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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva rodinou proteinti znamych jako karcinoembryonalni antigeny,
zejména skupinou CEACAM, a jejich expresi na povrchu nadorovych bun¢k. Teoreticka ¢ast
klasifikuje tuto skupinu proteinii, popisuje jeji genetickou expresi a vyjadiuje potencidlni
vyuziti této skupiny v klinické praxi. Teoretickd cCast dale blize charakterizuje konkrétni
skupinu CAECAM, jeji strukturu, vlastnosti a fyziologickou funkci v lidském organismu spolu
s podrobnéjsim popisem nejznaméjSich Clent této skupiny. Posledni ¢ast teoretické c¢asti
popisuje nejvyuzivangjsi analyzy pro klinickou detekci téchto proteinli. Experimentalni cast
zahrnuje  stanoveni  titru  vhodnych  priméarnich  protilaitek  anti-CEACAMS
pro imunohistochemickou analyzu, vyuziti této stanovené hodnoty k detekci povrchovych

markerd u bunécné linie N87, a nakonec vizualizaci jader a aktinovych vldken téchto bunék.

KLIiCOVA SLOVA

Karcinoembryonalni antigen, biomarker, imunoanalyza

TITLE

Carcinoembryonic antigen

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with a family of proteins known as carcinoembryonic antigens, in
particular the CEACAM group, and their expression on the surface of tumour cells. The
theoretical part classifies this group of proteins, describes their genetic expression and expresses
the potential use of this group in clinical practice. The theoretical part further characterizes the
specific CAECAM group, its structure, properties and physiological function in the human
organism, together with a more detailed description of the most well-known members of this
group. The last part of the theoretical part describes the most used assays for clinical detection
of these proteins. The experimental part includes the determination of the titer of appropriate
anti-CEACAMS primary antibodies for immunohistochemical analysis, the use of this
determined value to detect surface markers in the N87 cell line, and finally the visualization of

the nuclei and actin filaments of these cells.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CEA — Karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic antigen)

CEACAM — Molekuly bunécné adheze souvisejici s CEA (Carcinoembryonic antigen-related

cell adhesion molecule)

PSG — Glykoproteiny specifické pro t€hotenstvi (Pregnancy-specific glycoprotein)
CRC — Kolorektalni karcinom (Colorectal cancer)

GPI — Glykosylfosfatidylinositolova vazba (Glycosylphosphatidylinositol)

ITIM — Imunoreceptorovy tyrozinovy inhibi¢ni motiv (Immunoreceptor tyrosine-based

inhibition motif)

IEL — Intraepitelidlni lymfocyty (Intraepithelial lymphocytes)

PDAC — Duktalni adenokarcinom pankreatu (Pancreatic ductal adenocarcinoma)
HCC — Hepatocelularni karcinom (Hepatocellular carcinoma)

HSC — Hematopoetické kmenové buniky (Hematopoietic stem cell)

LT-HSC — Dlouhodobé¢ hematopoetické kmenové buiky (Long—term hematopoietic stem
cell)

CPG - Cytosin-fosfat-guanin (Cytosine-Phosphate-Guanine)
ADC — Konjugaty protilatka — 1€k (4Antibody-drug conjugates)

BCP-ALL — Akutni lymfoblastické leukemie s prekurzory B-bun€k (B-precursor acute

lymphoblastic leukaemia)

MS — Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry)

ECL — Elektrochemiluminiscence (Electrochemical luminescence)

ELISA — Enzymova imuno-sorb¢ni analyza (Enzyme-linked immuno-sorbent assay)
MEIA — Mikrocésticova enzymova imunoanalyza (Microparticle enzyme imunoassay)
CLIA — Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (Chemiluminescent immunoassay)

RMP — Referen¢ni postup méteni (Reference measurement procedure)

CA — Karbohydratovy antigen (Carbohydrate antigen)



PSA — Prostaticky specificky antigen (Prostate-specific antigen)

MUCI1 — Mucin 1

CdS QD - Kvantové tecky ze sulfidu kademnatého (Cadmium sulfide quantum dots)
EIA — Enzymova imunoanalyza (Enzyme immunoassay)

HRP — Kienova peroxidaza (Horseradish peroxidase)

CLEIA — Chemiluminiscen¢ni enzymova imunoanalyza (Chemiluminescent enzyme-linked

immunoassay)

IHC — Imunohistochemie (Immunohistochemistry)

FFPE — Fixované formaldehydem, parafinem zalévané (Formalin-fixed, paraffin-embedded)
FITC — Fluorescein isothiokyanat (Fluorescein isothiocyanate)

TRITC — Tetramethylrhodamin (Tetramethylrhodamine)

CK18 — Cytokeratin 18



1. UVOD

Karcinoembryonalni antigeny se obecné¢ fadi do rodiny vysoce glykosylovanych
glykoproteind, které hraji dtilezitou roli pfi embryondlnim vyvoji lidského plodu. Tyto proteiny
zajist'uji predevsim mezibunéénou adhezi a signalizaci, tim napomahaji pfi vytvareni novych
tkdni. Do této rodiny lze zaradit naptiklad skupiny CEACAM ¢i glykoproteiny specifické
pro téhotenstvi, které jsou geneticky exprimovany na chromozomu 19q13.2. Tyto skupiny se

1i81 jak strukturné, tak i funkci.

Skupina CEACAM proteinit je ukotvena na povrchu bunék, budto pomoci
glykosylfosfatidylinositolové vazby nebo prostiednictvim transmembranovych domén. Diky
tomu jsou ¢lenové této skupiny vyuzivani v klinické praxi jako biomarkery a slibné terapeutické
cile u melanomu, rakoviny plic, tlustého stfeva, slinivky bfi$ni, karcinomu pankreatu
a nemalobunééného karcinomu plic. AvSak nejcastéjSim klinickym vyuZzitim pro biomarker

CEACAM ziistava sledovani recidivy tkdné kolorektalniho karcinomu.

K detekci téchto antigend jsou vyuzivany piedevSim metody zalozené na imunologii
nebo méné beézné technologie zaloZzené na hmotnostni spektrometrii, které se zamétuji
ale predev§$im na mensi tfidy molekul jako naptiklad vitaminl ¢i aminokyselin. Nejcastéji
vyuZzivana metoda v klinické praxi na detekci CEACAM v séru je enzymova imuno-sorbéni
imunoanalyza, kterd je snadnd a levna, avSak nema tak vysokou citlivost jako jiné moderné&jsi
metody. Pro experimentdlni Ucely je nejCastéji aplikovana elektrochemiluminiscenéni
imunoanalyza ¢i chemiluminiscencni imunoanalyza, tyto analyzy maji vétsi citlivost a jsou
rychlejsi, av§ak penézné méné dostupné. Pro detekci CEACAM v tkani se vyuzivd metoda

imunohistochemie.

Cilem této prace bylo urcit vhodny titr primarni protilatky anti-CEACAMS u bunécné linie
gastrickych lidskych bun¢k N87, pomoci tohoto stanoveného titru detekovat vybrané markery
na povrchu této bunécné linie a orientacni vizualizace jader a aktinovych vlaken v téchto
bunkach, v§e pomoci imunofluorescenéni metody. Tyto ziskané hodnoty a informace by mohli

poslouzit jako zakladni kameny pro dalSi rozmanitéj§i vyzkumy ¢i k optimalizaci

imunofluorescen¢ni metody v ramci detekce karcinoembryonélniho antigenu.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Karcinoembryonalni antigen

Obecné znadmo, antigen je jakdkoli molekula v organismu schopna vyvolat imunitni
odpoveéd. Jsou to obecné zpravidla proteiny nachazejici se na povrchu bunck: bakterii, virt,
¢ijinych cizorodych bunék. Tyto povrchové molekuly slouzi k vyvoldni imunitni reakce
organismu, ve formé tvorby specifickych protilatek. Je mozné je délit do skupin dle piivodu
nebo specifity. Mezi membranové antigeny slouzici v klinické praxi jako biomarkery patfi
naptiklad CD antigeny, karcinoembryonalni antigen, mucin 1 nebo prostaticky specificky

membranovy antigen.

Karcinoembryonalni antigen (CEA; Carcinoembryonic antigen) obecné je skupinou molekul,
které pusobi jako adhezivni neboli vazebné molekuly Zivych bunck. Podileji se na tvorbé
novych tkdni béhem embryonalniho vyvoje ¢lovéka a nasledné udrzuji jejich integrity. Skupina
CEA se sklada ze slozitych, vysoce glykosylovanych makromolekul, které zahrnuji nékolik

¢lend s odlisnymi funkcemi v mezibunééné adhezi a signalizaci (Hammarstrom et al. 1999).

Historie karcinoembryonalniho antigenu zacala v prvni poloviné 60. let 20. stoleti, kdy se
zacCal podstatné rozvijet vyzkum nadorovych markerti. Za objevitele CEA jsou povazovani Phil
Gold a Samuel O. Freedman, kteti v roce 1965 publikovali pfelomovou studii, v niZ popsali
pfitomnost specifického antigenu v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu, ktery nebyl
nalezen ve zdravé dospélé tkani, ale byl pfitomen v embryonalni tkdni zaZivaciho traktu (Gold

et al. 1965). Tento objev byl jednim z prvnich dikazl o existenci onkofetalnich antigend.

Nazev ,.karcinoembryonalni antigen* odraZi pfitomnost t€chto proteinti jak v karcinomech,
tak v embryondlnich tkanich. Objev CEA znamenal prilom v diagnostice nadorovych
onemocnéni, protoze byl jednim z prvnich biomarkeri pouzivanych v klinické praxi
ke sledovani progrese nadoru a hodnoceni G¢innosti 1é¢by (Hammarstrom 1999). V prubchu
70. a 80. let 20. stoleti se CEA postupné prosadil jako standardni nddorovy marker, zejména

u kolorektalniho karcinomu. Jeho specificita a senzitivita vSak nebyly absolutni (Duffy 2001).

Tato skupina karcinoembryondlnich antigeni patii do superrodiny imunoglobulint. Tato
rodina zahrnuje vice nez 20 ¢lentli, které lze d¢lit do dvou zékladnich skupin: skupina
karcinoembryondlnich antigenii souvisejicich s bunéénymi adheznimi molekulami
(CEA/CEACAM; Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule) a skupina
téhotensky specifickych glykoproteinit (PSG; Pregnancy-specific glycoprotein). Tyto skupiny

15
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maji spolecné strukturni podobnosti, zejména piritomnost domén podobnych Ig, které umoziuji
bunécnou adhezi a interakci s dal§imi molekulami (Beauchemin et al. 2013). V poslednich

letech roste zajem o molekuly CEACAM jako potencialni cile imunoterapie.

2.1.1 Geneticka exprese a regulace CEA

Karcinoembryonalni antigen je koédovan 29 geny, z nichz 18 je exprimovano
(Hammarstrom et al. 1999). Porovnani nukleotidovych sekvenci téchto genti ukazuje, ze je Ize
rozdélit do tfi podskupin: podskupina CEA/CEACAM obsahujici 12 ¢lenti, podskupina PSGs
obsahujici 11 ¢leni a tieti podskupina obsahujici Sest ¢lentl (Zid et al. 2013, Hammarstrom et

al. 1999).

V podskupiné¢ CEACAM je exprimovano pouze sedm clenil a zbytek tvoii pseudogeny,
které nejsou exprimovany. Bylo prokazano, ze vSechny geny PSG mohou byt exprimovany.
Tieti skupinu tvoii vyhradné pseudogeny, které nejsou exprimovany vibec. Clenové rodiny
geni CEA se nachazeji v oblasti o velikosti 1,8 megabdze na chromozomu 19q13.2. Tyto
skupiny jsou rozdéleny na dvé casti usekem gent, které nejsou piibuzné skupiné CEA

(Hammarstrom et al. 1999).
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Obrazek 1. Organizace genomu rodiny geni CEA (Hammarstrom et al. 1999).
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Kategorizace karcinoembryondlnich antigeni je zaloZena na ndsledujicich kritériich:
homologie proteinti, vyvojové vzorce exprese a skute¢nost, ze CEACAM jsou obvykle
ukotveny na povrchu buné¢k, zatimco PSG jsou vyhradné vyluCovany. Rozdilnd exprese
jednotlivych CEACAM na riiznych typech lidskych bunék je podminéna ptitomnosti jednoho
nebo vice CEACAM na vétSing bunék (Nagaishi et al. 20006).

2.1.2 Karcinoembryonalni antigen v onkologii

Karcinoembryonalni antigen se béhem zivota zdravého dospélého cloveéka tvori
v zanedbatelném mnozstvi. Jeho hladina v§ak mize byt vyrazn€ zvySena v piipad¢€ ptitomnosti
karcinomu. Vyssi ptfedoperacni hladiny CEA jsou spojeny s pokrocilym nebo metastazujicim
onemocnénim, a tudiz s hor$i prognoézou. Bylo prokazéno, ze pooperacni nevraceni CEA
na fyziologické hodnoty svédci o rezidualnim nebo recidivujicim onemocnéni (Hall et al.

2019).

Karcinoembryonalni antigen je nespecificky sérovy biomarker, ktery je zvySeny u riiznych
malignit, mimo jiné u kolorektadlniho karcinomu, meduldrniho karcinomu S§titné Zzlazy,
karcinomu prsu a mucin6ézniho karcinomu vaje¢nikd. Vzhledem k tomu, ze zvySené sérové
hladiny CEA jsou spojeny s riznymi typy zhoubnych i nezhoubnych onemocnéni, nejsou

definitivnim markerem konkrétniho mista vzniku rakoviny (Kankanala et al. 2024).

NejcastéjSim  klinickym vyuZzitim této technologie je sledovani recidivy tkané
kolorektalniho karcinomu (CRC; Colorectal cancer) (Simon et al. 2016). Krom¢ toho se
hladiny CEA ptilezitostné¢ méfi i u pacientli bez anamnézy CRC (Hall et al. 2019). Soucasna
studie navic prokazala, ze exprese CEA uzce souvisi s jaternimi metastazami, které jsou hlavni

pric¢inou imrti na kolorektalni karcinom (Lee et al. 2017).

Primarni diivody, které jsou zakladem ucinnosti CEA jako sérového nadorového markeru,
zejména v kontextu kolorektalniho karcinomu a vybranych dalSich malignit, 1ze pravdépodobné
pricist pfirozené stabilité této molekuly, jeji minimalni expresi ve zdravé dospélé tkani a jeji

zvySené hladin¢ v nddorovych tkdnich (Hammarstrom et al. 1999).

Bylo prokazano, ze karcinoembryonalni antigen ma schopnost inhibovat smrt cirkulujicich
nadorovych bunék. Dale bylo zjisténo, ze protein CEA se vaZe na heterogenni jaderny RNA
vazebny protein M4, coZ je receptorovy protein exprimovany Kupfferovymi buitkami. Tato
vazba aktivuje Kupfferovy buiiky, coz vede k sekreci riznych cytokind, které modifikuji
mikroprostiedi pro pteziti bunék kolorektalniho karcinomu v jatrech. Nasledné bylo zjiSténo,

7e CEA vyvolava aktivaci molekul spojenych s bun&¢nou adhezi. Uzka souvislost mezi CEA
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arakovinou podnitila zkoumani mnoha piistupli zaméfenych na CEA jako protinadorové

terapie (Lee et al. 2017).

Absence bazalni lamely u malignich bunék v tlustém stfevé usnadiluje neomezenou
proliferaci ve tkdni. Navic u nddorovych bunék dochazi ke ztraté polarity, coz ma za nasledek
uvolnéni CEA na povrchu buné¢k. To nasledné€ usnadiuje jeho vstup do krevniho obéhu

pies mezibunécné spoje (Hammarstrom et al. 1999).

2.2 Skupina molekul CEACAM

Clenové CEACAMI1, CEACAMS5 a CEACAM6 skupiny CEACAM hraji roly
pii onemocnénich souvisejicich s imunitnim systémem a rakovinou a jsou nyni povazovany
za platné klinické biomarkery a slibné terapeutické cile u melanomu, rakoviny plic, tlustého
stteva, slinivky bfiSni (Thomas et al. 2023), karcinomu pankreatu (Meng et al. 2017)

a nemalobuné¢ného karcinomu plic (Grunnet et al. 2012).

Pokud jde o fyziologickou krvetvorbu, CEACAM1 a CEACAMSG jsou silné exprimovany
v myeloidni linii na povrchu myelocytli, metamyelocytli a neutrofilnich a eozinofilnich
granulocytii. V disledku toho lze tyto proteiny vyuzit jako biomarkery u jinych onemocnéni,

napiiklad hematologickych (Ismail et al. 2017).

2.2.1 Struktura a vlastnosti CEACAM

Karcinoembryonalni antigen jsou adhezni molekuly s molekulovou hmotnosti v pfiblizném
rozmezi 180-200 kD, které patii do skupiny membranovych glykoproteint. K produkei téchto
antigenll dochazi pfedev§im béhem embryonalniho a fetdlniho vyvojového stadia (Desbene et
al. 2013, Hall et al. 2019, Kankanala et al. 2024). Tyto antigeny pochazeji z fetalniho
endodermalniho epitelu, ktery je fizen fetdlnimi onkogeny (Kankanala et al. 2024). Syntéza

CEACAM podléha regulaci na trovni transkripce (Hammarstrom et al. 1999).

Vsechny tyto proteiny jsou vysoce glykosylované a obvykle se sklddaji z jedné variabilni
(V)-domény Ig, znamé jako N-doména (s vyjimkou CEACAMI16, ktery ma dvé N-domény).
Lisi se vSak poctem konstantnich Ig domén a zpisobem membranového ukotveni (Wu et al.
2024). N-doména se sklada ze dvou antiparalelnich listi, které drzi pohromadé¢ solny miistek.
Bylo prokézano, Ze tato doména usnadiiuje homofilni mezibunénou adhezi a byla

identifikovana jako cil pro riizné bakterialni a virové adheziny (Nagaishi et al. 2006).
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Konkrétni ¢lenové skupiny CEACAM: CEACAMS, CEACAM6, CEACAM7
a CEACAMS jsou vazdny na membranu prostfednictvim glykosylfosfatidylinositolové (GPI;
Glycosylphosphatidylinositol) vazby (Wautier et al. 2022) zatimco proteiny CEACAMI,
CEACAM3, CEACAM4, CEACAMI19, CEACAM20 a CEACAM21 jsou ukotveny
na bunééné membrané prostfednictvim transmembranovych domén. Naproti tomu
CEACAMI16 jakozto jedind vyjimka je vyluCovana verze bez jakéhokoli membranového
ukotveni (Wu et al. 2024).

Epitelialni CEACAMs

patogenni receptory patogenni receptor
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Obrazek 2. Strukturalni vzhled vybranych CEACAM (Tchoupa et al. 2014).

2.2.2 Fyziologicka funkce CEACAM

Jedna se o onkofetalni glykoproteiny, které jsou syntetizovany u plodu, od devatého tydne
vyvinu. Hlavnimi misty syntézy jsou jatra, gastrointestinalnim trakt a slinivka bfi$ni. Rodina
proteint CEACAM je exprimovana v ruznych typech bunék, vcetné epitelidlnich bungk,
neutrofildl, T-bunék a dalSich (Kelleher et al. 2019). Po narozeni jsou nizké hladiny CEACAM
pritomny v tlustém stievé a mlécné zlaze, zejména ve sloupcovych epitelidlnich buiikach

a poharkovych bunkach (Desbene et al. 2013, Hall et al. 2019).

Clenové podskupiny CEACAM obecné zprostiedkovavaji mezibunéénou adhezi

prostiednictvim homofilni (CEACAMI1, CEACAMS a CEACAMSO6) nebo heterofilni
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(CEACAMI-CEACAMS, CEACAMS-CEACAM6 a CEACAM6-CEACAMS) vazby
(Nagaishi et al. 2006). Proteiny podskupiny CEACAM jsou uzce spojeny s fadou funkci
endotelidlnich bun¢k. Mezi tyto funkce patii napiiklad zprostfedkovavani mezibunécnych
prenosi, regulace bunécného riistu a potlaceni nadoru (adheze, proliferace, migrace bun¢k jak

in vivo, tak in vitro) (Desbene et al. 2013, Zi-Yang et al. 2020, Hammarstrom et al. 1999).

Ptredpoklada se, ze CEACAM, ktery je pfitomen na endoluminalni stran¢ bunécné
membrany zdravych bunék, funguje jako inhibitor apoptdzy, ¢imz ptispiva ke vzniku nadori.
Ackoli je CEACAM spojovan pievazné s nadory traviciho traktu, literatura uvadi jeho tzkou
souvislost také s karcinomy prsu, plic, vaje¢nikli, mucindéznimi adenokarcinomy délozniho

hrdla a §titné zlazy (Kankanala et al. 2024).

Molekuly CEACAM zaroven slouzi jako adhezivni molekuly pro rtizné druhy bakterii,
vcetné Escherichia coli, Neisseria spp, Salmonella spp a dalSich, coZ naznacuje potencialni
zapojeni CECAM do vytvatfeni vrozené imunitni odpovédi proti mikroblim (Kelleher et al.

2019).

Bylo prokazano, ze zdravé epitelové krypty tlustého stfeva maji schopnost produkovat
zna¢né mnozstvi rozpustného CEACAM, ktery se pravdépodobné uvoliiuje prostrednictvim
ucinku nékterych endogennich fosfolipaz a nasledné se vylucuje stolici, ¢imz je zajiSténo jeho

odstranéni z téla (Hammarstrom et al. 1999).

Tabulka 1. Nomenklatura karcinoembryonalniho antigenu, upraveno dle (Isacke et al. 2007).

Vybrani ¢lenové skupiny CEACAM Starsi/jiné oznaceni
CEA CEACAMS, CD66e

CEACAM1 CD66a, C-CAM 105, BGP, NCA-160
CEACAM3 CDh66d, CGM1
CEACAM4 CcGM7
CEACAM6 CD66c, NCA, NCA-90, CGM6
CEACAM7? CGM2
CEACAMS CD66b, CGM6, CGMS8, NCA-95

2.2.3 Popis proteinu CEACAM1

-----

podskupiny. Doty¢ény receptor byl nalezen nejen na epitelidlnich buiikdch (lumindlnich

epitelidlnich bunikach stfeva), ale i na leukocytech. Exprese tohoto receptoru miZze byt
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indukovana v endotelidlnich nebo T-buiikdch. Tyto faktory pfispivaji k ochrané tkéni, regulaci

funkce epitelialni bariéry a inhibici reakci T-bunck (Kelleher et al. 2019, Fiori et al. 2012).

V normalnich tkanich je CEACAMI1 exprimovan nékterymi epitelialnimi, endotelidlnimi,
lymfoidnimi a myeloidnimi buiikami (Nagaishi et al. 2006). Byl nalezen v cytoplazmé
granulocytd a myeloidnich bunék, jakoZz i v endotelu §titné zldzy, nadledvinek, endometria,
prostaty a placenty. Dale je CEACAMI1 exprimovan na bunééné membrané jicnovych Zlaz,
dé€loznich zlaz, pankreatickych vyvoda, epitelu prostaty a délozniho hrdla, jaternich Zlucovodi,
enterocytll, hepatocytl a poharkovych bunék, se zvlasté silnou expresi v absorpénich buitkach

tlustého stieva a v epitelu ledvin (Prall et al. 1996).

U lidi bylo identifikovano 11 rtznych sestiihovych variant genu CEACAMI1 z jednoho genu
CEACAMI. Ty jsou pojmenovany podle pocétu extracelularnich konci a typu
cytoplazmatického ocasu (dlouhy, L; kratky, S). Rtizné izoformy CEACAM1 vykazuji rozdily
v poctu pfitomnych extracelularnich domén podobnych imunoglobuliniim Ig-C2 (Nagaishi et

al. 2006, Fiori et al. 2012).

Izoforma ,,L* zahrnuje 70 aminokyselin (71 u ¢loveéka) v cytoplazmé, vcetné nékolika
serinovych, treoninovych a tyrosinovych zbytkl. Tyto zbytky mohou byt cilem fosforylace
a mohou se podilet na pfenosu signalu a interakcich protein-protein. Naopak izoformy ,,S*
koduji pouze 10 cytoplazmatickych zbytkti bez fosforyla¢nich mist. Exprese obou izoforem
probiha soucasné ve vétSin€ tkani, které exprimuji CEACAMI, pfiCemZ pomér mezi obéma
izoformami urcuje vysledek signalizace. Zv1asté dilezité je, Ze dva tyrozinové zbytky v dlouhé
cytoplazmatické doméné tvofi funk¢ni inhibiéni motiv na bazi imunoreceptori (ITIM;
Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif). Zda se, ze tento motiv je zdkladem inhibi¢ni

aktivity genu CEACAMI1 (Kuespert et al. 2006)

Osm izoforem je ukotveno prostiednictvim jediné hydrofobni membranové se Sitici oblasti,
za niz nasleduje bud’ kratky, nebo dlouhy cytoplazmaticky ocas, zatimco ostatni varianty
CEACAMI postradaji transmembranovou doménu, a jsou proto vylucovany (Nagaishi et al.

2006).

Protein CEACAMI je aktivaéni povrchovd molekula na T-bunkdch a NK-bunkéach,
na kterych pravdépodobné plsobi inhibicn€ prostfednictvim homofilnich interakeci.
CEACAM1 je v nizkych hladinach exprimovan na klidovych CD4+ T-butikach, ale ne na CD8+
nebo + T-bunkéch, jako jsou intraepitelidlni lymfocyty (IEL; Intraepithelial lymphocytes)
(Nagaishi et al. 20006).
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Po aktivaci je CEACAMI rychle a siln¢ regulovan na vSech tfidach lidskych T-bungk.
T- buniky exprimuji CEACAMI in vivo v lidskych tkanich lamina propria tenkého stfeva
u celiakie a tlustého stieva u zanétlivych stievnich onemocnéni, coz naznacuje funkcni roli
CEACAMI1 uimunitn¢ zprostiedkovanych stievnich onemocnéni. Dulezit¢ je, ze lidské
T- bunky IEL a T-buiiky periferni krve neexprimuji po stimulaci zaddny jiny ¢len rodiny
CEACAM nez CEACAMI, coz naznacuje jedinecnou lohu CEACAMI1 ve funkci T-buiky
(Nagaishi et al. 2006).

Molekula CEACAMI1 vykazuje mezibunééné homofilni interakce i heterofilni vazbu
na CEACAMS exprimovany na cilovych buiikach (Fiori et al. 2012).

2.2.3.1 Protein CEACAM]1 jako biomarker v klinické praxi
U nékterych nadorovych bunéénych linii obnoveni exprese CEACAMI rusi jejich

onkogenicitu in vivo, a proto je tato adhezni molekula povazovana za nadorovy supresor (Fiori

etal. 2012).

Protein CEACAMI1 je biomarkerem u melanomu, nemalobunééného karcinomu plic
a adenokarcinomu pankreatu (PDAC; Pancreatic ductal adenocarcinoma) a jeho zvysena
exprese je spojena se zavaznosti onemocnéni (Thomas et al. 2023). Difuzni a cytoplazmaticka
exprese CEACAMI1 muze zahrnovat Casné stadium hepatocelularniho karcinomu (HCC;
Hepatocellular carcinoma) a ztrata exprese CEACAMI1 indikuje progresi nadoru (Wu et al.

2016).

Biomarker CEACAMI1 hraje dvoji roli u riznych nadorovych onemocnéni, a rozporuplny
ucinek muze zaviset na pomeéru izoforem CD66a-L a CD66a-S. Inhibice CEACAMI1 u lidskych
bunéénych linii B-ALL snizuje bunéénou proliferaci a zvySuje procento bunécné apoptdzy
a pomér CD66a-L k CD66a-S u leukemickych B-bunék je mnohem vyssi nez u granulocytu.
Kromé toho zména poméru L:S pomoci uml¢eni a nadmérné exprese izoformy L v bunéénych
liniich B-buné¢né akutni lymfoblastické leukémie potvrdila, ze vysoky pomér L:S CEACAM1
v leukemickych B-bunikach podporuje proliferaci a inhibuje apoptoézu (Zhao et al. 2015).

2.2.4 Popis proteinu CEACAMS

Protein CEACAMS, dfive znamy jako karcinoembryondlni antigen, je glykoprotein pattici
do imunoglobulinové superrodiny. Exprimuje se za fyziologickych podminek na povrchu
epitelovych bunék traviciho traktu, zeyména béhem embryogeneze. U dospélych jedinci je jeho
exprese omezena, avSak v nddorovych bunkéach — predev§im v adenokarcinomech kolorekta,

pankreatu, plic a zaludku — dochazi k jeho nadmérné reexpresi (Hammarstrom, 1999).
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CEACAMS je transmembranovy protein, ktery se sklada z jedné koncové variabilni N-domény
a Sesti Ig domén podobnych C2 a jeho GPI vazba zajistuje membranové ukotveni (Thomas et

al. 2023).

Molekula CEACAMS bézné funguje jako adhezni molekula, ale ma také ulohu v regulaci
diferenciace, imunitni modulaci a inhibici anoikis (Blat et al. 2014) (Mizobata et al.) (Thomas
et al. 2023). Jeho nadmérna exprese muze zmenit polaritu bun¢k a normalni strukturu tkéané,

zpomalit diferenciaci a zrani bun€k, a nakonec vést ke vzniku nadoru (Zhang et al. 2020).

Bylo prokédzano, ze CEACAMS je jedinym ¢lenem CEACAM, ktery interaguje s CD1d
prostfednictvim domény B3. Jeho doména N (rozpoznavana doménou B9) je nezbytna
pro vazbu CD8a. Odstranéni glykosylovanych zbytkti N-domény snizuje rozpoznavani B9,
vazebnou afinitu CD8a a aktivaci lymfoidni kindzy. Konformacni zmény v glykosylacnim
mist¢ CEACAMS jsou tedy kritické pro jeho interakci s CD8a. CEACAMS aktivované CD8
T- buiiky ziskavaji schopnost potlatovat proliferaci CD4 T-bun€k in vitro v ptitomnosti

interleukinu (IL 15 nebo IL-7) (Roda et al. 2014).

Adhezivni vlastnosti CEACAMS umoziiuji hematopoetickym kmenovym buitkdm (HSC;
Hematopoietic stem cell) sebeobnovu v reakci na signély z niky, které jsou casto v kratkém
dosahu. CEACAMS tedy muze hrat zasadni roli bud’ v ukotveni dlouhodobé hematopoetické
kmenové bunky (LT-HSC; Long-term hematopoietic stem cell) v nice kostni dfené,
nebo ve zprostfedkovani signalni drahy, ktera zajiStuje udrzeni populace kmenovych bunck
v hypoxickém mikroprostiedi. CEACAMS buiiky se tak 1épe udrzuji a dale diferencuji in vivo
(Ma et al. 2023).

Genova exprese CEACAMS je fizena komplexni kombinaci transkripénich faktord,
epigenetickych mechanismii a buné&ného mikroprostfedi. Promotor CEACAMS obsahuje
vazebna mista specificky urcena pro transkripéni faktory, jako naptiklad Spl, NF-xB, C/EBP
a HNF4a, které reguluji jeho aktivitu v zavislosti na bunééném typu a stavu diferenciace

(Thompson et al. 2000).

Velkou roli hraje také epigenetickd regulace, zejména metylace cytosin-fosfat-guanin
(CpG; Cytosine-Phosphate-Guanine) oblasti v promotoru CEACAMS, ktera inhibuje jeho
expresi v normalnich tkénich. Hypometylace téchto oblasti byla prokdzana u riznych

karcinomil a vede ke zvySené expresi antigenu v nadorovych bunikach (Park et al. 2012).
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Dalsi vyznamny faktor predstavuje prostfedi nadoru. Inflamatorni cytokiny, jako TNF-a
nebo IL-6, mohou indukovat expresi CEACAMS prostiednictvim aktivace transkripcnich drah,
coZ naznacuje, ze zanétlivé procesy v nadorovém prostiedi mohou hrat roli pii jeho zvySené
expresi (Kim et al. 2006). Exprese CEACAMS je navic ovlivnéna i diferenciaci bun¢k —
napiiklad vy$$i exprese byla zaznamenidna u dobife diferencovanych adenokarcinomu

ve srovnani s mén¢ diferencovanymi formami (Blumenthal et al. 2007).

Na posttranskripéni Grovni muze byt exprese CEACAMS regulovana i mikroRNA.
Napftiklad n¢které miR-135 a miR-200 rodiny mohou cilit na transkripty CEACAMS a ovlivnit
jejich stabilitu ¢i translaci (Chen et al. 2015).

2.2.4.1 Protein CEACAMS jako biomarker v klinické praxi

Biomarker CEACAMS ma vyznamnou klinickou roli jako nadorovy marker u nékolika
nadorli véetné gastrointestindlnich a respiracnich malignit. Vzhledem k nizké senzitivité
a specificité je vSak jeho samotnd prediktivni hodnota stile nejasnd (Thomas et al. 2023). Je to
proto, ze CEACAMS ma pouze 70 % senzitivitu a specificitu. Snizenim poctu CD8+ a poméru
CD4/CD8, lze zvysit senzitivitu a specificitu CEACAMS az na 100 % pro prognézu CRC.
(Mutalib et al. 2010).

Exprese CEACAMS je vyssi v epitelu a submukoze u t€zkych astmatikii. To ma potencialni
vyznam pro zménény mikrobiom dychacich cest a tvorbu biofilmu u téZkého astmatu. Z tohoto

divodu by mohla byt prospésna 1écba cilend na CEACAMS (Tanner et al. 2018).

Lidské HSC lze rozlisit podle exprese bunééné adhezivni molekuly CEA (CEACAMS
neboli CD66¢), kterd slouzi jako marker a regulator funkce HSC. Tyto vysledky spole¢né
naznacily, Ze CEACAMS je marker, ktery obohacuje funkéni lidské hematopoetické kmenové
bunky schopné dlouhodobého multilinearniho ptihojeni. Tim se stdivda CEACAMS potencialnim

povrchovym markerem HSC pomoci HSC z lidské pupecnikové krve (Ma et al. 2023).

V klinické praxi je CEACAMS hojné vyuzivan jako nadorovy marker, zejména v ramci
imunohistochemické detekce v tkanovych vzorcich. Jeho detekce pomoci imunohistochemie se
uplatituje pfi diferencidlni diagnostice adenokarcinomil, zejména pii urcovani plvodu
metastatickych loZisek nejasné etiologie. Pozitivni imunohistochemicka reakce na CEACAMS
napiiklad ve vzorcich z jater nebo plic miize indikovat kolorektalni piivod nadoru (Yan et al.
2014). Diky své selektivni expresi v nadorové tkani a absenci v nékterych zdravych tkanich je
CEACAMS rovnéz perspektivnim cilem pro vyvoj cilené terapie, vCetné terapeutickych

monoklonalnich protilatek (Thompson et al. 2010).
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2.2.4.2 Exprese CEACAMS u gastrickych bunék

Molekula CEACAMS je nadmérné exprimovana ptiblizné u 90 % nadora traviciho traktu,
tlustého stfeva a slinivky biisni (Zhou et al. 2015). CEACAMS ma rozdilné expresni vzorce
v nenddorovych a nddorovych lézich Zaludku. Expresni vzorce CEACAMS jsou spojeny
s progresi nadoru. Membranové barveni CEACAMS je markerem premalignity v Zalude¢nich
l1ézich. Cytoplazmaticky CEACAMS zvySuje invazivitu a migraci nadoru. Diky tomuto je
dalezitym markerem pii hodnoceni progresivniho a pokrocilého karcinomu Zzaludku (Liu et al.

2014).

Ve patologickém kontextu dochédzi k vyznamné alteraci exprese CEACAMS, zejména
v souvislosti s gastrickym adenokarcinomem, ktery ptfedstavuje jednu z nejcastéjSich malignit
traviciho traktu. CEACAMS je v téchto ptipadech Casto nadmérné exprimovan a muze byt
lokalizovan nejen na apikalnim, ale i na laterdlnim nebo dokonce bazolateralnim povrchu

nadorovych bunék, coz naznacuje ztratu polarity a diferenciace (Tanaka et al. 2000).

Studie ukazuji, zZ2 CEACAMS muze interagovat s integriny (napi. a5B1) a aktivovat
signalni drahy zahrnujici Src kindzy, které podporuji bunéény pohyb a metastazovani (Ordonez
et al. 2013). V experimentdlnich modelech gastrickych nadorG bylo rovnéz prokazano,
ze inhibice CEACAMS pomoci specifickych protilatek nebo siRNA vede ke snizeni nddorové
proliferace a invazivity (Wang et al. 2011).

Z diagnostického hlediska je CEACAMS vyuzivan jako imunohistochemicky marker
pfidetekci a klasifikaci gastrickych nador. Pozitivni imunohistochemicka reakce
na CEACAMS se objevuje zejména v intestindlnim typu adenokarcinomu zaludku dle
klasifikace Lauréna, zatimco difuzni typ vykazuje nizsi expresi (Yan et al. 2014). Tato odliSnost

ma vyznam jak pro diagnostiku, tak pro predikci biologického chovani nadoru.

Vzhledem k jeho selektivni expresi v nadorovych buiikach a minimélni expresi ve zdravé
dospéle gastricke sliznici je CEACAMS perspektivnim terapeutickym cilem. V preklinickych
studiich se testuji monoklondlni protilatky nebo konjugaty protilatek s cytotoxickymi latkami,

které selektivné cili CEACAMS exprimujici buniky (Thompson et al. 2010).

Exprese CEACAMS lze pozorovat u izolovanych bunéénych linii kolorektalniho karcinomu
metodou in vitro, predev§im z mysi (NCI-H716 nebo NCI-H498) ¢i bunéénych linii karcinomu
zaludku pacientii. Piikladem téchto lidskych linii je dobfe diferencovand linie NCI-N87,
MKN- 45 ¢i MKN-74 (Takaishi et al. 2009). Na rozdil od kolorektalnich karcinomil je kultivace
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zaludecnich karcinomil velmi obtizna (Gazdar et al. 1996). Tato bunécna linie se bézné vyuziva

napiiklad pro vyzkumy propustnosti 1ékt ¢i toxint zalude¢ni sténou (Lemieux et al. 2011).

Biomarker CEACAMS je v buiikach N87 vysokoprodukovany a exprimuje se piedevSim
na jejich bunécném povrchu, coz z této linie bunck ¢ini vhodny model pro testovani
imunoterapeutickych pfistupti, které tento antigen cili (Shirasu et al. 2016). V porovnani
s jinymi gastrickymi liniemi (napf. AGS nebo MKN45) patii N87 k t€ém s nejvyssi povrchovou
expresi CEACAMS, coz bylo potvrzeno jak metodami pratokové cytometrie, tak

imunofluorescencni mikroskopii (Blumenthal et al. 2017).

Pritomnost CEACAMS u N87 neni pouze strukturdlni, ale hraje i funkéni roli v ramci
adhezivniho a signalniho chovéani bunck. CEACAMS miize ovliviiovat bunécnou migraci,
proliferaci a odolnost vici apoptdze skrze aktivaci ,,downstream* drah (Ordonez et al. 2013).
Tyto vlastnosti ¢ini N87 vyhodnym systémem i pro testovani anti-CEA terapeutik, naptiklad
monoklonélnich protilatek nebo protilatka — 1€k konjugatt (ADC; Antibody-drug conjugates)
(Tabrizi et al. 2022).

Z hlediska imunohistochemie lze CEACAMS v buikdch N87 detekovat silnou
cytoplazmatickou i membranovou reaktivitou, coz odpovida jeho nativhimu rozloZeni
ve tkanich lidského zaludku s adenokarcinomem intestinalniho typu. Tato pozitivita potvrzuje
vyuzitelnost N87 v histopatologickych studiich, kde model napodobuje expresni profil in vivo
nadorovych bunék (Yan et al. 2014).

2.2.5 Popis proteinu CEACAMG6

Protein CEACAMG6 je kotveny, siln€ glykosylovany glykosylfosfatidylinositol patiici
do rodiny karcinoembryonalnich antigend, ktery ma dv¢ konstantni domény podobné Ig a jednu
variabilni doménu podobnou Ig. Tato glykoproteinova molekula je lokalizovana na povrchu
bunék a hraje roli predev§im v mezibunécné adhezi, bunécné signalizaci, imunitni modulaci
a onkogenezi (Hammarstrom 1999). Podili se na homotypové a heterotypové adhezi, pfispiva

k signalizaci zprostfedkované Ca®" a podili se na indukci apoptozy (Kiyokawa et al. 2014).

Exprese CEACAMG je za fyziologickych podminek exprimovan ve fetdlni tkani, zejména
v travicim traktu a plicich, zatimco v dospé€lych tkanich byva jeho exprese omezend. Exprese
uzce souvisi s uritym souborem genetickych abnormalit, i kdyZ se neomezuje pouze na jednu
konkrétni (Kiyokawa et al. 2014). ZvySena exprese CEACAMG6 je pozorovana u fady solidnich
nadorl, napiiklad adenokarcinomu slinivky bfisni, kolorektalniho karcinomu, karcinomu prsu

a plic (Blumenthal et al. 2007, Ordonez 2003). V téchto piipadech je CEACAMG6 spojovan
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s nddorovou  progresi, inhibici apoptdzy, epitelidlné-mezenchymalnim piechodem

a metastatickym potencialem.

Clen CEACAMG6 podskupiny CEACAM je exprimovan piedev§im v tlustém stievé
podobné¢ jako ostatni ¢lenové této skupiny, jatrech, zaludku, zluéniku, kizi a jazyku. Kromé
toho je exprimovan ve dlazdicovém epitelu jazyka, jicnu a délozniho ¢ipku. CEACAMBS je také
prominentni ve slizni¢nich epitelich podcelistni slinné a piedni jazykové zlazy a také

v myeloidnich buiikach prostaty a kostni diené (Prall et al. 1996).

Dalsi exprese CD66¢ neboli CEACAMBS je fyziologicky v fadé hematopoézy pozorovana

pouze u granulocyti a jejich prekurzort (Kiyokawa et al. 2014).

2.2.5.1 Protein CEACAMBG6 jako biomarker v klinické praxi
Biomarker CEACAMS6 je vysoce exprimovan u hyperplastickych polypi a adenomi
tlustého stfeva, karcinomu prsu, karcinomu pankreatu, mucinézniho karcinomu vajecniki,

karcinomu zaludku a adenokarcinomu plic (Thomas et al. 2023).

Exprese CEACAMG6 je vyznamné vysSi u karcinomi tlustého stfeva nez v pftilehlych
fyziologickych tkédnich tlustého stfeva a jeho hladina pfimo odpovida stadiu karcinomu (Gemei
et al. 2013). Exprese CEACAM1 a CEACAMY je u kolorektalniho karcinomu snizena, zatimco
exprese CEACAMG6 je u CRC ve srovnani s normalni sliznici zvySena (Nataraj et al. 2016).
Protein CEACAMG6 je novym biomarkerem souvisejicim s nadory kmenovych bunck
u kolorektalnich karcinomd, protoze jeho umlceni zastavuje riist nadoru in vivo (Nataraj et al.

2016).

Mechanisticky CEACAM®6 podporuje nadorovou invazivitu skrze inhibici bunécného
kontaktu, zménu cytoskeletu a zvySeni interakce s extraceluldrni matrix prostiednictvim
aktivace signalnich drah (Duxbury et al. 2004). Dale byla prokdzéna souvislost mezi vyssi
expresi CEACAMBS a rezistenci k chemoterapii u nékterych typ nadorti, coz podtrhuje jeho

vyznam jako prognostického a prediktivniho biomarkeru (Chung et al. 2011).

Ackoli samotna exprese CEACAMG6 neni piimo spojena s progndzou, genetické
abnormality doprovazejici expresi CEACAMG6 jsou u hematologickych onemocnéni, naptiklad
u akutni lymfoblastické leukemie s prekurzory B-bunék (BCP-ALL; B precursor acute
lymphoblastic leukaemia), dilezitymi prognostickymi faktory, a proto je tfeba peclivé zkoumat

genetické nalezy s ptitomnosti exprese CD66c¢ neboli CEACAMS6 (Kiyokawa et al. 2014). Diky
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tomuto je u BCP-ALL zndm jako nejcastéji pozorovany aberantni myeloidni antigen

(Kiyokawa et al. 2014).

Z klinického hlediska je CEACAMG6 zkoumén jako cilovd molekula pro terapeutické
intervence, napi. pomoci monoklonalnich protilatek, RNA interference nebo T-bunck
s chimérickym antigennim receptorem. Jeho selektivni exprese v nddorové tkani a minimalni

vyskyt ve zdravych buiikach z n¢j €ini slibny ter¢ pro cilenou terapii (Blumenthal et al. 2007).

2.2.6 Dalsi faktory ovliviiujici hladinu CEACAM

Hladina CEA se miize zvysit u fady patologii (Simon et al. 2016). Za fyziologickych
podminek je hladina CEA v séru velmi nizka, obvykle do 3 pg/l (Duffy 2001). Vyznamné
zvySené hodnoty CEA se vyskytuji u fady malignit, pfedev§im u CRC, ale také u karcinomu
pankreatu, zaludku, plic, prsu a vajecnikti (Locker et al. 2006). U téchto onemocnéni miize

hladina ptesdhnout 10-20 pg/l, zvlaste pti pfitomnosti metastaz, naptiklad do jater.

Zvysené koncentrace CEA ale nejsou vyhradné specifické pro nddorova onemocnéni. Také
nemaligni onemocnéni, zejména chronické zanétlivé stavy, jako jsou ulcerdzni kolitida,
Crohnova choroba, chronicka hepatitida, cirh6za nebo pankreatitida, mohou vést k mirnému
zvySeni sérovych hladin CEA, ¢asto do 10 pg/l (Becerra et al. 2004). U téchto stavii byva

exprese CEA zvysena v disledku zvysené regenerace epitelu nebo aktivace zanétlivych drah.

DalSim dtlezitym faktorem je koufeni, které je spojeno s trvale vys$si hladinou CEA.
Aktivni kufaci mohou vykazovat hodnoty az dvojnasobné oproti nekufdkiim (Carpelan-
Holmstrom et al. 2002). Tento efekt je pfipisovan chronickému podrazdéni dychacich cest,

které vede k exprimaci CEA v epitelovych buiikach.

Hladina CEA muzZe byt ovlivnéna i1 v€kem, pfi¢emz star$i pacienti mohou mit mirné vyssi
hodnoty. Dale hraje roli 1 presnost laboratorni metody, pficemz rozdilné imunochemické
techniky mohou vykazovat variabilitu vysledki (Duffy 2001). Vzacn€ mohou fale$né€ negativni
nebo pozitivni vysledky byt zplisobeny navic technickymi faktory, jako je hemolyza vzorku,

lipémie nebo kontaminace.

Z terapeutického hlediska hladina CEA klesa po Gspésné chirurgické resekci nadoru, a jeji
nasledné zvySeni mize slouzit jako indikator relapsu. Naopak béhem chemoterapie miize dojit
k prechodnému zvySeni CEA v dasledku tumor lysis nebo zanétlivé odpovédi na 1é¢bu (Locker

et al. 20006).
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Tabulka 2. Stavy spojené se zvySenou hladinou CEACAM, upraveno dle (Hall et al. 2019).

Nezhoubné Zhoubné
o Koureni Nadory spojené s vysokou expresi CEA
e Infekce e Kolorektalni
e Peptidické viedy e  Qvaridlni
e Zanétlivé onemocnéni stfev e CervikdIni
e Pankreatitida e Plic
e Hypotyredza e lJicnovy
e Cirhdza jater e Zaludeéni
e Hepatitida e Tenkého stfeva
e Benigni stavy prsou e Hepatobilidrni

e Jiné benigni nadory spojeny se

T
2vyéenou hladinou CEA *  Slinivky bfisni

e Prsu

e Medularni

Jiné nadory exprimujici CEA

e Choriokarcinom

e Osteosarkom

e Retinoblastom

e Hepatom

2.3 Detekce CEA
Karcinoembryonalni antigen je nadorovy biomarker uplatiujici se predevSim
u kolorektalniho karcinomu a nékterych dalSich onemocnéni. Tento protein se vyuziva

pro screening nadord, predikci vysledku a potencidlni naslednou 1écbu. (Zhang et al. 2020).

Primérnd koncentrace CEA v séru u zdravého clovéka je obvykle do 3-5 pg/l
(diskrimina¢ni hranice), u kutéku je tato hranice vyssi. Hladina CEA v séru nad 10 pg/l indikuje
moznou pritomnost vyskytu rakovinnych bunék ¢i jinych onemocnéni organismu (Han et al.
2017). Hodnoty ptesahujici 20 pg/l byvaji indikatorem vzdalenych metastaz, zejména v jatrech
(Locker et al. 2006). Z toho diivodu je dilezita opatrnost pii interpretaci hrani¢nich hodnot,
zejména pokud se CEA pouziva jako screeningovy test. Vzhledem k zasadnimu klinickému
vyznamu CEA, slozité struktufe a extrémné nizké koncentraci v normalnim lidském séru
zUstava presné stanoveni tohoto proteinu hlavnim predmétem Iékatské analyzy (Sun et al.

2025).
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Pro stanoveni téchto koncentraci proteinli je zapotiebi vyuzit citlivéj$i metody. Vyuzivaji

se predev§im metody zalozené na imunologii nebo méné bézné technologie zalozené

na hmotnostni spektrometrii (MS; Mass spektrometry), které se ale prozatim zamétuji

predevsim na detekci malych molekul jako naptfiklad vitamint ¢i aminokyselin (Sun et al.

2025).

Tabulka 3. Porovnani imunologickych metod s hm. spektrometrii, upraveno dle (Sun et al. 2025).

na urovni pikograma (pg/ml)

Vlastnosti Imunoanalyza Hmotnostni spektrometrie
Princi Zalozeno na specifické vazbé ZaloZeno na analyze poméru hmotnosti a
P protilatek na antigeny naboje iontl
Citlivost Obecné vysoka, Ize detekovat latky | Extrémné vysoka citlivost, Ize detekovat latky na

urovni femtogram (fg/ml)

Specificnost

Vysoka specificnost, zejména u
optimalizovanych protilatek pro
cilové molekuly

Extrémné vysoka specifi¢nost, schopna rozlisit
strukturné podobné molekuly

Relativné jednoduch3, vysoce

markery

Slozitost . . . SlozZité&jsi, vyZzaduje specializovany personal,
automatizovand, vhodna pro N
provozu L1 . drahé pfistroje a udrzbu
rozsahly screening
, , , Relativné nizsi propustnost, pouziva se
Vysoka, vhodna pro rychly Y . prop , P ,
Propustnost . . . . . | pfedevsim pro podrobnou analyzu komplexnich
screening velkého mnozstvi vzork( .
vzork(
« , Rychla (obvykle dokoncena do 1 h), - PR L
Casova ¥ ( , y .. ) Relativné dlouha (nékolik hodin az den),
L vhodna pro rychlou klinickou . o . " o
ucinnost . . zejména pfi zdlouhavé pfipravé vzork(
diagnostiku
v . , , Siroky rozsah, pouZitelny pro témér viechny
Detek¢ni Omezeny na molekuly, pro které lze v oy . .
. . L typy molekul, véetné malych molekul, velkych
rozsah vyvinout vhodné protilatky . " . .
molekul a izotopové znacenych sloucenin
, Relativné nizké, zejména pokud jde | Drahé, s vysokymi naklady na vybaveni, ¢inidla a
Naklady , o , -
o naklady na cinidla a vybaveni udrzbu
Lze detekovat pouze zndmé cilové . v . R
. \ , o Vysoké ndroky na pfistroje, sloZita pfiprava
Omezeni latky, mohou byt ovlivnény . .y e v\ e
" L o vzork( a vysoké naklady na udrzbu pfistroj(
zkfizenou reaktivitou protilatek
Siroké uplatnéni v klinické v Y . ,
s . . P v L PouZivaji se hlavné ve vyzkumnych oblastech,
Klinické diagnostice, napf. biomarkery "y o . ” .
_y - . D ale v urcitych pfipadech jsou pouzitelné i ve
pouziti rakoviny, hormony a imunologické

vysoce presné klinické diagnostice.
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Nejcastéji pouzivanou imunologickou metodou pro detekci CEA v séru v moderni dobé¢
zastava elektrochemiluminiscence (ECL; Electrochemical luminescence) (Wei et al. 2022),
nasledovana enzymovou imuno-sorb¢ni analyzou (ELISA; Enzyme-linked immuno-sorbent
assay) (Joshi et al. 2022), mikrocasticovd enzymova imunoanalyza (MEIA; Microparticle
enzyme imunoassay) (Filiberti et al. 2013) a chemiluminiscenéni imunoanalyza (CLIA;
Chemiluminescent immunoassay) (Serdarevic et al. 2018). Soupravy vyuzivajici metodu
ELISA vyvijelo n€kolik spole¢nosti. Zatimco ECL obvykle poskytovala spole¢nost Roche
Diagnostics. Metodu CLIA preferovala diagnosticka divize spole¢nosti Bayer HealthCare LLC
(Jeong et al. 2020).

CEA (2010-2019)

5.90%
5.90%

BECL =mELISA =MEIA ©CLIA ®=RIA

Graf 1. Frekventovanost metod vyuZivanych pro detekci biomarkert a hormoni, upraveno dle
(Jeong et al. 2020).

Rozdily v principech detekce riznych imunologickych metod, pfistrojich, reagenciich,
epitopech protilatek a jejich specificnosti stile ¢asto vedou k nekonzistentnim vysledkiim
imunoanalyzy CEA. Dosazeni uplné koordinace v této oblasti ziistdvd prozatim sloZitym
procesem, z divodu absence referencniho postupu méieni (RMP; Reference measurement
procedure) pro CEA a nedostatek vysoce kvalitnich referenénich materialti vedli ke ztizeni
procesu standardizace metod detekce CEA (Sun et al. 2025). Dalsi metodou slouZici k detekci
CEA je napiiklad imunohistochemické barveni preparatl vyuzivané ptedevSim v klinické

praxi.

2.3.1 Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza
Elektrochemiluminiscence, je druh chemiluminiscencniho jevu iniciovaného

elektrochemickou reakci probihajici v blizkosti elektrody. Zdédila po chemiluminiscenéni
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metod¢ vysokou citlivost a po elektrochemii ¢asovou a prostorovou kontrolovatelnost. Jeji
vyraznou vyhodou je také téméf nulovy signal pozadi ve srovnani s fotoluminiscenci, diky

tomu se stdva méteni presnéjSim a jednodussim (Wang et al. 2023).

V dnesni dob¢ se ECL stala pomérné vykonnou analytickou technikou, kterad se v§eobecné
pouziva v klinické diagnostice, analyze bezpecCnosti potravin a monitorovani Zzivotniho

prostiedi (Hu et al. 2010).

Mechanismy ECL zahrnuji dvé hlavni tfidy, a to anihilacni a koreaktantové cesty, z nichz
koreaktantova ECL s uzkym potencidlnim oknem a silnou odezvou signalu ptenasi jev ECL
ze zékladniho vyzkumu do praktickych aplikaci. V reakénim procesu této metody hraji hlavni
roli luminofory ECL, které reaguji s riznymi koreaktanty nebo jejich meziprodukty a vytvaieji

emisi ECL (Wang et al. 2023).

Zasadnim prilomem ve vyvoji klasické ECL je imunoanalyza ECL, kterd kombinuje
specifickou imunitni reakci s vlastnimi vlastnostmi ECL, coz umoziiuje citlivou a specifickou
detekci biomarkeri s rychlym postupem analyzy a jednoduchym zatizenim. Proteinové
biomarkery jako podkategorie biomarkerii se staly nejcastéjSimi cilovymi analyty

v imunoanalyze ECL (Wang et al. 2023).

Pro detekci proteinovych biomarkert, véetné¢ enzymi, hormont a dalSich proteind, byly
vyvinuty rizné biosenzory, jako jsou bezznackové imunosenzory, sendvicové imunosenzory,
kompetitivni imunosenzory, a dokonce i1 aptasenzory, které vyuZzivaji aptamery (kratké

jednotetézcoveé molekuly DNA nebo RNA) jakozto rozpoznéavaci prvky (Wang et al. 2023).

Mezi nej¢astéji studované biomarkery nadorli souvisejici s proteiny v biologickych testech
ECL patti CEA, karbohydratovy antigen (CA; Carbohydrate antigen), alfa fetoprotein,
prostaticky specificky antigen (PSA; Prostate-specific antigen) a mucin 1 (MUC1) (Wang et
al. 2023). Tato metoda je prozatim ta nejcitlivéjs$i metoda, béZzné vyuzivana v laboratofich, ktera
je zaroven Casove nenaroc¢na. Nevyhodou této metody detekce CEA je jeji financni naro¢nost.
Klini¢ti 1€kati povazuji elektrochemiluminiscenci spolecné s chemiluminiscenci za hlavni

techniky detekce CEA (Sun et al. 2025).

V soucasné dobé se veénuje velké usili vyvoji vysoce citlivych ECL imunosenzort
pro detekci CEA. Naptiklad byl vytvofen ratiometricky ECL imunosenzor zavisly
na koreaktantech s pouzitim kvantovych tecek ze sulfidu kademnatého (CdS QD; Cadmium

sulfide quantum dots) jako katodického luminoforu a luminolu jako anodického luminoforu
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k detekci CEA s detekénim limitem 0,62 pg/ml. Zhang a spol. pouzili CdSe QDs jako indikator
ECL k vyvoji jednomolekularniho imunosenzoru, ktery dokdzal detekovat témét 8 molekul

CEA ve vzorku séra (20 pl) (Wang et al. 2023).

2.3.2 Enzymova imuno-sorb¢ni imunoanalyza

Enzymové imunoanalyzy (EIA; Enzyme immunoassay) uplatiuji katalytické vlastnosti
enzymu k detekci a kvantifikaci imunologickych reakci. Enzymova imuno-sorb¢ni analyza je
heterogenni technika (primérni protilatka je navdzdna na pevnou fazi) EIA pouzivana
v klinickych analyzach (Alhajj et al. 2023). Podle mnohych laboratofi je ELISA stale zlatym
standardem pro detekci velkého mnozZstvi proteinti ve fyziologickych vzorcich, a tak stale

dominuje laboratorni praxi (Wu et al. 2015, Sun et al. 2025).

Tento typ analyzy spociva v tom, Ze jedna ze slozek reakce je nespecificky adsorbovana
nebo kovalentné védzdna na povrch pevné nerozpustné faze, jako je mikrotitraéni jamka,
magnetickd castice nebo plastovd kulicka. Toto navazani cCastokrat zvétSuje povrch
pro navazani a zaroven usnadiuje oddéleni navazanych a voln€ znacenych reaktantl (Alhajj et
al. 2023). Tato metoda ma vice moznosti provedeni azle ji dale délit na kompetitivni

¢i nekompetitivni.

V klasickém piistupu k pouziti techniky ELISA se ptesné dana ¢ast vzorku nebo kalibratoru
obsahujiciho antigen (Ag), ktery ma byt kvantifikovan-, ptida k protilatce (Ab) navazané
na pevné fazi a necha se s ni vytvofit primarni komplex. Po viceetném promyti se piida
protilatka znafend enzymem a vytvoifi ,sendviCovy komplex“ pevné faze Ab-Ag-Ab.
Nenavazana protilatka se poté promyje a pfida se enzymovy substrat. Mnozstvi produktu, ktery
vznikl je imérné koncentraci antigenu ve vzorku (Alhajj et al. 2023). Tento postup provedeni

dané metody se obecné oznacuje jako sendvicova nekompetitivni ptima ELISA.
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potazena vzorku protilatka sekundarni
protilatkou protilatky

Obrazek 3. Schéma piimé sendvi¢ové metody ELISA (Wild et al. 2013).

V tradi¢nich metodach ELISA se k vizualizaci vazby cilového proteinu na specificky

rozpoznavaci prvek pouzivaji kolorimetrické nebo fluorescencni signaly (Wu et al. 2015).

Tradi¢ni kolorimetricky test ELISA generuje signdl pfeménou enzymového substratu
na barevnou molekulu a intenzita zbarveni roztoku se pak kvantifikuje méfenim absorbance
pomoci ¢tecky mikrotitra¢nich desticek. Pfestoze rozliSeni mezi nezabarvenym a zabarvenym
roztokem muze byt realizovano pouhym okem, je toho obtizné dosahnout pii méteni nizkych
koncentraci biomarkerti. Ty jsou stézejnim bodem pfii progndze nékterych onemocnéni, a proto

je kontrola pouhym okem nevhodna pro ultrasenzitivni detekci (Wu et al. 2015).

Nedavno se ukazalo, Ze pouZiti nanomateriald v imunoanalyze je velmi slibné pro ultra
citlivou detekci proteinii. Naptiklad konjugaty zlatych nanoc¢astic/biomolekul nasly uplatnéni
jako amplifika¢ni znacky v Siroké Skale bioanalytickych aplikaci (Liu et al. 2010). Konjugaty
zlatych nanocéstic mohou byt pouzity jako nosi¢ pro ¢etné biotinylované protilatky proti CEA.
Molekuly streptavidinu-kienové peroxiddzy (HRP; Horseradish peroxidase) jsou poté
imobilizovany na povrchu zlatych nanocéstic prostiednictvim biotin-avidinového mustku.
Pti pouziti této strategie mize kazda zlata nanocastice akumulovat pfiblizné 12 molekul HRP.
Kolorimetrické enzymové imunoanalyzy zaloZené na takto navrZzeném komplexu zlatych
nanocastic mohou nabidnout pozoruhodné zvysenou citlivost pro méteni CEA (Liu et al. 2010).
Tato metoda ma vice moZznosti provedeni, je jednoducha a finanéné nenaro¢na, proto se vyuziva

nejcastéji.

Nevyhodami této metody mliZe byt problematicka stabilita ¢inidel, protoze ptirodni enzymy

pouzivané jako luminofory jsou velmi citlivé na experimentdlni podminky. Dale enzymova
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muze byt dlouhd. Kromé toho metoda vyzaduje piesnou obsluhu a dikladné zaSkoleni
personalu (Sun et al. 2025). Vysledkem je, Ze 1 piestoze metoda ELISA ziistava ve vyzkumnych
laboratotich hojné rozsitena, v klinické praxi ji z velké ¢asti nahradily rychlejsi detekéni metody

(Chen et al. 2012).

2.3.3 Mikrocasticova enzymova imunoanalyza

Mikrocasticova enzymova imunoanalyza piedstavuje specificky typ heterogenni enzymové
imunoanalyzy, kterd vyuzivd paramagnetické mikrocCastice jako pevnou fazi pro zachyceni
analytu. Tyto Castice jsou pokryté specifickymi protilatkami nebo antigeny a diky svému
vysokému povrchu ku objemu umoziuji rychlé a efektivni vazby mezi analytem a protilatkou
(Wild et al. 2013). MEIA patii mezi automatizované metody vhodné pro rutinni laboratorni

diagnostiku a je ¢asto vyuzivana v klinické chemii, imunologii i v mikrobiologii

Princip metody spociva v navazani cilové molekuly (napf. hormonu, antigenu nebo
protilatky) na mikroc¢astici s imobilizovanou protilatkou. Po inkubaci a promyti nespecificky
vazanych slozek se pfidd enzymem znaceny konjugat, ktery se vaze na druhé misto cilového
analytu. Pfiddnim vhodného substrdtu dochdzi k enzymatické reakci, jejiz produkt je

detekovatelny spektrofotometricky nebo chemiluminiscenéné (Josko et al. 2012).

Analyza MEIA nachazi Siroké uplatnéni v detekci hormont (napt. TSH, hCG), virovych
antigentl, terapeutickych léciv ¢i nddorovych markerid. Diky vysoké citlivosti, specificité
a moznosti plné automatizace se stala standardni metodou v mnoha laboratofich. Ptikladem
komeréniho vyuziti MEIA je pfistroj] AXSYM od spolecnosti Abbott, ktery umoZiuje paralelni
analyzu velkého poctu vzorkli s minimalnim zasahem obsluhy (Kricka 2000). Jednou z nevyhod
muze byt interferen¢ni vazba heterofilnich protilatek nebo reaktivity sloZzek vzorku, coz miZe

zpusobit faleSné pozitivni ¢i negativni vysledek.

2.3.4 Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
Chemiluminiscencni imunoanalyza je analyza, ktera kombinuje chemiluminiscen¢ni
systtm s imunoreakcemi ke stanoveni koncentrace analytdi pomoci chemickych sond,

které generuji svétlo chemickou reakei, jez znaci protilatku (Xiao et al. 2020).

V poslednich desetiletich CLIA zaznamenala velky pokrok a je hojné vyuzivana ve védach
o zivé piirodé, klinické diagnostice, monitorovani Zivotniho prostfedi, bezpecnosti potravin

a farmaceutické analyze a dalSich oblastech, protoze jejimi vyhodami jsou vysoka citlivost
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analyzy, Siroky linearni rozsah, zadné interference rozptyleného svétla, zddné radioaktivni

kontaminanty, jednoduché vybaveni atd (Xiao et al. 2020).

V dnesni dobé dosahla CLIA vyssi trovné detekce diky pomoci novych nanomateriala
(napf. zlatych nanocastic, kvantovych tecek a magnetickych materidll) a spojeni s dalSimi
vyvinutymi technologiemi (napf. imunochromatografie a mikrofluidni ¢ipy). Ty v poslednich

letech podpoiily velky prilom v G¢innosti CLIA (ul Azim et al. 2015).

Potencial této detek¢ni analyzy je nezanedbatelny a stale se nachazeji nové moznosti lepsi
optimalizace chemiluminiscen¢nich systémi prostfednictvim chemickych zesilovact
a nanomateriald, vyvojem a vyuzitim multifunkénich protilatek k dosazeni simultanni detekce,
aplikaci nanomateriali ke zlepSeni vysoké citlivosti, specificnosti a reprodukovatelnosti
aspojeni CLIA s nové vyvinutymi technologiemi k rychlému splnéni multianalyzy

nebo miniaturizace detekce (Xiao et al. 2020).

S cilem splnit vys$si pozadavky na testovani a pfistroje se CLIA vydala smérem
k inteligentnimu, automatickému cili integraci magnetickych ¢astic, lateralniho pratoku
imunoanalyzy, mikrofluidniho €ipu a dal$ich mechanickych elektronickych zatizeni (Xiao et
al. 2020). Z téchto a dalSich mnohych uprav vznikla metoda ¢asové nenarocnd a dostatecné
citliva na to, aby zacala postupné¢ nahrazovat jiné méné efektivni metody detekce jako naptiklad

RIU.

2.3.4.1 Chemiluminiscen¢ni enzymova imunoanalyza

Metoda chemiluminiscen¢ni enzymové imunoanalyzy (CLEIA; Chemiluminescent enzyme-
linked immunoassay) se Siroce pouziva v analytické chemii a bezpecnosti potravin diky svému
Sirokému dynamickému rozsahu, nizké interferenci pozadi, vysoké citlivosti a specifi¢nosti (He
et al. 2019). Klasicka CLEIA kombinuje enzymovou reakci s chemiluminiscenci a pouZziva se
znaCenim katalyzatoru nebo luminiscenéniho ¢inidla na antigenu nebo protilatce. Po sérii
imunitnich reakci je nakonec obsah cilového analytu detekovdn méfenim

chemiluminiscenc¢niho signalu (Wang et al. 2020).

Tato metoda obvykle vyzaduje velké mnozstvi protilatek, které jsou nakladné a obtizné se
uchovavaji. Z toho diivodu mohou byt béZzné protilatky v nékterych ptipadech nahrazeny
aptamery nukleovych kyselin, diky svym vyhodam, kterymi jsou nizké naklady na syntézu,

stabilni struktura, nizk4d imunogenicita a nizk4 toxicita (Man et al. 2020).
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Tato metoda detekce CEA umoziuje rychle ziskat presné vysledky a dosdhnout vysoké

citlivosti, $ir§itho detekéniho rozsahu a nizsich detek¢nich limitti nez naptiklad u CLIA metody.

2.3.5 Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza byla vyznamnym meznikem v oblasti stanoveni hormoni. Diky
spolupraci Rosalyn Yalowové a Solomona Bersona, ktefi vyvinuli techniku
radioimunoanalyzy, za niZ prvni z nich obdrzel v roce 1977 Nobelovu cenu. Na rozdil od diive
zndmych chemickych metod, které byly zalozeny na generovani barvy po urcité chemické
reakci, byla tato nova metoda zalozena na schopnosti protilatek (Ab) rozpoznavat a specificky
se vazat na specifické epitopy na makromolekulach vcéetné hormonti. Takové testy byly
nazvany obecnym terminem ,,imunoanalyzy, protoze byly zalozeny na imunologickém

principu rozpoznavani a vazby specifického antigenu (Ag) imunoglobuliny (Suresh et al. 2011).

Radioimunoanalyza je metoda, kdy se vzorek antigenu a protilatka inkubuji spole¢né, coz
umozni vazbu antigenu vzorku s protilatkou. Poté se piida radioaktivné znaceny antigen.
Radioaktivné znaceny antigen soutézi s antigenem vzorku a vytésiiuje jej z protilatky. Métenim
radioaktivity lze uréit mnozstvi radioaktivné zna¢eného antigenu, ktery se navazal na protilatku,

a tedy koncentraci daného antigenu ve vzorku (Grange et al. 2014).

Nevyhody metody RIA souviseji s nutnym pouzitim radioaktivni znacky, a tudiz s kratkou
dobou pouZitelnosti. Oproti tomu, tyto analyzy nepouzZivaji enzymy, a tim sniZuji riziko

interference ze samotného vzorku (Grange et al. 2014).

Konven¢ni radioimunoanalyza ma mnoho problémi: zejména nedostatecnou automatizaci,
kratkou dobu pouZzitelnosti ¢inidel, nutnost provadét testy v davkach, nikoli jednotlivych
vzorkll, a rGzné regulacni problémy souvisejici s dovozem a manipulaci radioaktivnich
materidlii. Postupné byla nahrazena chemiluminiscenénimi metodami, které maji velice
podobnou citlivost a nejsou tak narocné na manipulaci (Suresh et al. 2011).

Tabulka 4. Porovnani metod ELISA, ECL, CLIA a RIA, upraveno dle (Azim et al. 2018, Xiao et
al. 2020).

Metoda | Mez detekce | Skladovatelnost| Celkovy cas Shrnuti
ELISA 1000 pg/ml dlouhd 110 min. jednoduchost a nizké naklady
ECL 0,001 pg/ml dlouhs 30 min. nejcitlivéjsi a nejrychlejsi
metoda
CLIA 2,35 pg/ml dlouhd 60 min. alternativa k RIA
RIA 2,26 pg/ml kratka az stfedni 100 min. omezené pouZiti
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2.3.6 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC; Immunohistochemistry) je metoda vyuzivajici specifickou vazbu
protilatek na cilové antigeny v tkanovych fezech, ktera slouzi k detekci a lokalizaci konkrétnich
proteinti. Tato technika kombinuje principy imunologie (vazba antigen-protilatka) a histologie
(zachovani tkanového kontextu) a predstavuje klicovy néstroj moderni diagnostické patologie,
zejména v oblasti onkologie, neuropatologie, infek¢nich nemoci a vyzkumu bunécné
diferenciace (Ramos-Vara 2005). Tato technika je Siroce vyuzivana v diagnostické patologii,

vyzkumu i v predikci odpovédi na terapii, zejména v onkologii (Taylor et al. 2006).

Spravna ptiprava vzorku je kliCovym krokem v IHC. Tkéan¢ jsou nejCastéji fixovany
ve formaldehydu (nej€astéji 10% neutralnim pufrovaném formalinu) a zalévany do parafinu
(FFPE; Formalin-fixed, paraffin-embedded). Tato metoda zajist'uje stabilitu tkané a zachovani
morfologie. Fixace vSak muze vést k maskovani epitopli, coz vyzaduje nasledné provedeni
antigenni retrievace, tedy obnoveni antigenicity narusené fixaci. K tomu se vyuzivaji techniky
tepelné (napt. mikrovinné ¢i tlakové vateni v pufru) nebo enzymatické (napft. proteinaza K)

(Shi et al. 2011).

Hlavni princip IHC spociva ve vazbé primarni protilatky na cilovy antigen. K této primérni
protilaitce se nasledné pfipojuje sekundarni protilatka konjugovand s enzymem (napf.
peroxiddza nebo alkalicka fosfataza). Po aplikaci substratu vznika barevny produkt, ktery je
detekovatelny mikroskopicky. Alternativné lze pouzit fluorochromy pro fluorescenéni IHC
(Cattoretti et al. 1992) jako napiiklad fluorescein isothiokyanat (FITC; Fluorescein
isothiocyanate), ktery se vaze na aminové skupiny protilatek a je relativné fotolabilni (Brelje et
al. 1993) nebo tetramethylrhodamin (TRITC; Tetramethylrhodamine), jez se vyuziva hlavné
pro dvoubarevné znaeni s FITC (Wessendorf et al. 1992). Volba primarni protilatky a jeji
validace je kli¢ovym aspektem spravného ITHC. Musi byt zajiSténa specificita, senzitivita
a reprodukovatelnost. Kromé toho je diileZité optimalizovat fedéni protilatky, délku inkubace,

typ pufru, a metodu blokace nespecifické vazby (Cattoretti et al. 1992).

Pro vysokou kvalitu vysledkli pfi vyuziti fluorochromli je nutné také chranit vzorky
ptred svétlem béhem znaceni i skladovani, nebot’ jsou tyto latky citlivé na fotodegradaci, coz
vede ke ztraté signalu. Fixace vzorki (napf. 4 % paraformaldehydem) a propusténi (napt. Triton
X-100) musi byt optimalizovano pro zachovani antigenni integrity a umoZnéni priniku

znacenych protilatek (Wessendorf et al. 1992).
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Fluorescen¢ni THC s vyuzitim fluorochromti umoznuje detekci vice antigenli soucasné,
vysokou citlivost, a v kombinaci s pokrocilymi zobrazovacimi metodami (napt. konfokalni
mikroskopie) nabizi moznost kvantitativni 1 prostorové analyzy exprese proteinit (Panchuk-

Voloshina et al. 1999).

Existuji dvé hlavni metody detekce: nepfimd metoda (pouziti znacené sekundarni
protilatky) a polymerova metoda, kterd vyuziva polymerni komplexy nesouci vice enzymovych

molekul a protilatek, coz zvysuje citlivost této metody (Ramos-Vara 2005).

Vysledkem IHC je tkanové specifickd lokalizace barveného antigenu, kterou lze hodnotit
kvalitativné, semikvantitativné nebo pomoci digitalni obrazové analyzy. Interpretace vyzaduje
nejen znalost histologické struktury, ale také zkuSenosti s variabilitou exprese v rtuznych

biologickych kontextech (Taylor et al. 2006).

Na rozdil od sérového méfeni CEA, které mize byt ovlivnéno celkovym stavem pacienta
nebo pfitomnosti jinych onemocnéni, IHC pfinasi morfologicky kontext a umoziuje rozliseni
mezi benigni a maligni expresi. Je tak vyuzivana pfi diferencidlni diagnostice nejasnych
nadorovych 1ézi, napt. k odliSeni metastdz adenokarcinomt s pozitivni expresi CEA od jinych
typi nadortd, které CEA neexprimuji. To je zvlasté dilezité pfi urceni plivodu metastaz v jatrech

nebo plicich (Yan et al. 2014).

Imunohistochemie ma Siroké uplatnéni. V diagnostice nadori slouzi k urceni tkanového
ptuvodu, histologického typu, prognostickych a prediktivnich markerti (napi. HER2, Ki-67,
p53). V patologii infekci umoziuje vizualizaci patogeni piimo v infikovanych tkénich.
Ve vyzkumu se IHC vyuziva ke studiu exprese genti na urovni proteinu, bunécné signalizace

nebo tkdnové distribuce antigenti (Ramos-Vara 2005).

Vyhodou THC detekce CEA je jeji relativni jednoduchost, Sirokd dostupnost a moznost
lokalizace antigenu piimo v histologickém kontextu tkan¢. Nevyhodou muze byt variabilita
vysledkll v zavislosti na pouzité protilatce, fixaci vzorku a zkuSenostech patologa. Ptesto
zustava CEA jednim z nejcastéji vySetfovanych markeri v rutinni onkologické diagnostice, a to

nejen sérologicky, ale 1 pravé imunohistochemicky (Goldstein et al. 2005).
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3. CILE PRACE

1.

Prakticka ¢ast bude zamétena na detekci karcinoembryonalniho antigenu u nadorovych
bun¢k. V dil¢ich krocich se bude jednat o optimalizaci imunofluorescenéni metody
pro detekci karcinoembryondlniho antigenu.

Ziskand experimentalni data budou zpracovana a diskutovana. Vysledky prace se

nasledné€ porovnaji s vystupy jinych autorti.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomiicky a pristroje

e Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e  Bunécny CO> inkubator (Memmert, Némecko)

e Centrifuga (Hettich, Némecko)

e (Cytospiny (8jamkova skla pro bunécnou kultivaci) (SPL Life Sciences, Jizni Korea)
e Elektronické pipety (Eppendorf, Némecko)

e  Fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)
e Inkubator (Thermo Fischer Scientific, USA)

e Invertovany mikroskop (Carl Zeiss, Némecko)

e Kiryci sklicka (Hirschmann, Némecko)

e Kultivacni lahve (Thermo Fischer Scientific, USA)

e Laminarni box (ESCO, USA)

e Lednice s mrazdkem -20 °C (Liebherr, CR)

e  Mikrozkumavky; 0,5; 1,5; 2,5 a 5 ml (Eppendorf, Némecko)
e Pocitacka bun€k (Beckman Coulter, USA)

e Sérologické pipety (Jet Biofil, Cina)

e  Spotiebni material

o  Spicky (Eppendorf, Némecko)

e Vodni lazen (Thermo Fischer Scientific, USA)

e Vortex (Heidolph Instruments, Némecko)

Software

e ACD/ChemSketch, verze 12.01 (ACD/Labs, Kanada)
e  Microsoft Office Word a Excel (Microsoft, USA)
e Nikon NIS-Elements, verze 5.11.03 (Nikon, Japonsko)

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

e Anti-CEA (CD66¢) s Alexa Fluor 594 (Biotechne, USA)
e Anti-Cytokeratin 18 s Alexa Fluor 488 (Invitrogen, USA)

e Deionizovana voda
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e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose, DMEM (Sigma-Aldrich, USA)
e Faloidin-FITC (CssHsoN10O15S2; Thermo Fischer, USA)
e Fetalni bovinni sérum (Gibco, USA)

e Formaldehyd (CH2O; Erba Lachema, CR)

e GlutaMAX (Gibco, USA)

e HEPES pufrovaci roztok (Gibco USA)

e  Hoechst 33258 (C2sH27CI3N6sO; Merck, USA)

e Hovézi sérovy albumin, BSA (Merck, USA)

e L-Glutamin (CsH10N203; Gibco, USA)

e  Penicilin/Streptomycin (Gibco, USA)

e  Pyruvat sodny (C3H3zNaOs; Gibco, USA)

e  Triton X-100 (C14H220(C2H40O)n; Merck, USA)

4.3 Priprava roztoki

Pracovni roztok formaldehydu (3.7%):

Pro ptipravu pracovniho roztoku formaldehydu jsme pipetovali 200 pl 37% zésobniho roztoku
do 1800 pl DPBS pufru. Roztok jsme pied kazdym pouzitim piipravovali vzdy cerstvy

a k bunikdm ptidéavali temperovany na 37 °C.

Pracovni roztok tritonu X-100 (0,1%):

Pro ptipravu pracovniho roztoku tritonu X-100 jsme pipetovali 2 ul zasobniho roztoku (100%)

do 1998 pl fosfatového pufru. Roztok byl pfed kazdym méfenim pfipravovan Cerstvy.

Fosftatovy pufr (DPBS 1X):

1X DPBS pufr jsme pfipravili napipetovanim 5 ml zasobniho pufru DPBS (10X) do 45 ml

deionizované vody. Takto ptipraveny pufr byl skladovan v lednici pii 4 °C.

Pracovni roztok BSA (2.5%):

Pro piipravu 2,5% roztoku BSA jsme rozpustili navazku (m=0,025 g BSA) v 1 ml 1X DPBS

pufru. Roztok byl pted kazdym métfenim pfipravovan cerstvy.

Pracovni roztok anti-cytokeratinl 8 (1 ug/ml):

Pro ptipravu pracovniho roztoku anti-CK18 jsme pipetovali 1 pl zasobniho roztoku primarni

monoklonélni protilatky (500 pg/ml) do 499 pl DPBS 1X pufru. Zasobni roztok protilatky jsme
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skladovali v lednici pii 4 °C. Tento pracovni roztok jsme ptipravovali pfimo pfed pouzitim

a chrénili ho ptfed okolnim svétlem.

Pracovni roztok anti-CEACAMS5 (CD66e¢) (2 ug/ml):

Pro ptipravu pracovniho roztoku anti-CEACAMS jsme pipetovali 5 pl zadsobniho roztoku
primarni monoklondlni protilatky (200 pg/ml) do 495 ul DPBS 1X pufru. Zasobni roztok
protilatky byl skladovan v lednici pfi 4 °C. Pracovni roztok byl pfipravovan piimo

ptfed pouzitim a chranén pied okolnim svétlem.

Pracovni roztok faloidin—FITC:

Pro ptipravu pracovniho roztoku faloidin—FITC jsme pipetovali 1,5 pl zasobniho roztoku
faloidin—FITC (6,6 uM) do 998,5 ul DPBS 1X pufru. Roztok byl pfipravovan vzdy cerstvy

a skladovan ve tmé.

Pracovni roztok Hoechst 33258 (22 png/ml):

Pro pfipravu pracovniho roztoku Hoechst 33258 jsme pipetovali 2,2 pl zésobniho roztoku
Hoechst 33258 (1000 pg/ml) do 98 pul DPBS 1X pufru. Roztok byl pfipravovan vzdy cerstvy

a byl skladovan ve tmé.

4.4 Biologicky material
Komer¢ni bunéénd linie karcinomu zaludku N87 (CRL-5822, ATCC, USA). Pro vSechny
experimenty v praktické ¢asti jsme vyuzivali pro kultivaci téchto bunck specidlni plast

pro mikroskopii (cytospiny, tedy 8jamkova mikroskopické skla).

4.4.1 Kultivace bunécné linie N87

Bunécnou linii N87 jsme kultivovali v kompletnim kultivaénim médiu. Zakladni slozku
tvotilo médium DMEM o vysokém obsahu glukézy. Toto médium bylo obohaceno o 10% (v/v)
fetalni bovinni sérum, 10 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, penicilin 50 pg/ml a streptomycin
50 pg/ml.

Zacatkem kultivace jsme do kultivanich nadob nadavkovali takové mnoZstvi bun¢k, aby
finalni bunééna denzita v 10 ml kultivaéniho média ¢inila 1x10° bun&k. Samotna kultivace
probihala v kontrolovaném prostiedi pfi 37 °C ve vyhfivaném inkubdtoru se sloZenim
atmosféry 5 % CO2 a 95 % Oo. Intervaly vymény kultivacniho média za Cerstvé se pohybovaly
v rozmezi 48 nebo 72 hod. Intervaly pasdzovani byly zavislé na dosazeni 60% konfluence

kultivovanych bunék. Pomoci bunécéného analyzitoru (Beckman Coulter, USA) jsme
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pti kazdém pasazovani urcovali bunéénou denzitu a ziskané vysledky jsme pouzili pro potieby

dal$ich subkultivaci nebo néslednych bioanalytickych laboratornich méfeni.

4.5 Stanoveni vhodného redéni protilatek

Vizualizace molekuly CEACAMS se vyuzivd imunofluorescencni barveni s vyuZzitim
specifické primarni protilatky a fluorescenéné znacené sekundarni protilatky. Pro optimalizaci
vhodného titru priméarni protilatky proti molekule CEACAMS u bunék N87 jsme zvolili
koncentrace titru 1:125, 1:250, 1:500 a 1:1000.

V prvnim kroku jsme buniky fixovali s vyuzitim 3,7% formaldehydu (5 min; 37 °C, ve tmg).
Po uplynuti inkubace jsme buiiky permeabilizovali pomoci 0,1% roztoku Triton X-100 (15 min;
37 °C; ve tm¢). Nasledné jsme bunky promyli 1krat pomoci DPBS pufru (37 °C) a blokovali
jsme nespecifické vazby pomoci 100 ul BSA (2,5 %; 30 min; laboratorni teplota). Po inkubaci
bunck s bloka¢nim roztokem BSA jsme builkky promyli lkrat DPBS pufrem (37 °C).
V poslednim kroku jsme k buikdm do kazdé jamky pipetovali 100 pl anti-CEACAMS
protilatky v fedénich 1:125, 1:250, 1:500 a 1:1000 a nechali inkubovat 24 hod (4 °C, ve tm¢).
Po ukonceni inkubace jsme buiiky promyli 3krat DPBS pufrem (37 °C). Nasledné jsme
k buiikdm napipetovali 100 pL sekundarni protilatky (anti-IgG) a inkubovali 90 min (RT,
ve tm¢). Ruzny titr protilatek u bunék jsme pozorovali fluorescenénim mikroskopem (TRITC

filtr, 540/25 nm).

4.6 Detekce povrchovych markerd bunék

4.6.1 Cytokeratin 18

Cytokeratin 18 (CK18) je protein intermedidrniho vlakna ze skupiny cytokeratini kyselého
typu a je exprimovan piedev§im v jednovrstevnych nebo také ,,jednoduchych epitelialnich
tkanich a karcinomech rtizného ptivodu (Menz et al. 2021). Znamou funkci CK 18 je poskytovat
flexibilni intracelularni leseni, které strukturuje cytoplazmu, odoldva stresim ptlisobicim
na buniku zvenci a udrZzuje normalni mitochondrialni struktury. Protein CK18 je také dilezity
pro bunécné procesy, jako je apoptoéza, mitdéza, progrese bunééného cyklu a bunécna
signalizace. Kromé¢ toho je CK18 jiz mnoho let uznavan jako epitelidlni marker v diagnostické
histopatologii a ma dulezitou funkci v chovani naddorovych bunék (Weng et al. 2012). Obc¢asna

slaba pozitivita CK 18 je pozorovana az u 78,3 % typt karcinomt (Menz et al. 2021).

Pti detekci CK18 jsme v prvnim kroku buriky fixovali pomoci 3,7% formaldehydu (5 min;
37 °C, ve tm¢). Nasledné jsme buiiky permeabilizovali pomoci 0,1% roztoku Triton X-100 (15

min; 37 °C; ve tm¢&). Poté jsme bunky 1 krat promyli pufrem DPBS (37 °C) a blokovali jsme
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nespecifické vazby pomoci 100 pl BSA (2,5 %; 30 min; laboratorni teplota). Po blokaci
nespecifické vazby pomoci roztoku BSA jsme buiiky promyli 1krat DPBS pufrem (37 °C). Déle
jsme k buitkam do kazdé jamky pipetovali po 100 ul monoklonalni protilatky anti-CK18 (1
ug/ml). Bunky byly s protilatkou anti-CK18 inkubovany po dobu 24 hodin (4 °C; ve tm¢). Po
ukonceni inkubace jsme buniky promyli 3krat DPBS pufrem (37 °C). Nésledn€ jsme k buitkdm
napipetovali 100 pL sekundéarni protilatky (anti-IgG) a inkubovali 90 min (RT, ve tmg).
Pfitomnost cytokeratinu 18 u bunék jsme pozorovali s vyuzitim fluorescen¢niho mikroskopu

(FITC filtr, 480/30 nm).

4.6.2 Karcinoembryonalni antigen

Proteiny, které spadaji do skupiny CEA jsou vysoce glykosylované kyselé¢ glykoproteiny
a nachazeji se na povrchu bunénych membran. Podili se pfedev§im na bunééné adhezi
a fyziologicky se tvofi pfedevs§im béhem vyvoje plodu v prenatalnim obdobi. (Grunnet et al.
2012). Po této fazi jsou nizké hladiny CEA povazovany za fyziologické, zatimco zvySené
koncentrace jsou spojeny s fadou benignich i malignich patologii. Bylo zjiSténo, ze CEA
prispiva ke karcinogenezi, metastazovani a rezistenci na 1écbu. Proto se jeho koncentrace v séru
Siroce pouziva v onkologii pro progndzu, sledovani onemocnéni a detekci recidivy, a to
1 pfes jeho omezenou senzitivitu a specificitu, které mu brani slouzit jako samostatny
diagnosticky nastroj. ZvySené sérové hladiny CEA jsou spojeny s hor$imi vysledky u rakoviny
plic, jater, prsu, tlustého stfeva a slinivky bfiSni (Niedzielska et al. 2025).

Pti detekci CEACAMS jsme v prvnim kroku buiiky fixovali pomoci 3,7% formaldehydu (5
min; 37 °C, ve tmé&). Nasledné jsme buiiky permeabilizovali pomoci 0,1% roztoku Triton X—
100 (15 min; 37 °C; ve tmé¢). Poté jsme buiiky 1krat promyli pufrem DPBS (37 °C) a blokovali
jsme nespecifické vazby pomoci 100 ul BSA (2,5 %; 30 min; laboratorni teplota). Po blokaci
nespecifické vazby pomoci roztoku BSA jsme buiiky promyli 1krat DPBS pufrem (37 °C). Dale
jsme k buiikkdm do kazdé jamky pipetovali po 100 pul monoklonalni protilatky anti-CEACAMS
(1:250). Buniky byly s protilatkou anti-CEACAMS inkubovany po dobu 24 hodin (4 °C;
ve tmé&). Po ukonceni inkubace jsme buiiky promyli 3krat DPBS pufrem (37 °C). Nésledné jsme
k bunikdm napipetovali 100 pL sekundarni protilatky (anti-IgG) a inkubovali 90 min (RT,
ve tmg). Pfitomnost CEACAMS u bunék jsme pozorovali s vyuZitim fluorescenéniho

mikroskopu (TRITC filtr, 540/25 nm).
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4.7 Vizualizace bunécné morfologie

4.7.1 Vizualizace aktinovych vliken cytoskeletu

Aktin, jeden z nejhojnéji zastoupenych proteinii v eukaryotnich bunikach. Ma zéasadni
vyznam v ruznych bunéénych procesech, véetné regulace bunééné pohyblivosti, udrzovani
bunécné morfologie, bunééného déleni, regulace transkripce, endocytdézy a udrzovani tvaru
eukaryotickych bunék (Huang et al. 2025, Gunasekara et al. 2024). Faloidin je heptapeptid
ziskany z jedovaté houby Amanita phalloides. Tento heptapeptid se s vysokou specifitou vaze
na F-aktin a zabranuje filamentové depolymerizaci. Vyuziti faloidinu je obvykle vymezeno jen
na pouziti ve fixovanych butikach kvili toxicite zpiisobené jeho stabilizaci aktinovych filament
a faktu, Ze neni propustny pro bunééné membrany (Mazloom-Farsibaf et al. 2021).

V prvnim kroku jsme buiiky fixovali pfidanim 200 pl 3,7% formaldehydu (5 min; 37 °C;
ve tm¢), nasledné jsme bunky permeabilizovali 200 ul 0,1 % roztoku Triton X-100 (15 min; 37
°C; ve tm¢). Poté jsme buniky promyli 1krat DPBS pufrem (37 °C) a k bunikdm pipetovali 100
ul fluorescenéni sondy faloidin-FITC a inkubovali 40 min (laboratorni teplota). Po uplynuti
inkubace jsme jednotlivé jamky cytospinu promyli 3krat pomoci DPBS pufru (37 °C), ptilozili
kryci sklicko a vizualizovali aktinova vldkna s vyuzitim fluorescen¢ni mikroskopie (FITC filtr,

480/30 nm).

4.7.2 Vizualizace bunécnych jader

Mezi nejpouzivangjsi fluorescencni barviva pro barveni jader bunck patii DAPI, DIPI,
Hoechst 33258, 33342. Uvadi se, Ze barvivo Hoechst 33342 je oblibengjsi pro svou vétsi
propustnost bunéénych membran ve srovndni s barvivem Hoechst 33258 ale zaroven zhruba
Ctytikrat draz8i (Majumdar et al. 2020). Barviva Hoechst jsou Siroce pouZzivana pro barveni
protoplastli, znaCeni DNA a suspenznich bunéénych kultur, diky tomu umoZiiuji snadnou
vizualizaci jadra a chromozomu. Po excitaci UV svétlem (pfiblizné 360 nm) vyzatuje barvivo
Hoechst modré svétlo Sirokého spektra v oblasti kolem 460 nm. Jednoduchost a cenova
vyhodnost DAPI a Hoechstu zpiisobuji, Ze jsou vyuzivany pievazné jako modré fluorescenéni
barvivo specifické pro DNA, ackoli Hoechst se pouziva pfednostné kvili vy$si propustnosti
membranou bunék a nizsi cytotoxicité. Pomoci navazani této latky do oblasti DNA, které jsou
bohaté na adenin a thymin se u téchto molekul fluorescence vyrazné zvysi (Majumdar et al.
2020, Bucevicius et al. 2018).

V naSich experimentech jsme pouzivali sondu Hoechst 33258, kterou jsme piidavali

v objemu 10 pl (22 pg/ml) ke 100 pl média s buitkami. Po 10minutové inkubaci (laboratorni
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teplota) jsme bunky 3krat promyli DPBS pufrem (37 °C) a pozorovali je s pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu (DAPI filtr, 375/28 nm).

5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace titru primarni protilatky

Pro optimalizaci vizualizace molekuly CEACAMS na buné¢né linii N87 jsme titr primarni
protilatky stanovili v rozmezi 1:125-1:1000. Detekovana fluorescence molekuly CEACAMS
byla zavisla na koncentraci primdrni protilatky. Jak je z vysledki patrné (Obrazek 4),

nejintenzivngj$i fluorescence molekuly CEACAMS byla detekovana pii fedéni primdrni

Obrazek 4. Optimalizace koncentrace primarni protiliatky proti CEACAMS u bunék N87. Titr
priméarni protilatky: 1:125, 1:250, 1:500 a 1:1000, faizovy kontrast; fluorescence (Aexem = 540/25
nm); zvétSeni 200x; méritko 100 pm.

47



Experimentalni cast

protilatky 1:125, nejslabsi pti tfedéni 1:1000. Vzhledem ke skutecnosti, ze intenzita
fluorescenc¢niho signalu pii fedéni 1:125 byla srovnatelnd s fedénim 1:250 bylo fedéni primarni
protilatky 1:250 (modfe oznacené na Obrazku 4), pouzito pro dalsi experimenty. V jiné praci
byly vyuzity koncentrace anti-CEACAMS napftiklad v rozmezich 1:10-1:50 (Albanopoulos et
al. 2000), z divodu znacné kratsi doby inkubace a vyuziti jiné detekéni metody. U dalSich
védeckych pokust byli vyuzivany jiné bunécéné linie, naptiklad bunééna linie COLM-2 (Ito et
al. 2002), buitkky medularniho karcinomu stitné zlazy (Blumenthal et al. 2008) nebo buiiky
z adenokarcinomu lidského tlustého stfeva (Gold et al. 1965).

5.2 Detekce vybranych povrchovych markeri

V druhém useku praktické casti jsme detekovali povrchové markery bunék N87. Nami
vybranymi povrchovymi markery byli konkrétné cytokeratin 18 a karcinoembryonalni antigen,
v pracich jinych autord byly také vyuzity linie MKN-45 a MKN-74 (Takaishi et al. 2009) a byly
navic zjiStovany dalsi povrchové nadorové markery jako naptiklad CD44, CD24 (Takaishi et
al. 2009) ¢i CD90 (Shu et al. 2019), které se vyuzivaji k identifikaci bunék a nadord.
Detekovana fluorescence cytokeratinu 18 byla vyrazné zelené barvy a byla zfeteln¢ viditelna
v bunéénych oblastech bohatych na cytoplazmu. Pro detekci karcinoembryonalniho antigenu

jsme vyuzili titr primérni protilatky z prvniho optimaliza¢niho Gseku praktické ¢asti.

Intenzita fluorescence CK18 nam potvrdila epitelialni pivod nami vyuZivanych bungk,

jelikoz CK18 je markerem epitelidlniho piivodu bunék. Intenzita fluorescence CEACAMS

Fazovy kontrast CEA, CK18 Bunécna jadra
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Obrazek 5. Detekce povrchovych markeru CEA a CK18 u bunék N 87. Zobrazeni CEA, CK18 a
bunéénych jader, fazovy kontrast; fluorescence (Aexvem = 540/25 nm); fluorescence (heyem = 480/30
nm); fluorescence (Agxvem = 375/28 nm); zvétSeni 200x; méritko 100 pm.
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potvrdila vyskyt této molekuly na povrchu vyuzivanych bunék. Dodatecné jsme vizualizovali
bunécnd jadra, kterd jsou reprezentovana modrou fluorescenci sondy Hoechst 33258 uvnitt

bunék (Obrazek 5).

5.3 Vizualizace cytoskeletu a jader bunék

V poslednim useku praktické ¢asti jsme vizualizovali morfologii bunééné gastrické linie
N87, pomoci obarveni bunéfnych jader a aktinovych vldken cytoskeletu, které maji
fyziologicky kompaktni tvar a na zaklad¢ vysledki, je zfejmé, ze buiiky jsou kompaktni
a nejsou poskozeny (Obrazek 6). Derivaty faloidinu byli vyuzity i v jinych experimentéalnich
pracich pro zobrazeni aktinovych vladken (Belin et al. 2013, Schrdder et al. 2023). Pro oznaceni
jader bunék v dalSich védeckych pokusech uplatnili autofi ale i dalsi chromofory naptiklad
ALEXA 488 (Kues et al. 2001) nebo DAPI (Sun et al. 2017). Pro zobrazeni buné¢nych struktur
¢1 integrity bun¢k, pfevazné z diivodu testovani cytotoxicity, byli vyuzity rizné bunécné linie
jako NCI-H660, (Albanopoulos et al. 2000), proto byli ale zvoleny jiné metody vizualizace
¢i detekce jako naptiklad ELISA (Baek et al. 2022), pratokova cytometrie (Albanopoulos et al.
2000) ¢i imunoelektroforéza (Gold et al. 1965) a tim padem i jiné postupy.

Fazovy kontrast Aktinova vlakna Bunécna jadra

- \ S\

Obrazek 6. Vizualizace aktinovych vlaken a bunéénych jader linie N87. Fazovy kontrast;
fluorescence (Agxvem = 540/25 nm); fluorescence (Aexem = 480/30 nm); fluorescence (Aexem =
375/28 nm); zvétseni 200x; méfitko 100 pm.
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6. ZAVER

Bakalatska prace se zabyva rodinou karcinoembryonalnich antigenti, konkrétné skupinou
CEACAM, kde hlavnim vyuzivanym ¢lenem této skupiny je CEACAMS neboli také CEA,
slouzici spole¢né s dalSimi vybranymi antigeny k screeningu karcinomi, predikci vysledkt

operativnich zakrokt, potencialni naslednou 1écbu ¢i recidivu t€chto onemocnéni.

Teoreticka ¢ast popisuje skupinu karcinoembryondlnich antigenii obecné, jejich genetickou
expresi a vyuziti v klinické praxi. Mimoto blize specifikuje fyziologickou funkci, strukturu
a vlastnosti skupiny CEACAM, coz jsou glykované glykoproteiny ukotvené na membrané
v klinické a experimentalni praxi CEACAMI1, CEACAMS a CEACAMS6. Koncem této Casti
jsou vypsany nejb&znéjsi metody detekce karcinoembryondlnich antigenti, spolecné s jejich

charakterizaci.

V experimentalni ¢asti byl nejprve otestovan, pomoci dvojkové fady fedéni, a stanoven
vhodny titr primarnich protilatek anti-CEACAMS, ktery byl nasledné uplatnén v nasledujicim
kroku pti detekci povrchovych markerii imunofluorescenéni metodou. Na zavér byla

znazornéna vnitini struktura bun¢k bunééné linie N87, které jsme vyuzivali v této praci.

Z vysledku této prace lze odvodit, Ze vhodnym titrem primarni protilatky anti-CEACAMS
u bunécné linie N87 za pouziti imunofluorescencni metody je 1:250. Na povrchu této gastrické

bunééné linie lze také detekovat biomarkery jako naptiklad CEACAMS &1 CK18.

Detekce klinickych biomarkeri jako jsou karcinoembryondlni antigeny piedstavuje
jednodussi a v€asnou diagnostiku karcinomi v ranném stadiu, kdy je 1écba nejvice ucinna.
Zaroven mohou tyto proteiny ve vzajemnych kombinacich odlisit typy naddort, ¢imz poskytuji
ptresnéjsi diagnézu a mohou tim padem zjednodusit vybér cilené 1écby a nasledné sledovani

ucinnosti 1écby.
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