome of resistant cells

in order to reveal proteins that may play an important role in the resistance mechanism of MM

KEYWORDS

UHKT-944, multiple myeloma, bortezomib, carfilzomib, proteomics, mass spectrometry



SEZNAM ZKRATEK

ASCT — autologni transplantace bun¢k

ASCT — autologni transplantace krvetvornych bunék

ASOQgPCR — vantitativni alelicky specificka oligonukleotidové polymerazova fetézova reakce
BZ — bortezomib

CAR — T — chimericky antigenni receptor

CF — karfilzomib

CRAB - Calcium, Renal, Anemie, Bone

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FC — fold change

FLC — volné lehké fetézce

FSC — pfimy rozptyl

HCD - kolizni energie, z angl. high-energy collision dissociation
HPLC — vysokotlaka kapalinové chromatografie

ICso — polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace

IL — 6 — interleukin 6

IMiD — imunomodula¢ni 1éky

LC — MS — kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie
MFC — Multiparametricka pritokova cytometrie

MG — monoklonalni gamapatie

MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

MM — mnohocetny myelom



MMG — maligni monoklonélni gamapatie
MoAb — monoklonalni protilatky

MRD — minimalni rezidualni choroba
NF-kB — nuklearni faktor kappa B

NGS - sekvenovani nové generace

PCR — polymerazova fetézova reakce

PI — inhibitor proteasomu

RNA — ribonukleova kyselina

RPMI — Roswell Park Memorial Institute médium
SMM - doutnajici mnohocetny myelom
SSC — bocni rozptyl

ssDNA — jednotetézcova DNA

TMT — Tandem Mass Tag

TNF-a — faktor nddorové nekrozy alfa

UHKT — Ustav hematologie a krevni transfuze v Praze
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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je druhé nejcastéjsi hematologické nadorové onemocnéni
zpiisobené abnormalni proliferaci jednoho nebo vice klonii plazmatickych bunék a jejich
akumulaci v kostni dfeni. Dle statistického vyhodnoceni Ustavu zdravotnickych informaci
a statistik v letech 2019-2021 incidence a prevalence pacienti s MM v CR stabilng narista,
predeviim v muzské &asti populace. Na konci roku 2021 Zilo v CR 3 323 pacientil ve véku
od 60 do 84 let a MM byl vyhodnocen jako 20. nejcastéjsi pfi¢ina imrti. Onemocnénim trpi
nejcastéji lidé starsi 65 let, pred 40. rokem Zivota je vyskyt MM vzdcny. Diky intenzivnimu
vyzkumu v oblasti 1écby MM (inhibitory proteasomu, autologni transplantace kostni diené
nebo kmenovych hematopoetickych bunek, CAR-T, bispecifické protilatky, aj.) a modernim
diagnostickym metodam (pritokova cytometrie, sekvenovani nové generace), je v soucasné
dob& mozné dosdhnout kompletni remise u vice nez 40 % pacientl. Pfesto, Ze patogeneze MM
stale nebyla pln¢ objasnéna a prognoza pacientti s MM po 1€cbé miize byt negativné ovlivnéna
vyskytem perzistujicich nadorovych buné€k, tzv. minimalni rezidualni chorobou u MM.
Mechanismy rezistence MM jsou proto pfedmétem intenzivniho vyzkumu v oblasti
personalizované mediciny s cilem 1épe predikovat prognézu onemocnéni u konkrétniho
pacienta a tim i navrhnout odpovidajici 1é¢bu. Tato diplomova prace byla proto zamétfena na
kultivaci bunétné linie MM v prostiedi nizké koncentrace dvou inhibitorti proteasomu
(bortezomib a karfilzomib) s cilem ziskat in vitro model rezistentnich buné€k a odhalit proteiny,

které se mohou podilet na vyvoji rezistence MM.
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1. Teoreticka Cast
1.1. Klinicka manifestace mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom (MM) je maligni nador, ktery je charakterizovan klondalni proliferaci
malignich plazmatickych bun€k a tvoii pfiblizné 10 % hematologickych malignich
onemocnéni. Obecné se MM fadi do skupiny monoklonédlnich gamapatii (MG), které jsou
charakterizovany piitomnosti abnormalniho monoklonalniho proteinu v séru nebo moci,
ktery produkuje abnormalni protilatky tidy IgG, IgM nebo IgA, vzacné IgE nebo IgD. MG
jsou skupinou onemocnéni, kterd se dale déli zaprvé na maligni monoklonalni gamapatie
(MMQG), kter¢ se dale déli na mnohocetny myelom, variantni formy myelomu, nemoc tézkych
fetézcl, maligni lymfoproliferativni onemocnéni a amyloidéza a za druhé na monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). Symptomaticky mnohocetny myelom vyzaduje
systémovou lécbu a mohou mu ptredchazet dva premaligni stavy, MGUS a tzv. doutnajici

(smoldering) mnohocetny myelom (SMM).
1.1.1. Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)

Dle studii bylo zjisténo, ze MGUS piredchazi MM a je spojen s progresi MM u 0,3 — 1 %
pacientl za rok [1]. Tento stav je charakterizovéan nizsi koncentraci monoklonalnich protilatek
a volnych lehkych fetézct (FLC) v periferni krvi (< 30 g/l, méné nez 10 % klonalnich
plazmatickych bun¢k v kostni dfeni a jsou vylouceny dalsi klinické ptiznaky MMG (viz kap.
2.1.4). V moci pacienta je u MG hodnocena koncentrace FLC, tzv. Bence-Jonesona bilkovina,
kterd se stala vlibec prvnim onkologickym markerem na svété [2]. U MGUS by méla byt
koncentrace FLC v moc¢i niz$i nez 500 mg/24 hod. MGUS je casto diagnostikovan jako

nahodny laboratorni nalez a jedna se spise o ,,latentni* formu hamtologické malignity [3].
1.1.2. Doutnajici (smoldering) mnohocetny myelom (SMM)

U doutnajiciho mnohocetného myelomu (SMM) také nedochdzi k manifestaci klinickych
ptiznak, pfesto je riziko dal$iho rozvoje MMG béhem 5 let po stanoveni diagndzy vyssi nez
v ptipadé MGUS. SMM se vyskytuje priblizné u 0,5 % populace starsi 40 let a riziko maligni
progrese se pohybuje okolo 10 % [4]. V pfipadé SMM je koncentrace monoklonalnich
protilatek a FLC v séru vyssi nez 30 g/l koncentrace FLC v moci je vys$si nez 500 mg/24 hod a

pocet klonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni se pohybuje mezi 10 — 60 % [5].
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Vzacné se mize vyskytnout i SMM s lehkym fetézcem, u kterého jsou v nadbytku pouze volné

lehké fetézce (FLC) bez prukazu monoklondlnich tézkych fetézct [6].
1.1.3. Pfiznaky symptomatického mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom je krom¢ sekrece monoklondlnich protilaitek a FLC do krve a moci
provézen i ¢etnymi klinickymi projevy, které vyrazné zhorSuji kvalitu Zivota pacientl. Klinické
ptiznaky mnohocetného myelomu byly shrnuty pod akronym CRAB (Calcium, Renal, Anemie,
Bone), ktery popisuje nejcastéjsi oblasti poSkozeni organismu v disledku rozvoje MM [7].
Na zéklad¢ téchto diagnostickych kritérii je poté symptomaticky MM odlisen od MGUS
a SMM. Symptomatickym projevem MM je i negativni vliv onemocnéni na imunitni systém.
Maligni plazmatické buiiky v kostni dfeni snizuji pocet lymfocytl napt. zvySenou apoptickou
aktivitou prostfednictvim FasL [8] a zeslabuji odpovéd’ imunitniho systému na patogenni
podnéty produkei IL-10. Onemocnéni jako takové, ale i nasledna 1écba MM, tak snizuje

odolnost pacenta vici sekundarnim infekcim [9].

Hyperkalcémie (CRAB — Calcium) je u pacientii s MM vétSinou prokazéana az v pozdéjsi fazi
onemocnéni. Primarni pfi¢inou hyperkalcémie je abnormalni vstfebavani (resorpce) kostni
hmoty, ktera néasledné vede k uvoliiovani vapniku do periferni krve (> 2.8 mmol/L). Resorpce
a naruSeni povrchu kostni tkdn€ je primarné zpisobena zvySenou aktivitou osteoklastd,
kterd je vyvolana cytokiny (napf. RANKL, TNF-a) a chemokiny (napf. MIP-1a),
které jsou sekretované nddorovymi buitkami MM a makrofagy (MIP-1a) [10]. Vysoka hladina
vapniku v krvi vyrazné narusuje funkci ledvin, zejména v kombinaci s dalSim onemocnénim,
napf. hypertenzi. Pii dlouhodobé hyperkalcemii dochézi k nefrokalcinéze, polyurii, dehydrataci
a arytmii. Pacienti s MM maji Casto ireverzibilni poruchu funkce ledvin v disledku infiltrace
FLC. Schopnost ledvin G¢inné odstraiiovat zvySenou koncentraci vapniku z krevniho ob&hu

je tak vyznamné sniZena.

Rendlni poskozeni u MM (CRAB — Renal) je nejcastéji zpsobené odlitkovou nefropatii
(myelomové ledvina). Tato porucha intersticidlnich tubull je pfimym dusledkem vysokych
hladin monoklonalnich FLC A a k. FLC jsou v disledku své nizké molekulové hmotnosti volné
filtrovany glomeruly a v proximalnim tubulu jsou reabsorbovany endocytdzou,
kterd je zprostiedkovdna tandemovymi receptory megalinem a kubilinem. FLC jsou poté
degradovany v endolyzozomalnim oddilu proximalni tubularni buiiky lyzosomalnimi enzymy,

konkrétné katepsinem B2 [11]. Pfi vysoké produkci FLC u MM nejsou schopné megalinové
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a kubilinové receptory nadbytek FLC reabsorbovat. Velké mnozstvi FLC se tak dostane do
lumen distalniho tubulu, kde interaguje s Tamm-Horsfallovym proteinem a vytvaii nerozpustné
odlitkové valce [12]. Masivni reabsorpce FLC v proximalnich tubulech vede ke kritickym
morfologickym zménam jako je epitelidlné-mezenchymalni pfechod nebo nekréza. Navic
hromadéni FLC stimuluje lokalni produkci prozénétlivych cytokint, naptiklad interleukinu
6 (IL-6) a TNF-a. Proto je selhani ledvin u myelomové odlitkové nefropatie diisledkem tézkého
tubulointersticidlniho zanétu, ktery rychle graduje do fibrézy. Je prokazéno, ze ¢asné snizeni

sérovych hladin FLC umoziuje zotaveni ledvin [13].

Pfi¢inou anémie (CRAB — Anemia) u MM je naruseni funkce kostni dfené¢ nadmérnou
proliferaci malignich plazmatickych bunék (Obr. €. 1). Kostni dien v tomto ptipadé neni
schopna produkovat zdravé Cervené krvinky v diisledku snizeného poctu hematopoetickych
kmenovych a progenitorovych bunék, zejména megakaryocytarnich a erytrocytarnich.
Pii stanoveni diagndzy je pievladajicim pfiznakem normochromni — normocytarni anémie
(75 % pacientl) [14]. Mén¢ Castéji se pak vyskytuje trombocytopenie a leukopenie. Jednim
z mechanismil negativni regulace erytropoézy u MM je proteolyza erytroidniho transkripéniho
faktoru GATA-1 kaspazami [15] v disledku abnormalné zvysSené hladiny pro-apoptickych
receptortt FasL a TRAIL na povrchu malignich plazmatickych bun¢k [16]. Dal§im patogennim
faktorem u MM je zvySend hladina hepcidinu, ktery reguluje metabolismus zeleza [17].
K naruSeni procesu krvetvorby piispiva i jiz zminéné poskozeni ledvin FLC, které se projevi
také snizenou produkci erytropoetinu, ktery stimuluje tvorbu eytrocytii a je syntetizovan
v peritubuldrnich buiikéach kortexu ledvin. V souvislosti s nedostatkem erytrocytl dochazi
ke snizeni hemoglobinu vkrvi a nedostatku ptenosu kysliku, projevujici se unavou

a malatnosti [18].

Osteoporéza u MM (CRAB — Bone) je zplsobena nékolika faktory vcetné jiz zminéné
nadmérné resorpce kostni tkdné¢ a poruchy tvorby nové kostni hmoty. Maligni plazmatické
buiiky produkuji ristové faktory a cytokiny, které aktivuji osteoklasty (napt. OAF) [19] buiky
odpovédné za resorpci kostni tkan€, ¢imz dochdzi k nadmérné resorpci kosti a vzniku
osteolytickych lozisek (Obr. €. 2). Soucasné¢ mize nadmérnéd produkce interleukinu-6 (IL-6)
inhibovat tvorbu osteoblastti, jejichz ukolem je tvorba kostni hmoty [20]. V dasledku ubytku
kostni hmoty doprovdzi MM také obtizné 1éCitelnd intenzivni bolest zad a zvySené riziko
zlomenin. Pfi pohybu vyvijeji kostni 1éze v postizené oblasti tlak na nervova vldkna a michu

(radikulopatie) a u pacienta mize dojit az k pohybové paralyze [21].
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Obrazek ¢. 1 - Infiltrace malignich bunék (MR) Obrazek ¢ 2 - Osteolyticka loziska ve sternu (CT)

— Prrevzato z Adam,et. al. Plazmaceluldrni malignity [22] - Prevzato z Adam,et. al. Plazmaceluldrni malignity [22]

1.2. Laboratorni diagnostika mnohocetného myelomu

Sekrece monoklonalnich Ig a FLC do periferni krve a moci je jednim z diagnostickych
ukazatelli onemocnéni. Laboratorni diagnostika MM je v soucasné dob¢ zalozena predevSim
na detekci monoklonalnich  protilatek a  volnych  lehkych  fetézcli v séru
a moci (elektroforéza, imunofixace) a stanoveni po¢tu malignich plazmatickych bun¢k v kostni
dieni a jejich fenotypizace (FISH, prutokovéa cytometrie, ASOqQPCR a sekvenovani nové
generace). Hladina paraproteinu v séru pacienta je také dulezity diagnosticky ukazatel pro

odliseni MM od jinych monoklonalnich gamapatii, napt. MGUS nebo amyloidozy [6].

Zakladni kritéria pro diagnostiku MM navrzena dle International Myeloma Working Group

2023, jsou uvedena v tabulce €. 1.

1 Pritomnost monoklonalnich protilatek a FLC v krvi (> 30 g/1) a (nebo) FLC v moc¢i (> 500 mg/24
h)

2 Pocet monoklonalnich plazmatickych bun¢k v kostni dieni vyssi nez 10 %

Nejméné jedna dysfunkce nebo poskozeni organu (CRAB):

(C - calcium) zvySena hladina vapniku nad 2,8 mmol/l ¢i nad horni limit

3 (R - renal) renalni insuficience s kreatininem nad 176,8 mmol/l (2 mg/ml)

(A - anemia) anémie, hemoglobin pod 100 g/l nebo 20 g/l pod dolni limit normy

(B - bone) osteolytické kostni destrukce nebo osteopordza

Tubulka ¢. 1 - Kritéria pro diagnostiku MM (Ceskd myelomovd skupina)
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1.2.1. Zachyt a typizace monoklondalnich protilatek a FLC v séru a moci

Pro prvni zachyt frakce monoklonalnich imunoglobulinli se v rutinni diagnostice pouziva
klasickd elektroforéza proteinii séra. Elektroforéza je separacni technika pro rozliSeni
biomolekul (nukleové kyseliny a proteinti) na zaklad¢ jejich velikosti a naboje v elektrickém
poli [23]. Na obr. ¢. 3 Ize vidét elektroforeogram, kde je vyrazna frakce gama spojena

dohromady s frakcei 3; a B32.

Elektroforeticky obraz sera -
AR AR AR ER e,  Dumin
alfa 1 globulin
— alfa 2 globulin

beta 1 globulin e

©— -+ beta 2 globulin

gama globulin @ s 2 ‘ | l
\

Seb'a'l ELP G A M K L

Obrazek ¢. 3 - Elektroforéza sérovych proteinii, pacient opizek ¢ 4 - Vysledek imunofixace, pacient 85 let (pozitivni ndlez pro
(85 le), zvySend frakce gama. Pro ilustraci byl pouZit vysledek IgG A). Pro ilustraci byl pouzit vysledek ziskany béhem odborné praxe

ziskany behem odborné praxe autorky diplomové prdace autorky diplomové prace.

Pokud je pfitomnost monoklondlnich imunoglobulini potvrzena, je provedena imunofixace
s cilem identifikovat tfidu monoklonalni protilatky a typ lehkého fetézce. Pfi imunofixaci jsou
nejprve proteiny elektroforeticky rozdéleny a poté jsou naneseny specifické protilatky

pro identifikaci monoklondlnich protilatek tidy tézky IgG, IgA a IgM a FLC k a A (Obr. €. 4).
1.2.2. Cytogenetické vySetieni chromozomovych aberaci (FISH)

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je mikroskopickd cytogenetickd technika,
kterd umoznuje detekci chromozomovych zmén u MM, napt. chromozomalni ptfestavby IgH
oblasti (14q32) [24]. K detekci vybranych chromozomovych oblasti vyuziva metoda FISH jiz
od 80. let fluorescencni DNA sondy, coz jsou kratké tiseky jednotetézcové DNA (ssDNA), které
se navazou na komplementarni useky cilové denaturované DNA (in situ hybridizace). Navazani

ssDNA na komplementarni tsek se projevi jako fluorescencni signal [25].
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1.2.3. Immunofenotypizace malignich plazmatickych bunck

Multiparametrickd pratokovéa cytometrie (MFC) je dnes jiz standardni metoda pro stanoveni
poctu a diferencidlni diagnostiku malignich plazmatickych bunék v kostni dfeni a je také vysoce
citlivou metodou pro monitorovani minimalni rezidudlni choroby (MRD) u MM [26].
Vysoka citlivost metody je u MRD naprosto nezbytna z divodu eliminace vétSiny malignich
plazmatickych bunék z organismu pacienta béhem 1é¢by. Tato metoda je v soucasnosti schopna
zachytit az 10~ malignich plazmatickych bunék. Na rozdil od klasické pritokové cytometrie
jsou k bunikam pfidany fluorescencné znacené protilatky proti vybranym CD znaktim. Bunky
poté pfi priichodu paprskem laseru emituji fluorescencni svétlo, které je specifické pro dany
CD znak [27]. Znaceni protilatek rGznymi fluorochromy poté umoziuje odliSit jednotlivé
bunécné populace. Identifikace plazmatickych bunék je zaloZena zejména na detekci CD38
a CD138, nicméné pro odliSeni malignich plazmatickych bunék je tfeba kombinace s dal$imi
CD znaky. Vicerozmérné analyzy jednotlivych plazmatickych bunék normalnich
vs. myelomovych vzorka kostni dfené ukazaly, ze kombinované hodnoceni CD138 a CD38

spolu s CD45, CD19, CD56, CD27, CD81 a CD117 je vhdnou volbou pro odhaleni MRD [28].
1.2.4. Alelicky specifickéd oligonukleotidova qPCR

Kvantitativni  alelicky specifickd oligonukleotidovd polymerdzova fetézova reakce
(ASOgPCR) je v soucasnosti zavedenou metodou molekularni biologie pro monitorovani MRD
u MM s limitem detekce 10 — 10 a pro detekci genetickych zmén u jednotlivych klont
malignich plazmatickych bun¢k. Monitorovani MRD pomoci ASOqPCR zahrnuje navrzeni
primerti a sond, které jsou specifické pro tzv. CDR oblasti monoklonalni protilatky (z angl.
complementarity determining region) a které jsou unikdtni pro kazdy maligni klon
u kazdého pacienta. V dal§im kroku jsou tyto oblasti amplifikovany a vysledny produkt

je sekvenovan dle Sangera [29].
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1.2.5. Mapovani chromozomovych zmén a genetickych mutaci u malignich

plazmatickych buné¢k (NGS)

Sekvenovani nové generace (NGS) umoziuje rychlou analyzu celého genomu nebo velkych
usekti DNA nebo RNA a je vybornym prognostickycm nastrojem pro mapovani genetickych
mutaci [30] a napt. translokaci v IgH oblasti u malignich buné¢k [31]. Metoda NGS posunula
limit detekce pro zachyt malignich plazmatickych bunék u MRD aZ na 10 a ¢im dal vice
nahrazuje ASOqPCR [32]. Princip NGS spociva v paralelnim sekvenovani obrovského
mnozstvi kratkych useki DNA nebo RNA (po reverzni trnaskripci na cDNA) v n¢€kolika
vzorcich souCasné. NGS je tedy vyrazn¢ méné cCasové narocnd v porovnani
se Sangerovou metodou, pfi které jsou useky DNA sekvenovany postupné baze po bazi pomoci
terminacnich reakci. [33] Pfi NGS je z plivodni izolované a fragmentované DNA nebo RNA
pripravena sekvenacni knihovna [34]. Poté nésleduje amplifikace knihovny, kdy je vytvoieno
mnozstvi klont identickych ptivodnim tsekiim DNA pfichycenym na pevny povrch a samotna
sekvenace amplifikovanych tseki DNA. Vysledkem je obrovské mnozstvi dat urcenych

pro bioinformatické hodnoceni [35].

1.3. Molekularni mechanismy vzniku mnohocetného myelomu

Mnohocetny myelom je geneticky a fenotypove velice heterogenni onemocnéni, u kterého
nebyla patogeneze dosud zcela objasnéna. Progrese MM do agresivnéj$iho formy a vyskyt
MRD jsou spojeny se zménami v po¢tu chromozomil a s pfestavbou chromozomu 14 v IgH
oblasti. V soucasné dobé& jsou také zndmé mutace genii kddujicich napt. bunécnou proliferaci
(MAPK) [36] a transkripci DNA (NF-kB) [37] u malignich plazmatickych bun¢k. Dllezitym

faktorem pfi patogenezi MM je také samotné mikroprostiedi kostni dien¢ [38].
1.3.1. Zmény v poc¢tu chromozomu u malignich bunék

Zmény v poctu chromozomi (aneuploidie) se vyskytuji pfiblizné u dvou tfetin pacienti s MM.
Ve 40 % ptipadu je pocet chromozomi u malignich klonli bunék nizs§i nez 46. Monozomie
se vyskytuje nejcastéji na chromozomech 13, 14, 16 a 22 a obecné je tento nalez povazovan za
negativni prognosticky faktor. [25] Druhym pfipadem je hyperdiploidie, kterd se nejCastéji
projevi v malignich buiikdch jako trisomie na chromosomech 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21.
Hyperdiploidie je v literatufe spojena s lepSi prognozou a del§i dobou pieziti u pacienti

[39, 40, 41].
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1.3.2. Chromozomov¢ piestavby u malignich bunék

Non-hyperdiploidni chromozomové zmény jsou nejcastéji  strukturni ptestavby,
které se vyskytuji az u 40 % pacienti s MM. Vyznacuji se zejména premisténim (translokaci)
onkogenil do IgH lokusu (14g32) béhem izotypového presmyku, ke kterému dochézi pti vyvoji
plazmatickych bunc¢k po aktivaci B-lymfocytl v germindlnich centrech [40]. Nejcastéji
je pozorovana translokace lokusu na chromozomu 11 pro cyclin D (CCND), kterd zptsobi
abnormdlni bunécnou proliferaci [42]. U 15 % pacientl se vyskytuje translokace mezi
chromozomem 4 a 14. Dusledkem je porucha exprese genti NSD2 a FGFR3. Nadmérné exprese
NSD2 vede k aberrantni metylaci histond, coz podporuje rist a proliferaci malignich
plazmocyt. Déale aktivuje protoonkogeny a inhibuje tumor supresorové geny, ¢imz dale
pfispiva k maligni transformaci spolecné s FGFR3 [43, 44]. Nadmérna exprese onkogenu
c-maf je zpisobena translokaci chromozomu 16 a 14 a zpiisobuje zvySenou proliferaci,
snizenou schopnost apoptézy a zmény v mikroprosttedi kostni diené [45]. Pacienti,
kterym je tato translokace diagnostikovana maji Casto hor$i prognézu [46]. Poslednim
ptikladem je translokace zahrnujici lokus lehkého fetézce imunoglobulinu lambda (IgL), napt.
IgL-MYC, ktera je také spojena s horsi prognozou u pacientii s MM. IgL translokace se Casto
vyskytuje spolecné s hyperdiploidii a je ¢asto opomenuta. Na pacienty s translokaci Igl. nema
vliv imunomodula¢ni terapie pomoci IMiD, které se zamétuji na lymfocytarné specificky

transkripéni faktor Ikaros (IKZF1) [47].

1.4. Lécba mnohocetného myelomu

V soucasné dobé je cilem 1é¢by dosahnout kompletni remise a eliminovat riziko MRD. Kromé
zvySovani citlivosti diagnostickych metod je tak kladen diraz i na vyvoj terapie MM.
V soucasné dobé je pro lécbu MM schvaleno sedm ruznych tfid 1ékti — alkyla¢ni ¢inidla
(melfalan), kortikosteroidy (dexametazon), imunomodulac¢ni léky (IMiD, lenalidomid,
thalidomid), inhibitory proteasomu (PI, bortezomib, karfilzomib), inhibitory histonové
deacetylazy, monoklondlni protilatky (MoAb, daratumumab) a inhibitory jaderného exportu.
[48] Soucasti terapie je dnes jiz standardné provadéna autologni transplantace kmenovych
bun¢k (ASCT), kterd v kombinaci s vysokymi ddvkami napf. borteozomibu a lenalidomidu
a naslednou udrzovaci 1écbou vyznamné prodlouzila dobu pieziti pacientti [49]. NejnovéjSim

pfistupem je genova terapie autolognimi chimérickymi T-lymfocyty (CAR-T) [50].
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1.4.1. Proces 1écby u transplantabilnich pacientt

U pacientt, kterym mtize byt provedena ASCT probihd zahajovaci (indukéni) terapie ve 3 — 6
cyklech, po které nésleduje transplantace a udrzovaci lécba. Na zékladé cytogenetickych zmén
se pacienti rozd€luji na rizikové a vysoce rizikové, ktefi maji napft. jiz zminéné IgH translokace.
Pied zahajenim ACST je pacientim podavana nejCastéji kombinace inhibitoru proteasomu
(bortezomib), kortikosteroidu (dexamethason) a dalSiho 1éCiva (lenalidomid, daratumumab,
thalidomid) [48]. Po podani chemoterapeutik nasleduje infuze hematopoetickych kmenovych
bunék, které byly pacientovi odebrany pred zahajenim 1é€by a kterd vyznamné prodlouzila dobu
preziti pacientli s MM a snizila riziko dal$i progrese MM trvale zlepSuje pteziti bez progrese
[51]. Délka udrzovaci 1écby zavisi na vysledku monitorovani MRD. Pokud je dosazeno
kompletni remise, 1é¢ba je ukoncena z divodu pomérné velké cytotoxicity podavanych 1éciv.

V opacném piipad¢ mize udrzovaci 1écba trvat v rozmezi 24 az 36 mésict [48].

1.5. Rezistence mnohocetného myelomu na inhibitory proteasomu

Inhibitory proteazomu (PI) jsou pouzivany jiz témét dvacet let a staly se dilezitym milnikem
v 1é€bé MM. Inhibitorem I. generace je bortezomib (BZ), ktery byl piivodné pouZzivan nejprve
pfi relapsu MM a pozd&ji také pii zahajovaci 1é¢bé [52]. UCinek BZ spociva
ve vazbé na chymotrypsinovou aktivni oblast proteasomu 26 S. Tim dochéazi k hromadéni
polyubikvitinovanych proteinti a spusténi apoptdzy. Také potlacuje aktivaci NF-«xB, coz vede
pomérné rychlé ziskani rezistence malignich bun¢k na ucinky BZ, kterd brani dosazeni
kompletni remise u pacienti s MM. Rezistence bun¢k na BZ miize byt dliisledkem genetickych
mutaci, napf. somatické mutace PSMB), [54] ale také odliSnych mechanismt, napt. autofagie.
[55] karfilzomib (CF) je inhibitorem II. generace, ktery byl schvalen pro 1écbu MM v roce 2012
v kombinaci s s lenalidomidem, daratumumabem a dexametasonem [56]. Karfilzomib
se stejné jako BZ véaze na chymotrypsinovou oblast BS podjednotky proteasomu, vazba je ale
ireverzibilni. Nicméné i v piipadé¢ CF jsou burniky schopné si vyvinout rezistenci napi. diky
zvySené expresi KLF4, kterd byla pozorovany u malignich bunék s translokaci mezi

chormozomem 4 a 14 [57].
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1.5.1. Mutace PSMBS5

Mutace genu PSMB5, ktery koduje 5 podjednotku proteasomu, se vyskytuje u priblizné 20 %
pacientll s mnohoc¢etnym myelomem (MM). Tato mutace je jednim z hlavnich dosud zndmych
mechanismu rezistence na BZ. Mutace PSMB)5 snizuje afinitu BZ k proteasomu a snizuje tak
inhibi¢ni G¢inek léc¢iva. Existuje nékolik typl mutaci PSMBS, které se vyskytuji u MM.
NejcastéjSim typem mutace je zdména jedné aminokyseliny v B5 podjednotce a predCasné

ukonceni translace proteinu, ¢imz vznika nefunkéni proteasomova podjednotka [58, 59].
1.5.2. Autofagie a lysosoméalni degradace

Maligni plazmatické buiiky jsou schopné aktivovat dal§i mechanismy, které nahrazuji funkci
proteoasomu. Mezi tyto mechanismy patii autofagie a lysosomdlni degradace proteint.
Autofagie je vedle cytosolické degradace proteinii v proteasomu hlavni mechanismu
pro odbouravani nahromadénych nefunkénich proteini prostfednictvim lysosomu [60].
U MM a jinych nadorovych onemocnéni se objevily dikazy, ze k vyvoji rezistence mulize

ptispivat autofagie v zavislosti na HMGBI1 proteinu (high mobility group box 1) [55, 61].
1.5.3. Aktivace alternativnich proteolytickych drah

DalSim zptsobem je aktivace alternativnich proteolytickych drah naptiklad kalpainy nebo
katepsiny, které rozkladaji bilkoviny nezévisle na proteasomech. To jim umoznuje ptezit, i kdyz
jsou proteasomy blokovany karfilzomibem. Kalpainy jsou skupinou proteaz, které hraji roli
v aktivaci a degradaci proteinii regulujicich bunéény cyklus, jako je cyklin B a p27. Dale §tépi
proteiny zapojené do apoptdzy, ¢imz napomahaji fizené bunééné smrti, podileji se na zanétlivé

odpovédi Stépenim zanétlivych cytokinti a chemokinovych receptorii. [62]
1.5.4. Aktivace signalnich drah NF-xkB

Signalni draha NF-«B hraje klicovou roli v rozvoji a progresi MM. Jedna se o komplexni dréhu,
ktera reguluje expresi mnoha genii zapojenych do zanétu, proliferace bunck, preziti bunck a
imunitni odpovédi. U MM je draha NF-kB konstitutivné aktivovana, coz znamena, Ze je aktivni
1 v nepfitomnosti vnéjSich stimuld. To ptispiva k rlstu a pteziti nddorovych buné¢k a potlacuje
imunitni systém, ¢imz umoziiuje myelomovym buiikam vyhybat se destrukei. Existuje nékolik
mechanismd, které vedou k aktivaci drahy NF-kB u MM. Prvni je mutace v genech regulujicich
NF-kB nebo abnormalni mikroprostfedi naddoru, protoZze je bohaté na faktory, které aktivuji

drahu NF-«xB, jako je TNF-a a IL-1fB. Aktivace drahy NF-xB u MM ma fadu negativnich
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disledkt. Naptiklad reguluje expresi gent Bel-2 a cyklin D1, které pfispivaji k expanzi bunék
MM. Nékteré terapeutické strategie se na inhibici drahy NF-kB zmétuji [63, 64].

1.6. Vyuziti proteomickych metod pro vyzkum rezistence MM

Soubor proteini vcetné proteinovych funkci a interakci v daném okamziku u dané tkané
¢i buiky je definovdn jako proteom [65]. Na rozdil od souboru vSech gend,
tzv. genomu, proteom odrazi aktudlni stav buniky, nebo tkan€. Zmény hladin proteind,
¢i jejich posttranslaéné modifikovanych forem, jsou tak pfimou odpovédi na probihajici
onemocnéni nebo jiné podnéty napt. vyvoj rezistence na aplikované 1é¢ivo. Zmeény v proteomu
mapuje biochemicky obor, ktery se nazyva proteomika a kterd tak rozsituje dalsi ,,omické*
védy, genomiku, transkriptomiku a metabolomiku [66]. Proteomické metody predstavuji fadu
pfistupt od afinitni reakce specifickych protilatek po hmotnostni spektrometrii a mohou byt
vyuzity napf. pro identifikaci proteinii, které sehrdvaji dulezitou roli v patogenezi (nejen)
nadorovych onemocnéni a mohou piedstavovat zajimavé cile pro 1é¢bu. Siroké uplatnéni nejen
v zékladnim vyzkumu, ale i v klinické praxi, nalezly zejména proteomické metody vyuzivajici
afinitni vazbu specifické protilatky na zkoumany protein. V tomto piipad¢ se jedna o cilené
proteomické metody a piikladem muize byt detekce monoklonalnich protilatek a FLC v séru

pacienta s MM metodou imunofixace [67].

Ve 20. stoleti doslo k rychlému rozvoji hmostnostni spektrometrie (MS), kterd se velmi rychle
stala modernim proteomickym nastrojem pro globalni identifikaci a stanoveni hladin tisice
proteinti v jedné analyze. Globalni mapovani proteini pomoci MS je tedy skvélym nastrojem
pro vyzkum tak heterogenniho onemocnéni, jakym je 1 MM. V soucasné dobg je jiz hmostnostni
spektrometrie vyuzivana pro detekci monoklonalnich protilaitek a FLC v séru pacienta
pro citlivéj§i monitorovani MRD u MM, tzv. miRAMM [68]. Sir§imu uplatnéni MS
v diagnostice MM ale stale brani pomérné velké finan¢ni naroky na pfistrojové vybaveni,
naro¢né postupy pro vyhodnoceni dat a asové naro¢ny vyvoj MS metod. Na druhou stranu
omické metody spojené s hmostnostni spektrometrii jsou dnes nedilnou soucasti vyzkumu

nadorové rezistence u MM [69].

Inhbibice proteasomu je stale jeden z hlavnich terapeutickych cilt pii 1écbé MM [70] zaroven
ale bylo v fad¢ publikaci prokdzano, ze maligni plazmatické buiiky jsou schopné se branit
ucinklim i pokrocilych inhibitort proteasomu (bortezomib a karfilzomib) [71, 72, 73]. Globalni

proteomické mapovani pomoci MS piedstavuje moznost, jak Iépe porozumét mechanismim,
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které v malignich plazmatickych bunikach probihaji v reakci na proteasomové inhibitory
a otevira cestu pro identifikaci klicovych proteintl, které jsou v mechanismech rezistence MM

zahrnuté.

1.7. Identifikace a kvantifikace proteini pomoci hmotnostni

spektrometrie

Proteiny 1ze pomoci hmotnostniho spektrometru identifikovat a kvantifikovat dvéma pfistupy.
Jednim z nich je proteomicka MS analyza intaktnich proteinti, tzv. top-down. Ptikladem je jiz
zminénd miRAMM technika analyzy intaktnich tézkych fetézcii protilatek a FLC [74].
Druhym pfistupem je tzv. bottom-up proteomickd analyza, kterd identifikuje
a kvantifikuje prostfednictvim peptidd, které jsou produktem enzmytického $tépeni piivodnich
proteinti [75]. Enzymatickym $t€penim, napf. trypsinem, vznikaji stovky tisic peptidd, které je
tieba rozliSit v hmotnostnim analyzatoru, proto je pied MS piedfazena separace peptidii pomoci
kapalinové chromatografie (LC-MS) [76]. V této diplomové praci byl mapovan komplexni
protcom modelovych buné¢k MM, proto byla pouzita vicedimenziondlni kapalinova
chromatografie [77]. Nejdiive byly pfipravené vzorky rozdéleny na frakce na reverzni fazi
v bazickém prostiedi, poté byla kazda frakce znovu chromatograficky rozdélena na reverzni
fazi v kyselém prostiedi a eluované peptidy byly postupné uvoliiovany z analytické kolony
do ioniza¢niho zdroje hmostnosniho spektrometru. Chromatograficka separace ve druhé
dimenzi probihala pfi pritoku mobilni faze v fadu stovek nl/min (nanoLC-MS) za pouZiti
kapilarnich kolon. nanoLC-MS je v proteomické analyze pevné zakotvena zejména pro nizké

naroky na mnozstvi vzorku [78].

1.8. Hmotnostni spektrometr Orbitrap Exploris 480

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, kterd rozliSuje ionty na zakladé
poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z) [79]. Vystupem je graficky zaznam relativni intenzity
namétenych iontl na hodnotach m/z, hmotnostni spektrum. Po eluci v gradientu mobilni faze
s vy$§im procentem organického rozpoustédla (acetonitrilu) ziskavaji pivodné neutralni
molekuly naboj ionizaci elektrosprejem [80] a jsou nastfikovany pies vstupni kapilaru do
hmotnostniho spektrometru, kde jsou poté detekovany v hmotnostnim analyzatoru. Exploris
480 je hybridni hmotnostni spektrometr, ktery vyuziva dva typy hmotnostniho analyzatoru,
kvadruptl a specificky typ iontové pasti, tzv. orbitrap [81]. Funkci kvadrupélu je v tomto

ptipadé selekce iontl o predem definovaném rozsahu m/z, které prochazi dale do orbitalni pasti
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[82]. Pfednosti toho hmotnostniho spektrometru je vysoké rozliSeni hmot a vysoka frekvence

skenovani, diky tomu je mozné kvantifikovat v jednom vzorku né€kolik tisic proteint.

1.9. Izobarické znaceni peptidi Tandem Mass Tag

Pro kvantifikaci proteind bylo v této diplomové praci pouzito izobarické znaceni peptidi
Tandem Mass Tag (TMT). [83], které se pouziva ke kvantifikaci proteini ve vice vzorcich
soucasné. TMT znacky jsou malé molekuly, které jsou sloZeny ze tii ¢asti; vazebné skupiny,
balan¢ni skupiny a reportéru. Vazebna skupina (NHS-ester) se vaze na primarni amin na
peptidovém N-konci nebo na lysinu. Balanéni skupina balancuje hmotnost reportérovych iontt,
které maji odliSnou hmotnost. Kazdy vzorek je tedy ,,0znacen* odliSnou TMT znackou a poté
se vSechny vzorky mohou smichat do tzv. ,,multiplexu‘ a provést nastfik multiplexu do (nano)
LC systému. Hladina peptidi je poté stanovena na zakladé intenzity reportérovych iontd, které
se odstépi pti fragmentaci peptidovych prekurzorti (MS/MS). K fragmentaci peptidovych iontl
dochazi pfi tzv. tandemové hmotnostni spektrometrii, kdy kolizi s molekulami inertniho plynu
zanika peptidova vazba v piivodnim prekurzoru a vznikaji tzv. fragmentacni spektra, ktera
obsahuji hmoty vzniklych fragmentovych iont. Fragmentacni spektra jsou potom zakladem

pro identifikaci piivodnich proteinovych sekvenci ve vzorku.
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2. Cile prace

Prvnim cilem diplomové prace byla kultivace UHKT-944 bunécéné linie rezistentni na
bortezomib a karfilzomib. Druhym cilem diplomové prace byla globalni proteomicka analyza
(nanoLC-MS/MS) proteomu rezistentnich bunék s cilem odhalit proteiny, které mohou hrat
v mechanismu rezistence MM dileZitou roli a na které by se v budoucnu mohl zaméftit dalsi

vyzkum jako na slibné terapeutické cile pro 1écbu MM.
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3. Experimentalni ¢ast

Spotiebni material

*  96-jamkova mikrotitracni deska Optical Btm PIt (kat. ¢. 165305; Thermo Sci Nunc)

= 96-jamkova mikrotitracni deska (kat. ¢. 92096, TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Svycarsko)

= Mikrotitracni deska PCR (kat. ¢. P781364, Brand, Wertheim,Némecko)

» Pipetovaci Spicky Eppendorf (Eppendorf, Leipzig, Némecko)

» Pipetovaci Spicky s filtrem AHN (AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen - Némecko

» Pipety Eppendorf Reference 2 (Eppendorf, Leipzig, Némecko)

»  Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Leipzig, Némecko)

= Kultivaéni ldhve TPP75 (kat. & 90078, TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko

= Kultivaéni ldhve TPP25 (kat. &. 90028, TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko)

= Sérologické pipety 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (kat. ¢. 95002, 91005, 91010, 91025, SPL Life
Science, Gyeonggi-do, Korejska republika)

= PipetMan (kat. ¢. 26351, Accu Jet Brand, Wertheim, Némecko)

= Centrifuga¢ni zkumavky, 15 a 50 ml Falcon tube (kat. ¢. 91014, 91054, TPP Techno Plastic
Products, Trasadingen, Switzerland)

= Kryozkumavky (kat. &. 89020, TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko)
Komeréni soupravy

= Resazurin Assay Kit (kat. ¢. ab129732, Abcam, Cambridge, Velka Britanie)

= MicroBCA Protein Assay Kit (kat. ¢. 23235, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

= Peptide Fluorimetric Assay (kat. ¢. 23290, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

= TMTI10plex Label Reagent Set (kat. ¢. 90110, Lot Number WL320956, ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

= Peptide Desalting Spin Columns (kat. ¢. 89852, Pierce, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

= RNeasy Mini Kit 250 (kat. ¢. 172021179, Qiagen, Hilden, Némecko)

= Reverse Transcription Kit High Capacity cDNA (kat. ¢. 4368814, ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

=  Gene Expression Assays (kat. ¢. 4331182, TagMan, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

= MasterMix (kat. ¢. 4440040, TagMan, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
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Primery (kat. ¢. 4331182, TagMan, Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

o CASP3 (HS00234387)

o PSMEI1 (HS00389210)

o TXN (HS01555214)

o TBP (HS00427620)

Chromatografické kolony

XBridge BEH, C18, 2,5 um, 2,1 mm x 150 mm (kat. ¢. 186006709, Waters, Milford, USA)
Acclaim PepMap, C18, 75um x 250 mm (kat. ¢. 164941 ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

PepMap Viper, C18, x 20 mm (kat. ¢. 164946, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Piistrojové vybaveni

Exploris 480 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Ultimate 3000 RSLC nano (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Ultimate 3000 RSLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Tecan Spark

Stolni centrifuga UNIVERSAL 320/ 320R (Hettich)

Inverzni mikroskop

Inkubator Forma Direct Heat CO, (ThermoScientific)

Laminarni box HF Safe 1200 (Heal Force)

ThermoMixer C (Eppendorf)

Kolektor frakei (FC204, Gilson)

LightCycler 96 Real-Time PCR System

Navios 10 (Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA)

Chemikalie a rozpoustédla

Karfilzomib, 5 mg (kat. ¢. HY-10455, MedChem Express, NJ, USA)

Bortezomib, 5 mg (kat. ¢. HY-10227, MedChem Express, NJ, USA)

RPMI Medium 1640 (kat. ¢. 61870-010, Gibco, Waltham, Massachusetts, USA)

Antibiotic Antimycotic Solution (100x), 20 ml (kat. ¢. A5955, Sigma Aldrich, Darmstadt,
Némecko)

Fetalni hovézi sérum (FBS, kat. ¢. 16629525, Gibco, Waltham, Massachusetts, USA)
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https://www.google.com/search?client=safari&sca_esv=5debfa16bc1a3c9c&sca_upv=1&rls=en&sxsrf=ACQVn08fG8CACwh-TRfPbRLyEezot9OzQw:1714395398047&q=beckman+coulter+brea,+kalifornie,+usa&si=AKbGX_paaCugDdYkuX2heTJMr0_FGRox2AzKVmiTg2eQr2d-rp5p4GIMVfWytd4o6g4Y3_WZo4dqhhxxoU7gd0vrzimbpTEHADFgBRn6vQA2rWpO3PRknD21tHwiGlmjhxXP5oYcgSWiOmWJEZI7GXREPBkO3PqOwv3i7kEbBRw39Zfl5qmam5S7iKOIDDXUdoRfP08zE0iBehs6HkeTySUnA3djTPd_lhim4nHxS3xX6Id1MUDTtQo%3D&sa=X&ved=2ahUKEwjBzdHFvOeFAxX6hf0HHf0GBewQmxMoAXoECDkQAw

* Dimethylsulfoxid (DMSO, kat. ¢. D8418, Darmstadt, Némecko)

*  Albumin Standard 2mg/ml (kat. ¢. 23210, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

»  Voda, LC — MS Grade, 1 L (kat. ¢. 34967-1L-R, Honeywell, Charlotte, Severni Karolina)

» Tris(2- carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (TCEP, kat.c. C4706-2G, Sigma Aldrich,
Darmstadt, Némecko)

= S-Methyl methanthiosulfonat (MMTS, kat. ¢. 64306-1ML, Sigma Aldrich, Darmstadt,
Némecko)

» Isopropanol LC-MS grade (kat. ¢. 34965, Honeywell, Charlotte, Severni Karolina)

»  Aceton LC-MS grade (kat. ¢. 34850, Optima)

*  Trypsin/Lysin-C Mix (kat. ¢. 527608, Promega, Fitchburg, USA)

*  Triethylammonium bicarbonate, 1M roztok (TEAB, kat. ¢. 90114 ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

= Benzonase Nuclease (kat. ¢. E1014, Merck, Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

* Deoxycholat sodny (kat. ¢. S1827 SDC, Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

= Kyselina trifluoroctova LC-MS Grade 50 ml (TFA, 5183, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

= Acetonitril LC-MS, 11 (AcN, kat.¢. 34967-11-R Honeywell, Charlotte, Severni Karolina)

= Methanol LC-MS, 2.5 1 (MeOH, kat. ¢. 858.320, HiPerSilv Chromanorm, Pensylvanie, USA)

*  Hydroxid amonny, 28 %, (NH4OH, kat.¢. 338818-100ML Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko)

= Kyselina mravenc¢i LC-MS Grade, 98% -100%, 50 ml (FA, kat. ¢. 5330020050 LC-MS
LiChropurTM, Burlington, Massachusetts, USA)

Programové vybaveni

= Perseus software platform v.2.0.6.0 (freely available at https://maxquant.net/perseus/)

= R v 3.6.3 (CRAN, freely available at https://cran.r-project.org/)

= RStudio v. 2023.12.1 (Posit Software, Boston, MA, USA, freely available at
https://www.rstudio.com/)

= GraphPad Prism v. 10 (GraphPad Software, Boston, MA, USA)

= Chromeleon CDC system v. 7 (Thermo Fisher Sci, Waltham, MA USA)

*  Gilson GSIOC

= Proteome Discoverer v. 3.0 (Thermo Fisher Sci, Waltham, MA USA)

= String database (https://string-db.org/)

»  Biorender

= LightCycler 96 v. 1.1.0. 1320 (Roche Diagnostics, Basilej, Svycarsko)

= Kaluza C, v. 1.1. (Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA)
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Charlotte_(Severn%C3%AD_Karol%C3%ADna)
https://cs.wikipedia.org/wiki/Severn%C3%AD_Karol%C3%ADna
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Severn%C3%AD_Karol%C3%ADna
https://www.google.com/search?client=safari&sca_esv=5debfa16bc1a3c9c&sca_upv=1&rls=en&sxsrf=ACQVn08fG8CACwh-TRfPbRLyEezot9OzQw:1714395398047&q=beckman+coulter+brea,+kalifornie,+usa&si=AKbGX_paaCugDdYkuX2heTJMr0_FGRox2AzKVmiTg2eQr2d-rp5p4GIMVfWytd4o6g4Y3_WZo4dqhhxxoU7gd0vrzimbpTEHADFgBRn6vQA2rWpO3PRknD21tHwiGlmjhxXP5oYcgSWiOmWJEZI7GXREPBkO3PqOwv3i7kEbBRw39Zfl5qmam5S7iKOIDDXUdoRfP08zE0iBehs6HkeTySUnA3djTPd_lhim4nHxS3xX6Id1MUDTtQo%3D&sa=X&ved=2ahUKEwjBzdHFvOeFAxX6hf0HHf0GBewQmxMoAXoECDkQAw

3.1. Analyza fenotypu, kultivace a zamrazZeni bunék UHKT-944

Bunééna linie UHKT — 944 byla ziskana z Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze [84].
V ramci s Ustavem klinické imunologie a alergologic FNHK byl ovéfen fenotyp pomoci
priutokové cytometrie (FC) stanoven fenotyp této linie. Pozitivni frakce CD138+ PCs byla
promyta PBS, a byla inkubovéna s fluorochromem zna¢enym monoklonalnimi protilatkami
proti vybranym molekulam CD (CD138, CD38, CD19, CD27, CD56, CD20, CD45, CD117)
po dobu 15 min pii pokojové teploté. Suspenze byla odstiedéna a pelety resuspendovany
ve fyziologickém roztoku. Cistota CD138+ frakce byla stanovena pomoci pritokového
cytometru Navios 10 a data vyhodnocena v Kaluza C, verze 1.1. Bunécna linie 944 byla

uchovavana v kultivaénim médiu RPMI 1640.

Bunky byly kultivované v médiu RPMI 1640 s ptidavkem 10% FBS a smési antibiotik
(pen/strep) a antimykotik. Buniky byly pasazovany kazdy 5. — 7. den. V lamindrnim boxu byla
bunécna suspenze pievedena do zkumavky Falcon (50 ml) a stoceny v centrifuze po dobu
5 minut pfi rychlosti 350 g. Peleta byla resuspendovana v 10 ml ¢istého média, nasledné bylo
odebrano 10 pl bunééné supenze do mikrozkumavky, do které bylo rovnéz piidano
10 pl trypanové modre, suspenze byla promichédna a v Biirkerovy komtrce byly spocitany zivé

buiiky v 25 ¢tvercich dle nasledujiciho vypoctu:

Do nové kultivaéni lahve bylo pfidano 2x10° bunék ve 20 ml kult. média. Kultivaéni médium
odebrané od pelety pfi pasazovani bunék bylo odebrano do ¢isté¢ zkumavky a bunécné drt’
(debris) byla odstranéna centrifugaci (4000 ot/min, 15 min.). Postup byl dvakrat zopakovan

a medium bylo nésledné uchovano jako kondiciované.

V ptipad¢ potieby, byly buiikky dlouhodobé uchovévany v mrazicim médiu o slozeni
5 % DMSO a 95 % FBS. Peleta obsahujici pocet bunék 5 - 10x10%/ml byla resuspendovana,
pfenesena do kryozkumavky a ulozena v boxu do mrazéku (-80 °C) po dobu maximaln¢ 5 dnti.

Poté byly zkumavky pieneseny do tekutého dusiku.
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3.2. Stanoveni vychozi koncentrace inhibitori proteasomu pro kultivaci

rezistentni linie UHKT-944

Vychozi koncentrace inhibitori proteasomu pro kultivaci rezistentni linie UHKT-944 byla
stanovena na zaklad¢ stanoveni citlivosti UHKT-944 na oba inhibitory pomoci resazurinové
eseje. Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desky bylo odebrano 2x10* bunék v objemu 75 pl.
K tomuto objemu jsem pipetovala 25 ul piislusného inhibitoru (CF nebo BZ) se vzristajici
koncentraci 0 — 15 nM. Po 20 hodinové inkubaci v pii 37 °C jsem ptidala 100 pl resazurinu

a po 4 hodindch byl stanoven pocet zivych bunék na zdklad¢ intenzity fluorescence
produkovaného resorufinu (EX 530 nm /EM 590 nm). Na zaklad¢ ziskanych dat byla

v programu GraphPad Prism stanovena hodnota inhibi¢ni koncentrace (ICso).
3.3. Kultivace rezistentni UHKT-944

Inhibitory proteasomu BZ a CF byly k UHKT-944 bunkam ptidavany v pravidelnych tydennich
cyklech reflektujici standardni 1écebny postup u MM. Inhibitory byly pfidavany k buiikam
v koncentraci 3nM (BZ) a 7 nM (CF) po dobu 4-5 tydnid s odstupem min. 5 dnd. K1 milionu
bunék v objemu média 5 ml bylo pfidino 50 pl inhibitoru o stanovené koncentraci.
Po 24 hodinich byly buiky pasdzovany do 2,5 ml Cistého media s pfidavkem 2,5 ml

kondiciovaného média. Po 4 — 5 tydnech byla stanovena citlivost bun¢k na oba inhibitory.

Na zéakladé dosazenych pilotnich vysledkli byl postup poté upraven. Bortezomib byl k buiikam
podavan po dobu 21 dnii ve dnech 1, 4, 8 a 11, Karfilzomib byl poddvan po dobu 28 dnt
ve dnech 1, 2, 8, 9, 15 a 16. Inhibitory byly podavany k 1 milionu bun¢k v 5 ml, nicméné zde
pusobil pouze 1 hodinu. Poté byly buiiky pasazovany do cistého media o slozeni 75 % nové

médium, 25 % kondiciované médium.

3.4. Priprava bunécného lyzatu

Pro pfipravu bun&ného lyzatu bylo odebrano kultivaéni médium s 1 x 10° bunék.
Po centrifugaci (5 minut, 300 g) byl odtaZzen supernatant a k pelet¢ bylo piidano 100 pl
lyza¢niho pufru (3 % SDC rozpustény v 200 mM TEAB). Buiiky byly lyzovany 5 minut pfi
65°C. DNA byla naStépena ptidanim 0,5 pl benzonasy nukleasy Po dobu 5 minut byly
zkumavky ponechdny v ultrazvukové 1azni a po centrifugaci (stoc¢ime p,10 000 g, 2 min.) byl

supernatant zamraZen na — 80°C.
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3.5. Stanoveni celkové koncentrace proteini

Pro stanoveni celkové koncentrace proteini v bunééném lyzatu byla pouzita komercni
MicroBCA esej. Byla pfipravena kalibracni kiivka v rozmezi 0, 5, 10, 20, 30, 40 a 50 pg/ml
BSA. VSechny body kalibraéni kiivky byly pfipraveny v 1.34 mM TEAB, aby byla zachovana
srovnatelnd koncentrace TEAB ve vzorcich po natfedéni. Do mikrotitracni desky bylo
v triplikatech pipetovano 150 ul kalibracnich standardii. Z kazdého vzorku byl odebran
I pl do 149 pl vody. Ke vzorkim i kalibraénim standardim byla ptfidana kyselina
bicinchoninova, Cu?* ionty a alkalicky pufr v poméru doporu¢eném vyrobcem a celkovém
objemu 150 pl na jamku. Po inkubaci po dobu 30 min, pii 37 °C (450 rpm) byla odectena
absorbance pfi 562 nm na spektrofotometru Tecan. Koncentrace proteinti v kazdém vzorku byla

odectena z rovnice linearni regrese v program GraphPad.

3.6. Enzymatické Stepeni proteint

Z kazdého vzorku bylo odebrano 25 pg proteini. Objemy vSech vzorkd byly doplnény
lyza¢nim pufrem na objem 20 ul. Kazdy vzorek (kontrolni UHKT-944, UHKT-944 rezistentni
na 3nM BZ, 9nM CF a 12 nM CF) byl ptipraven v triplikatu (tabulka €. 1). Ke kazdému vzorku
bylo ptidano 4,44 pul 50 mM TCEP pro redukci cystinovych mustkl (5 mM TCEP) po dobu
30 minut pii 37°C. Volné sulfhydrylové skupiny byly alkylovany pfidanim 2,34 ul MMTS
natfedénym v isopropanolu. Alkylace probihala 15 minut pfi pokojové teploté. Ke vzorkiim bylo
dale pfidano 280,7 pl 100% aceton pro odstranéni nadbytku alkyla¢niho ¢inidla proteinovou
precipitaci ptes noc pii teploté -20°C. Vzorky byly poté centrifugovany (12 000 g, 5 min.),
supernatant byl odtazen od pelety a zbytky acetonu byly odpaieny ve vakuové odparce po dobu
2 min. Takto pfipravené pelety byly rozpustény ve 100 mM TEAB a bylo pfidano
2,5 pl smési enzymil lysinasaC a trypsin (1 pg) rozpusténych ve 100mM TEAB. Stépeni

proteinti probihalo po pfidani protedz ptes noc pii 37°C.
3.7. Stanoveni celkové koncentrace peptidi

Pro stanoveni celkové koncentrace peptidi po enzymatickém Stépeni byla vyuzita
fluorimetrické peptidova esej (Peptide Fluorimetric Assay). Nejprve byla pfipravena kalibra¢ni
fada v rozmezi 500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6, 7,8 a 0 ng/ul peptidového standardu a 10 pl
od kazdého kalibracniho standardu bylo v duplikatu ptidano do mikrotitraéni desky. Od
kazdého vzorku bylo odebrano 2,5 pl a ptidano k 7,5 ul vody v kazdé jamce. Do kazdé jamky
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bylo dale pfidano 70 pl pufru a 20 pl fluorimetrického c¢inidla pro znaceni peptidi.
Mikrotitracni desticka byla inkubovédna 5 minut, pii 450 ot/min. Intenzita fluorescence byla
odectena pii Ex/Em 390nm/475 nm na spektrofotometru Tecan. Koncentrace peptid v kazdém

vzorku byla odectena z rovnice linearni regrese v programu GraphPad.

3.8. Odsoleni znacenych peptidu extrakci na pevné fazi

Pro odstranéni zbytku pufru, rozpoustédel a volnych TMT znacek byly pouzity komercni
centrifugacni kolonky plnéné reverzni stacionarni fazi C18 (Peptide Desalting Spin Columns).
Nejprve byl z kolonek odstranén uchovavaci pufr centrifugaci po odbu 1 min, 5000 g. Poté bylo
pfidano 300 pl acetonitrilu (2x) pro aktivaci staciondrni faze. Acetonitril byl odstranén
centrifugaci (5000 g, 1 min) a sorbent byl ekvilibrovan pfidanim 300 ul (2x) 0.1% TFA
a kolonky byly po vlozeni do ¢ist¢ mikrozkumavky pfipravené pro nanasku vzorkl. Peptidy
byly naneseny na reverzni C18 fazi centrifugaci po dobu 1 minuty (3000 g) a vazebna frakce
(flow-through) byla uchovéana. Po naneseni vzorku na kolonky a centrifugaci byly kolonky
promyty 3x 300 pl 0.1% TFA (3000 g, 1 min.). Pro odstranéni pfipadnych zbytkti nenavazanych
TMT znacek byly kolonky promyty 300 ul roztokem 5% methanolu/0,1% TFA. Po promyti
byly kolonky vloZeny do ¢isté mikrozkumavly a peptidy byly z pevného sorbentu uvolnény
ptidanim 300 pl 50% AcN/0.1% TFA (3000 g, 1 min.). Cely objem byl pfepipetovan
do mikrozkumavky o objemu 0.6 ml, sorbent v kolonkéch byl opét promyt 200 pl elu¢niho
roztoku a cely objem byl pfidan k pfedchozimu eluatu do stejné mikrozkumavky. Cely objem

byl poté odparen ve vakuové odparce do sucha.

3.9. Frakcionace znacenych peptidi na reverzni fazi v bazickém prostiedi

Komplexni smés znacenych peptidii byla pfed proteomickou nanoLC-MS/MS analyzou
rozdélena chromatografickou separaci na reverzni fazi v bazickém prosttedi NHsFA
do 24 frakci. Tato frakcionace byla provedena na vysokotlakém kapalinovém chromatografu
Ultimate 3000 RSLC jakozto soucasti béznych proteomickych LC-MS/MS analyz v Centru
biomedicinského vyzkumu, kde byla splnéna prakticka ¢ast této diplomové prace. Cely postup
je proto v této diplomové praci popsana zjednodusené, nebot’ frakcionace pfipravenych TMT
multiplext byla soucasti frakcionace vétsi sady vzorki a nebyla provadéna autorem diplomové
prace. Pro frakcionaci ptfipravenych TMT multiplext byl tedy vyuzit jiz zavedeny postup pro

pfipravu mobilni faze, pfipravu analytického systému, gradientovou eluci peptidii a sbér frakci.

Samotna frakcionace v bazickém prostfedi byla provedena na chromatografické koloné
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XBridge (C18, 2.1 mm x 150 mm), pii pritoku 0.3 ml/min a teplot¢ 40°C. Vzorek byl
nastiikovan do mobilni faze A (2% AcN, 10 mM NH4FA - pH 10) a komplexni smés peptidi
byla chromatograficky rozdélena v gradientové eluci o délce 55.5 min s linearnim profilem od
2 do 52 % mobilni faze B (80% AcN, 10 mM NH4FA - pH 10). Frakce byly sbirdny automaticky
sbératem frakci v rozmezi 3,7 min — 57,7 min kazdych 45 s do polypropylenové 96-jamkové
mikrotitracni desky a néasledné preskupeny do vyslednych 24 frakci. Kazdy takto rozdéleny
TMT multiplex byl odpatfen do sucha a uchovan pro naslednou nanoLC-MS/MS analyzu.

3.10. Izobarické znaceni peptidi

Pro tento experiment byl pouZit kit pro izobarické znaceni peptidi v 10 rtiznych vzorcich
(TMT10plex Isobaric Label Reagent Set). Ke kazdé TMT znacce bylo piidano
40 pl acetonitrilu. Po inkubaci pfi pokojové teploté (5 min) byly zkumavky s TMT znackami
kratce centrifugovany (1500 rpm, 2 min). Ke kazdému vzorku byly ptidany 2,5 ul 100 mM
TEAB a 12,5 ul zvolené TMT znacky (250 pg). [zobarické znaceni peptidii probihalo 1 hodinu
pfi 25 °C a otackach 500 rpm. Reakce byla ukoncena pfidanim 3 pl 5 % hydroxylaminu

a inkubaci celého objemu smési 15 minut pti 25 °C a 500 rpm.

Poté bylo 11 pg peptidi od kazdého vzorku smichano do multiplext dle tabulky ¢. 1. Objem
kazdého vzorku byl stanoven na zaklad¢ stanoveni celkové koncentrace peptidi popsané

v ptedchozi kapitole.

TMT 10 126 127N 127C 128 N 128 C 129 N 129 C 130N 130 C 131

Kontrola | Kontrola | Kontrola BZ-1 Bz-2 BZ-3

IMTBZ “p71"  Bz2 | Bz3 - - - - 3M | 3M | 3nM
TMT CF Kontrola | Kontrola | Kontrola | Treat CF | Treat CF | Treat CF | Treat CF ) Treat CF | Treat CF
CF 1 CF 2 CF3 9nM 1 9nM 2 9nM 3 12nM 1 12nM 2 | 12nM 3

Tabulka ¢. 2 - Rozdéleni znacek ke vzorkiim, do multiplexu

Kazdy multiplex byl odpatfen ve vakuové odparce a rozpustén ve 300 ul 0.1 % TFA v H20 (v/v).
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3.11. Identifikace a kvantifikace proteinii v pripravenych vzorcich

metodou nanoLC-MS/MS

Identifikace a kvantifikace proteint byla provedena na zéklad¢ ziskanych dat nanoLC-MS/MS
analyzy kazdého TMT multiplexu, ktery byl nejdiive rozdélen na 24 frakci, jak bylo popsano
v kapitole 5.9. Postup pro nanoLC-MS/MS analyzu je standardni soucdsti proteomickych
analyz v Centru biomedicinského vyzkumu a metodu tedy nebylo nutné zavadét v ramci této
diplomové prace. Chromatografickd separace peptidi pro nanoLC-MS/MS analyzu byla
provedena na piistroji Ultimate 3000 RSLCnano a akvizice MS spekter poté probihala
na hmotnostnim spektrometru Exploris 480. Jednotlivé frakce byly rozpustény ve 2%
AcN/0.1% TFA. Nasledné byl 1 pg vzorku nanaSen na pfedkolonu PepMap (C18, 75 um x 20
mm) v mobilni fazi (2% AcN/0.1% TFA), pii pratoku 5 ml/min, po dobu 5 min, kde byl
zachycen. Zachycené peptidy byly nasledné¢ uvoltieny a chromatograficky rozdéleny
gradientovou eluci na analytické koloné Acclaim (75 um x 250 mm) pfi pratoku 250 nl/min.
Gradientova eluce s linearnim profilem gradientu mobilnich fazi A (2% AcN, 0,1% FA) a B
(80% AcN, 0,1% FA) s dvéma segmenty. Prvni segment od 5 do 75 minuty odpovidal slozeni
mobilni faze 2 - 34,5% B a druhy segment od 75 do 85 minuty odpovidal slozeni mobilni faze

34,5 -45% B.

Peptidy byly po uvolnéni z analytické kolony ionizovany nanoelektrosprejem v ioniza¢nim
zdroji pfi napéti 1.8 kV. Sbér dat probihal na hmotnostnim spektrometru Exploris 480 dle
parematri uvedenych v tab. €. 2., coz odpovidé standardnim paramentriim pro proteomickou

analyzu TMT znacenych peptidl v Centru biomedicinského vyzkumu

Zakladni parametry MS 1, MS 2

Orbitrap resolution MS 1 60 000
FAIMS MSI -45,-60 CV
Scan Range MS 1 350 -1400 m/z
Polarity Positive mode
Orbitrap resolution MS 2 15 000
HCD (Collision energy) 35%
First Mass 110

Tabulka ¢. 3 - Nastaveni zakladnich parametrit metody MS pro peptidy oznacené TMT znackami
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3.12.Vyhodnoceni proteomickych dat

3.12.1. Interpretace hmotnostnich spekter

Pro vyhodnoceni namétenych hmotnostnich spekter byl vyuzit program Proteome Discoverer
v 3.0. Prostfednictvim platformy Proteome Discoverer byl pro charakterizaci specter
a prohledavani proteinovycxh databazi vyuzit algoritmus Mascot. Spektra byla prohleddvana
proti referencni databdzi lidskych proteinti stazené z databaze Uniprot. Jako enzyme byl
nastaven trypsin s max. po¢tem tzv missed cleavage 2, jako fixni modifikace byla nastavena
alkylace sulthydralovych skupin, TMT znaceni na lysinu a N-konci peptide, jako variabilni
modifikace byla nastavena oxidace methioninu a acetylace N-konce proteinti. Pro kazdou TMT
znacku byly zadany pfislusné korekéni faktory deklarované vyrobcem. Vystupem vyhodnoceni
byl seznam vSech identifikovanych proteini s vysokou hladinou spolehlivosti a intensity

reportérovych iontl.
3.12.2. Komparativni analyza naméienych dat

Vysledky byly z program Proteome Discoverer exportovany ve formatu textového souboru
a nahrana do programu Perseus. Zde byly hodnoty intenzit reportérovych iontl ptevedeny do
log2(x) formatu. Pro dal$i vyhodnoceni byly zachovany pouze ty proteiny, u kterych byly
nalezeny alespont dvé platné hodnoty intenzit reportérovych iontli ve kontrolni skupiné
a zéaroven skupiné rezistentni na dany inhibitor. Vysledny soubor dat byl exportovan
v tabulkovém formatu a byla provedena deferencidlni expresni LIMMA analyza v programu R

na zaklad¢ skriptu, ktery byl autorce diplomové prace poskytnut konzultujicim skolitelem.

3.13. Ovéreni ziskanych proteomickych dat

Ziskané proteomické vysledky byly ovéteny kvantifikaci exprese vybranych genli metodou
PCR. V prvnim kroku byl pro izolaci RNA pouzita komer¢ni souprava RNeasy Mini Kit.
Pfipravené bunééné pelety (7,5 x 10 ° bunék) byly nejprve lyzovany ve 350 ul lyza¢niho pufru
a po kratkém promichdni bylo pfidano 350 ul 70 % ethanolu. Cely objem byl pfemistén
do centrifugacnich kolonek, které byly soucasti komerc¢ni sady, a izolace RNA byla provedena
dle pokynti od vyrobce. Nasledné byla stanovena koncentrace RNA na spektrofotometru Tecan
pfi 260 nm. Byla rovnéZz sledovany c¢istota izolované RNA na zakladé hodnot pomérti 260/280

cvwr

(97, 5 ng/ul). Reverzni transkripce do cDNA byla provedena s pouzitim komercni soupravy
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Reverse Transripction High Capacity dle pokynil vyrobce. Bylo pfipraveno 100 pl Master Mixu
smichanim 20 pl reakéniho pufru, 8 pl smési nukleotidd, 20 pl random primert, 10 pl reverzni
transkriptazy a 42 ul ultracisté vody pro PCR (nuclease-free). Na zdkladé vysledkl proteomické
analyzy bylo vybrany primery pro thioredoxin (TXN), podjednotka komplexu aktivatoru
proteazomu (PSMEL1), kaspaza 3 (CASP3). TATA-box vazebny protein (TBP) byl pouzit jako
referencni (housekeepning) gen. Ke 20 ul primeru bylo pfidano 380 pl Master Mixu a vSechny
vzorky byly nafedény ultracistou vodou 5x do celkového objemu 100 ul. Do kazdé jamky
mikrotitracni desky uréené pro PCR bylo ptidano 18 ul primeru a 2 pl vzorku. VSechny vzorky
byly méfeny v dublikatu. Pomoci programu LightCycler 96 byl definovan obsah mikrotitracni
desticky a informace byly pieneseny do softwaru pfistroje. Vyhodnoceni dat po ukon¢eni PCR
reakce probihalo v totoZzném program a data byla pfenesena do tabulky excel, kde byla
vypocitana fold change mezi kontrolami a pfisluSnymi treatovanymi builkami pro kazdy

zvoleny gen.
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4. Vysledky a diskuze
4.1. Analyza fenotypu a kultivace bunék UHKT-944

Fenotyp MM u ziskané bunééné linie UHKT — 944 [84] byl ovéfen ve spolupraci s Ustavem
klinické imunologie a alergologie FNHK. Na tomto pracovisti byla provedena MFC bunécné
suspenze UHKT-944 bun¢k ve fosfatovém pufru a bylo potvrzeno, ze bunécna linie UHKT-944
exprimuje povrchové CD znaky charakteristické pro maligni plazmatické buiky CD138+,
CD38+, CD123- (Obr. €. 5). Pro dalsi kultivaci bunék bylo zvoleno médium RPMI 1640
(Gibco) na zdklad€¢ informaci ziskanych z literatury a ve spolupraci s UHKT v Praze.
Kultivaéni médium obsahuje glutathion, biotin, vitaminu B12 a kyselina 4-aminobenzoovou,
inositol a cholin. Do média bylo pted kultivaci pfidano 10 % fetdlni bovinni sérum (FBS) pro
podporu riistu bun¢k [85] a antibiotikum streptavidin a penicilin, aby nebyly buiiky béhem
kultivace kontaminovany mykoplazmaty. K udrzeni fyziologického pH vyZzaduje prostiedi
s 5-10 % COao, proto byly bunky v médiu vkladany vzdy do inkubétoru s ptistupem CO-
a teplot¢ 37 °C. Builky UHKT-944 rostly v kultivatnim médiu pomérné stabiln¢ a spiSe

pomaleji, proto byly pravideln¢ pasazovany ptiblizné po péti dnech.

[38+138+] CD123 - PE / CD38 - PB
A+

107 4

107 4

CD38 - PB

1075

e a0 e
CD123 - PE

Obrazek ¢. 5- Stanovent fenotypu bunek UHKT-944 multiparametrickou priitokovou cytometrii.
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4.2. Stanoveni IC50 u bunécné linie 944 — UHKT

Tato diplomovéa prace navazuje na piedchozi experimenty proteomické skupiny Centra
biomedicinského vyzkumu FNHK s cilem vyselektovat rezistentni buné¢nou linii UHKT-944.
Rezistentni UHKT-944 by poté bylo mozné vyuzit jako model pro studium mechanismi
rezistence MM. Vzhledem ke stéZejni roli inhibitori proteasomu pii 1écbé MM (viz kap. 2.4)
a jiz znamym mechanismim rezistence malignich plazmatickych bun¢k (viz kap. 2.5) byly pro
pro dalsi experimenty v této diplomové praci vybrany inhibitory proteasomu BZ a CF. V prvni
fadé byla stanovena koncentrace obou 1éCiv, pfi které dochdzi k imrti 50 % bunck (ICso).
ICso byla stanovena pomoci resazurinové eseje a znazorfiuje citlivost UHKT-9444 bunck

na bortezomib (Obr. €. 6) a karlfizomib (Obr. €. 7).

40000 — Bunky 944 - UHKT

30000 —

20000 —

RFU

Buriky 944 - UHKT
3.167

0.0 0.5 1.0 1.5
Koncentrace BZ [nM]

Obrazek ¢. 6 - Stanoveni citlivosti UHKT-944 bunek na bortezomib.

Bylo provedeno stanoveni citlivosti UHKT-944 bunék na borteozomib v koncentra¢ni fadé
od 0 do 15 nM (Obr. €. 6). Jako hodnota ICso byla stanovena koncentrace BZ 3,167 nM. Na
zaklad¢é téchto vysledkli byla zvolena 3 nM koncentrace BZ jako vychozi pro kultivaci

rezistentni UHKT-944 linie.
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Obdobnym zplisobem byla stanovena hodnota ICso pro CF (obr. €. 7).

Buniky 944 - UHKT
50000

40000

Buriky 944 - UHKT
3.178

30000

RFU

20000 -

10000 -

0.0 0.5 1.0 1.5
Koncentrace CF [nM]

Obrazek ¢. 7 - Graf Resazurin Assay, stanoveni IC 50, karfilzomib

Hodnota ICso u CF byla stanovena pfi koncentraci 3,178 nM ovSem pii piedchozich
experimentech, které predchazely této diplomové praci, se tato hodnota pohybovala okolo
7nM. Rozdilné vysledky byly pravdépodobné zptisobeny nestabilitou CF béhem dlouhodobém
zamrazeni pii — 20 °C. V ptedchozich experimentech byla pouzita zbytkova 1é¢iva jiz nafedéna
ve fyziologickém roztoku pro podani pacientim. Tento nafedény objem CF byl zamraZen
a uchovan pro dalsi experimenty, coz mohlo vést k degradaci CF a snizeni citlivosti UHKT-
944. V ramci této diplomové prace byla proto pouzivany komeréné dostupné inhibitory
proteasomu fedéné v dimethylsulfoxidu (DMSO). Bylo provedeno srovnani ti¢inkt dlohodobé¢
zamrazeného a Cerstvé pfipraveného CF opét pomoci resazurinové eseje, ale nebyl prokazan
vyznamny rozdil, proto byla pro dalsi kultivaci UHKT-944 bunék rezistentnich na CF pouzita

7 nM koncentrace.

4.3. Kultivace rezistentni UHKT-944 linie

Podkladem pro dalsi postup byla snaha o simulaci 1é¢ebného postupu u pacientt. Zakladnim
predpokladem byl pravdépodobny vyvoj bunécné rezistence po kultivaci bunék v prostfedi BZ
a CF po dobu 4 - 5 tydnd. Po této dobé jsme ocekavali, Zze bude mozné sledovat zmény
v proteomu takto kultivovanych bunék. V pribéhu diplomové prace byl ale process upravovan
na zaklad¢ aktualnich vysledkli. UHKT-944 buiiky byly pro tyto experimenty kultivovany
v 50 % cistého média RPMI 1640 a 50 % kondiciovaného média. V tomto médiu byly obsazeny
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interleukiny, které si buiky samy béhem riistu vytvotily a pro treatované bunky slouzily pro
regeneraci. Kondiciované médium bylo vzdy ponechdno pied pouzitim nékolik dni

v inkubatoru, aby bylo mozné v¢as odhalit pfipadnou kontaminaci mykoplazmaty.

V prvni fazi, kdy byly buiiky kultivovany v prostfedi 3 nM BZ nebyl pozorovan zadny rozdil
v rustu bunék oproti kontrolni linii, zatimco v prostiedi 7 nM CF bunky nebyly schopné ptezit
vibec. Po 3. cyklu (3. tyden) byla zvySena koncentrace BZ (6 nM) a experiment s CF byl
ukoncen po 4. cyklu, nebot’ nebyly pozorovany zadné Zivé buiiky. Na zéklad¢ téch vysledka
jsme potvrdily, Zze CF je jako 1éCivo ucinngjsi. DalSim faktorem, ktery ovlivnil vysledek, byl ale
také pocet cykli podani inhibitord. Po 3. cyklu UHKT-944 buiky ptezivaly, nicméné
po 4. davce neptezila buitka Zadna. Stejny vysledek pfinesl 1 experiment kultivace UHKT-944
v 6 nM BZ.

Pro dals$i experiment byl upraven postup pro pfidavani inhibitori k buikam. Bortezomib byl
pridavan k buiikdm po dobu 21 dnd ve dnech 1, 4, 8 a 11. Karfilzomib po dobu ¢tyt tydni
ve dnech 1, 2, 8,9, 15 a 16. UHKT-944 bunky byly s 1é¢ivy inkubovany pouze po dobu jedné
hodiny. V prvni fazi experiment trvala inkubace buné¢k v prostiedi 1é¢iv 24 hodin. Tento postup
se ukazal jako vhodngjsi pro dlouhodobé udrzeni bunék v prostiedi PI a bylo jiz mozné
pozorovat snizeni citlivosti UHKT-944 bun¢k na BZ a CF. Vzhledem k ¢asové ndro¢nosti
experimentl byly pro dalsi experiment ziskany bunécné linie, u kterych byla prokazana snizena
citlivost na 9 nM a 12 nM CF ve spolupraci s Dr. Monikou Schmidt z Univerzity Hradec
Kralové. Z téchto bun€k byly piipraveny lyzaty pro nanoLC-MS/MS analyzu. Déle byly tyto
,wrezistentni® UHKT-944 buiiky pouzity pro kultivaci ve vyssi koncentraci CF (18 nM a 24 nM,)
nicméné tento postup nebyl uspeSné dokoncen z divodu umrtnosti bunck. Na zakladé
ziskanych zkuSenosti a konzultace s Dr. Schmidt byl proveden v ramci diplomové prace novy

experiment kultivace UHKT-944 bun¢k v 9 nM CF.
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4.4. Stanoveni ICso u rezistentni UHKT-944 linie

Treatované buriky v BZ X kontrolni buriky

40000
—@— Treatované bunky v BZ 3nM

—& Kontrolni buriky

30000
D 20000 e
o ] Treatované bufiky v BZ 3nM | 5.047
Kontrolni buriky 4.271
10000 -
o L L L L L e ) l LN L B I )
0.0 0.5 1.0 1.5

Koncentrace BZ [nM]

Obrazek ¢. 8 - Graf Resazurin Assay, stanoveni IC50, Bortezomib

Po ukonceni experimentu kultivace UHKT-944 v prostfedi PI byla ovétena citlivost bunék na
ob¢ l1é¢iva. Pomoci resazurinové eseje byla opét stanovena ICsou bun¢k kultivovanych v médiu

s ptidavkem 3 nM BZ (Obr. €. 8) a 9 nM, 12 nM CF (Obr. €. 9 a 10) .

CARF 9nM CARF 12nM
50000 50000
40000- 40000-
30000~ 1C50: 8.98 nM 30000~ IC50: 8.321 nM
2 20000 T
T T 20000-
10000 10000-
0 T T a1 1 0 T T < 1
100004 0i5 _ :‘-_(:, n;-5 2.0 10000 05 1.0 15 20
og inhib (nM) . log inhib (nM)

Obrazek ¢. 9 - Citlivost UHKT-944 na 9 nM CFE, stanoveni Obrdzek ¢. 10 - Citlivost UHKT-944 na 12 nM CF, stanoveni
1C50 1650

Vysledky vsech tfi stanoveni prokdzaly snizeni citlivosti UHKT-944 bunc¢k v porovnani
s kontrolni linii a z téchto bun¢k byly pfipraveny lyzaty pro proteomickou nanoLC-MS/MS

analyzu.
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4.5. Stanoveni celkové koncentrace proteinii a nastaveni metody pro

nanoL.C — MS/MS

Celkova koncentrace proteinti v piipravenych lyzatech byla stanoveno spektrofotometricky
metodou microBCA. Na zékladé¢ vysledkt (tabulka €. 4) pak bylo pro nanoLC-MS/MS analyzu
odebrano stejné mnozstvi proteini v kazdém vzorku (25 pg), aby nedoslo ke zkresleni vysledki

pfi stanoveni hladin proteint v proteomickém experimentu.

Vzorek Koncentrace
png/pl
Bortezomib 3 nM 2
Kontrola (pro BZ) 2,04
Karfilzomib 9 nM 3,83
Karfilzomib 12 nM 3,2
Kontrola (pro CF) 3,03

Tabulka ¢. 4 - Namérené koncentrace vzorkit metodou microBCA

Stézejnim bodem pro kvantifikaci proteinti bylo znaceni pomoci TMT znacek, jejichz pouziti
bylo nutné zahrnout do LC-MS/MS metody (viz kap. 6.10). Pro tzv. first mass, neboli nastaveni
bylo mozné detekovat cely rozsah TMT znacek (126 — 131 m/z). Hodnota kolizni energie byla
nastavena na vys$i hodnotu (35 %) pro efektivnéjsi fragmentaci znacenych peptidii [87]. Dalsi
nastaveni metody pro nanoLC-MS/MS bylo pfevzato ze zavedenych LC-MS/MS metod pro
proteomické analyzy provadéné v Centru biomedicinského vyzkumu a na zaklad¢é doporuceni

vyrobce (Thermo Fisher Scientific).
4.6. nanoLC-MS/MS analyza proteomu rezistentnich UHKT-944

Interpretace ziskanych spekter byla provedena v platformé Proteome Discoverer. Tato
platforma je Siroce vyuzivana pro vyhodnoceni proteomickych dat a vystupem je seznam
identifikovanych proteini a jejich relativni kvantifikace. Identifikace proteint je provedena na
zaklad¢ porovnani fragmentacnich spekter a proteinové databaze, do kterych jsou zaneseny
znamé proteinové sekvence. SloZeni sekvence peptidii a poté i proteint a prohledavani databazi

provadi tzv. search-engine algoritmus. V tomto pifipadé byl vyuzit program Mascot [88].
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Proteiny UHKT-944 buné¢k byly v jednotlivych vzorcich kvantifikovany na zéklad¢ relativnich
intenzit TMT znacek, které¢ byly stanoveny pro kazdy peptid. Podle hladiny peptid unikétnich
pro kazdy identifikovany protein byla tedy stanovena i relativni hladina kazdého proteinu
v kazdém vzorku [89]. Data byla dale importovdna do programu Perseus, ve kterém byly
kvantifika¢ni hodnoty pro kazdy protein pfevedeny do logz formatu. Logaritmovani dat je opét
béznym postupem pii vyhodnoceni proteomickych dat, nebot’ hladiny proteinti se mohou lisit i
o nékolik fadl a logaritmizaci je dosazeno normalniho rozdéleni dat. V programu Perseus byly
také filtrovany proteiny snizkym poctem validnich hodnot. Pfesto ale bylo mozné
kvantifikovat vice nez 6000 proteinti napti¢ vSemi vzorky. Takto vysoky pocet proteinti byl
dosazen diky chromatografické separaci peptidi na reverznich fazich ve dvou riznych
dimenzich vysoké a nizké pH) a diky vysokému rozliSeni a skenovaci rychlosti hmotnostniho
spektrometru. Porovnani hladin proteinti v jednotlivych vzorcich bylo provedeno v programu
R, ktery je dnes Siroce vyuzivan pravé pro vyhodnoceni omickych dat [90, 91]. Diferencialni
analyza hladin proteinti v kontrolnich buiikach a rezistentnich linii byla provedena pomoci
tzv. LIMMA testu, ktery byl doporucen konzultantem diplomové prace. LIMMA test byl
puvodné zaveden pro vyhodnoceni genomickych dat, ale je mozné jej vyuzit i v proteomice

[92].

V ptipadé UHKT-944 bunécné linie kultivované v prostiedi 3.7 nM BZ jsme zjistili celkem
4 219 proteinti (Obr. €. 11), u kterych byla LIMMA testem prokdzana signifikantni zména po
Benjamin-Hochberg korekci p-hodnoty (FDR q = 0.05). [93] U bunék, ke kterym byl ptidavan
9 nM CF, 2 207 proteint (Obr. €. 12), u kterych byla zména vyhodnocena jako signifikantni
porovnani s kontrolni buné¢nou linii. Prekvapivé, u bunék, ke kterym byl ptidavan 12 nM CF
jsme pozorovali zménu pouze u 288 proteini pii porovnani s kontrolni UHKT-944 linii
(Obr. €. 13), ale pfi porovnani ,,9 nM a 12 nM CF* jsme nalezli 2 301 zménénych proteini
(Obr. ¢. 14). Zmény velkého poctu proteinil v ptipadé 3.7 nM BZ a 9 nM CF v porovnani
s kontrolami ovSem byly relativn¢ nizké. Velky pocet signifikantnich zmén si proto
vysvétlujeme jednak nizkou technickou variabilitou analyzy, coz je dalsi vyhoda TMT
kvantifikace, ale také absenci biologickych replikati. Kazd4 podminka (kontrola, BZ, CF) byla
pfipravena pro proteomickou analyzu ve tfech analytickych replikatech, tj. z jedné bunécné
pelety byly odebrany tfi stejné alikvoty pro proteomickou analyzu. Data tedy nebyla zatizena
biologickou variabilitou. Bilogické replikaty nebyly do tohoto experimentu zatazeny jednak
kvtli ¢asové narocnosti kultivace rezistentnich UHKT-944 buné¢k a z diivodu problémda, pfi

hledani vhodného postupu pro kultivaci. Naopak nizky pocet signifikantnich zmén u 12 nM CF
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(vs. kontrola) (Obr. €. 13) by mohl byt zplisoben ztratou rezistence UHKT-944 bunék, nebot’
zde byla delsi Casova prodleva mezi stanovenim citlivost resazurinovou eseji a piipravou
bunécné pelety. V této dobé byly buiikky udrzovany v kultivaénim médiu bez piidané
koncentrace CF a mohlo tedy dojit ke ztraté rezistence. Dal§im argumentem pro tuto hypotézu
je velky pocet signifikantnich zmén v porovnani s 9 nM CF (Obr. €. 14). Nicméné ovéteni
téchto hypotéz pfesahuje ramec diplomové prace, a proto bude pfedmétem navazujicich

experimentl, ve kterych jiz budou zahrnuty biologické replikaty jednotlivych podminek.
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Obrézek ¢ 14 - Grafické vyhodnoceni nanoLC-MS/MS, Obrdzek ¢. 13 - Grafické vyhodnoceni nanoLC-MS/MS,
karfilzomib 12 nM vs. kontrolni buitky karfilzomib 12 nM vs. karfilzomib 9 nM

4.7. Ovéreni a charakterizace vybranych proteinii

Detalni funkéni analyza ziskanych proteomickych dat a hlubsi charakterizace takto velkého
rozsahu zjisténych proteinovych zmén je casové velice naro¢na a presahuje ramec diplomové
prace. Proto bylo na zavér diplomové prace vybrano a charakterizovano nékolik proteinil
spojenych s MM a byla ovétena hladina RNA metodou real-time PCR (RT-PCR). Metodou RT-
PCR byla ovéfena hladina RNA pro thioredoxin (7XN), podjednotku 1 proteasomového
aktiva¢niho komplexu (PSMET!) a kaspazy 3 (CASP3). Dalsim charakterizovanym proteinem
je ISG15. Exprese ISG15 nebyla metodou PCR ovéfena, protoze nebyl dostupny primer.
Nicméné zména hladiny ISG15 byla vyhodnocena jako nejvyssi. Mezi buikami v BZ 3,7 nM.
A kontrolami byla hodnota logoFC= 1.34, mezi CF 9 nM a kontrolami log,FC =-0,47, CF 12
nM a kontrolami log2FC = 0,047 a CF 9 nM a CF 12 nM logFC = 0,52. U malignich
plazmatickych bunék indukuje ISG15 apoptdzu, na druhou stranu je soucasti mechanismd, diky

kterym neni maligni buiika rozpoznavéana T-lymfocyty a dendritickymi buitkami [82].
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4.7.1.Thioredoxin

Thioredoxin (TXN nebo TRX) je soucasti redoxniho signalizace v buiikach [94] a podili se na
regulaci apoptozy prostiednictvim nitrosylace cysteinu 163 u CASP3. [95, 96] Vyssi hladiny
TXN u nadorovych bun¢k rezistentnich na BZ [97]. V proteomické analyze jsme potvrdili
zvySenou hladinu TXN u UHKT-944 buné¢k kultivovanych v médiu po piidavku 3,7 nM BZ
(log2FC = 0,81 ) v porovnani s kontrolou (obrazek ¢. 11). Hladina genu pro 7XN ale zvySena
nebyla (obrazek ¢. 15). Rozpor mezi vysledky nanoLC-MS/MS a RT-PCR by mohl byt
vysvétlen ztratou rezistence UHKT-944 bunék, které byly pied provedenim metody RT-PCR
drzeny delsi dobu v médiu bez ptidavku BZ a kontrolni resazurinova esej, kterd byla provedena
paralelné s RT-PCR neprokézala posun v hodnoté ICso (Obr. €. 15). Nicméné hypotézu o ztraté
rezistence UHKT-944 bunck v Case je tfeba dale ovétit. V ptipadé CF (9 nM, 12 nM)
signifikantni zména v hladin¢ proteinu TXN pozorovdna nebyla, na druhou stranu byla
pozorovany vyssi hladina 7XN u 9 nM CF (Obr. €. 16), pfestoze resazurinova esej, ktera byla
provedena paralelné s RT-PCR prokazala pouze mirny posun v hodnoté ICso. Rozpor mezi
hladinou proteinu a 7XN RNA tedy nelze uspokojivé vysvétlit ztratou rezistence a je tieba
dalSich analyz, které tento vysledek potvrdi ¢i vyvrati. Moznym vysvétlenim by mohla byt

obecné nizka korelace mezi hladinou genové exprese a hladinou samotného proteinu [98].
4.7.2.Podjednotka 1 proteasomového aktivacniho komplexu

Podjednotka 1 proteasomového aktivaéniho komplexu PSMEI se podili na sestavovani
imunoproteasomu a je nezbytna pro ucinné zpracovani antigend. Vyssi hladina PSME 1 a
dalsich podjednotek proteasomu byla nalezena v buiikach rezistentnich na BZ. [99] nanoLC-
MS/MS analyza prokazala vys$si hladinu PSME1 u 3,7 nM BZ (log2FC = 0,72) a 9 nM CF
(log2FC = 0,19), ale nikoli v ptipad¢ 12 nM CF (Obr. €. 11-13). RT-PCR nepotvrdila zvySenou
hladinu PSME u 3.7 nM BZ, ale potvrdila zvySenou hladinu PSME! u 9 nM CF (obr. €. 15 —
16).

4.7.3.Kaspaza 3

Kaspaza 3 (CASP3) je proteaza, kterd se podili na indukci apoptdzy interakci s dal§imi
kaspazami 8 a 9. Predchozi studie prokéazaly, ze BZ indukuje apoptotickou bunécnou smrt
prostiednictvim signalizace kaspaz v riznych bunécnych linii MM. [100] Vysledky ziskané
nanoLC-MS/MS analyzou jsou podobné¢ jako v ptipadé TXN. Opét jsme pozorovali zvySenou
hladinu CASP3 u 3,7 nM BZ (logFC = 0,5) (obr. €. 11), ale u CF Zadnd zmé&na CASP3
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prokazana nebyla (Obr. ¢. 11-14). Na rozdil od TXN jsme ale u 3,7 nM BZ 1 9 nM CF pozorovali
zvysenou hladinu CASP3 metodou RT-PCR (Obr. €. 15 — 16). V detailn¢jSim vyhodnoceni
proteomickych dat tedy bude tfeba se zaméfit 1 na dalsi kvantifikované apoptické proteiny

a zjistit, zda je zde globalni posun v apoptdze.

Bortezomib 3,7 nM
HouseKeeping gen TBP Stabilita bunék - Treatované v BZ vs. Kontrolni
2.0 - 50000 - .
I CASP3 -o- Treatované
40000 # -&- Kontrolni
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Bortezomib 3,7 nM

Obrazek ¢. 15 - Vysledky RT-PCR pro TXN, PSME1 a CASP3 (3,7 nM BZ) a citlivost UHKT -944 na BZ

Carfilzomib 9 nM
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Obrdzek & 16 - Vysledky RT-PCR pro TXN, PSMEI a CASP3 (9 nM CF) a citlivost UHKT -944 na CF
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5. Zavér

Rezistence malignich plazmatickych bun€k na inhibitory proteasomu piestavuje vyznamnou
prekazku pii 1écbé MM a stale nejsou objasnény vSechny mechanismy rezistence. Cilem této
diplomové prace bylo osvojit si zdkladni postupy pro kultivaci bunék UHKT-944,
resazurinovou esej a zakladni principy proteomické analyzy spojené s hmotnostni
spektrometrii. Na zdkladé ziskanych poznatkii bylo poté mozné v rdmci diplomové prace
pokracovat v kultivaci bunééné linie UHKT-944 rezistentni na dva inhibitory proteasomu, které
se v soucasnoti pouzivaji pro 1é¢bu pacienti s MM. U bunééné linie UHKT-944 byl nejdiive
ovéfen fenotyp odpovidajici malignim plazmatickym buitkdm u MM (CDI138", CD38",
CDI123") a poté byla stanovea vychozi koncentrace BZ a CF, kterd byla pfidavana
do kultiva¢niho média s cilem selektovat rezistentni UHKT-944. Jiz samotny postup selekce
rezistentnich bun¢k bylo nutné na zéklad¢ pilotnich vysledkii upravit a podstatné snizit dobu
inkubace bun¢k s BZ s CF. I pies tyto Casové naro¢né experimenty se podafilo pfipravit
bunécné linie, u kterych byla prokdzana sniZena citlivost na oba PI a mohla byt provedena
nanoLC-MS/MS analyza, které predchézela chromatograficka separace peptidl na reverzni fazi
v bazickém pH. nanoLC-MS/MS analyza prokéazala velky pocet zmén v proteomu UHKT-944
bun¢k indukovanych BZ (3,7 nM) a CF (9 nM), nicméné¢ takto komplexni data je tfeba podrobit
hlubsi funkéni analyze, kterd ptesahuje ramec diplomové prace. V zavéru diplomové prace byly
proto vybrany tfi proteiny TXN, PSME1 a CSP3 a byla stanovena hladina RNA. Opé&t byly
prokdzany zmény indukované PI v porovnani s kontrolami, zaroven ale vyvstala otdzka
ohledné¢ mozné ztraty rezistence v Case. Je tedy tieba dalSich navazujicich experimentd, ktera

rozs§iti jiz ziskané vysledky.
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