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Anotace

Teoreticka ¢ast této prace je zaméfena na patogenezi onemocnéni mnohocetny myelom. Prace
popisuje fenomén tvorby autoprotildtek v rdmci pfirozené imunity s bliz§im zaméfenim na
problematiku urceni vlastnosti a funkce protilatek v souvislostech s povahou onemocnéni.
V experimentalni ¢asti je prace vénovana metodice sérologické analyzy proteomu (SERPA) pro
diagnosticky screening autoprotilatek u pacientli s mnohocetnym myelomem od doby stanoveni
diagnozy az po dosazeni remise. Metodou SERPA je posuzovana imunoreaktivita pacientskych

sér a vyznam nalézanych skvrn s bliz§im zaméfenim na nalezy protilatek proti proteinu enolaza

(ENO).

Kli¢ova slova

Mnohocetny myelom, protinddorova imunita, pfirozené autoprotilatky, enoldza, sérologicka

analyza proteomu

Title

Detection of autoantibodies in the serum of patients with multiple myeloma in remission.

Annotation

The theoretical part of this thesis is focused on the pathogenesis of multiple myeloma.
It describes the phenomenon of autoantibody formation in innate immunity with a closer focus
on the issue of determining the proberte and function of antibodies in relation to the nature of
the disease. The experimental part is devoted to the methodology of serological analysis of
proteome (SERPA) for diagnostic screening of autoantibodies in patients with multiple
myeloma from the time of diagnosis to remission. Based od the used method SERPA is
discussed revealed immunoreactivity of patient sera and the significance of the found spots with
a closer focus on antibodies against protein enolase (ENO).
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Uvod

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejCastéjsi pri¢inou umrti. Mnohocetny myelom je druhé
nejéastéjdi hematoonkologické onemocnéni v Ceské republice. Zasahuje do fungovéni
imunitniho systému a ochromuje jej Gtlakem kostni dfené. Na pfitomnost myelomovych bunck
reaguje organizmus imunitni odpovédi v zavislosti na jejich rozpoznavani. Mechanizmy
protinadorové imunity funguji na principech protizdnétlivého ptisobeni a aktivace cytotoxickych
T lymfocytl, ale 1 tvorbou tzv. pfirozenych (auto)protilatek. Mnohé védecké studie se zabyvaji
tvorbou hypotéz a vySetfovanim piirozenych autoprotilatek u nadora s cile odhalit skutecnost,
zda jsou schopny piispivat K protinadorové imunitni odpovédi nebo dokonce cilit proti
strukturdm na nadorovych buiikéch. V nynéjs$i dobé existuje mnoho rozlicnych védeckych
hypotéz ohledné role, Gcelu a specifité¢ nalézanych protilatek a jejich potencialu diagnosticky

vyznamnych biomarkert.

Jednim z faktord, jenz je nutné pii vySetfovani protilatek zohlediovat, je vliv
farmakoterapeutické strategie a transplantace hematopoetickych kmenovych bungk, které a¢ maji
vysokou prospéSnost na zlepSeni progndzy, ovliviiuji proteomicky profil kostni diené
I nadorového mikroprostiedi, coz miize kompromitovat moznost monitorovat vyskyt ptirozenych

autoprotilatek.

Cilem moderni onkologie je Casné odhalovani nadorti a cilend terapie. Kazdoro¢né jsou
publikovany nové védecké studie, které se snaZi upfesnit informace ohledné etiologie
onemocnéni mnohocetny myelom. V roce 2021 tym Yamamoto a spol. ptedlozili hypotézu, ktera
doklada, ze pivod onemocnéni je v selhavani lymfocytarni frakce v kostni dieni a navrhli
imunoterapeuticky pfistup s cilenym posilenim protinadorové imunity [1].

Vyvoj novych diagnostickych metod pro odhalovani nadorovych antigenli a pfirozenych
autoprotilatek proti nim namifenych napomahd k optimalizaci imunoterapeutickych pfistupi.
Moderni terapeutické piistupy vyuzivaji monoklonalni protilatky nebo upravené T lymfocytarni

receptory (TCR) upravené pro zacileni struktur na nddorovych bunkéch.

15



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Charakteristika onemocnéni mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je maligni onemocnéni, které je fazeno mezi hematoonkologicka
onemocnéni. Prevalence je 1,5 % ze vSech nadorovych onemocnéni, mezi hematoonkologickymi
onemocnénimi je onemocnéni zastoupeno z 10 % [2]. Jedna se o lymfoproliferativni onemocnéni,
které postihuje plazmatické bunky. Pfi¢inou rozvoje onemocnéni je nekontrolovatelna proliferace
jednoho ¢i vice klontt B lymfocytarnich bun€k v termindlnim stadiu vyzravani. Pti proliferaci
jednoho klonu B lymfocytarnich bun¢k s produkci patologickych protilatek je onemocnéni
nazyvano plazmocytom. [3]. Pokud pochazi monoklonalni proliferace z vice néz jednoho
buné&¢nych klont onemocnéni je nazyvano mnohocetny myelom [4]. Produktem proliferace
maligné transformovanych B lymfocytl jsou maligni plazmatické buiky (téZz plazmocyty nebo
myelomové buiky) [5]. Maligni transformace je neznamé etiologie. Dle WHO (Svétova
zdravotnické organizace, z angl. ,, World Health Organisation®) je mnohoc¢etny myelom klinickou

jednotkou, ktera odpovida morfologicky onemocnéni s nazvem plazmocelularni myelom [6].

Prevalence nové diagnostikovanych pacientt ¢ini kazdy rok ptiblizn€ 115 000 piipada (ve svéte).
Incidence tohoto onemocnéni v CR je 2,65 ptipadti na 100 tisic obyvatel, incidence na 100 tisic
obyvatel ¢ini 15,57 piipadd nad 75 let [7]. MnohoCetnym myelomem trpi Castéji muzi,
Afroameri¢ané a z hlediska véku lidé star$i 45 let [3]. Praimérny veék nemocnych je 75 let nebo
vyssi [7].

Pravdépodobnost onemocnéni mnohocetnym myelomem je prokazatelné zvySena u pacientl
s genetickymi abnormalitami [8] jako jsou: translokace na chromozomu 14, hyperploidie, delece

celého nebo ¢asti chromozomu 13 aj., rizikem je také napt. mutace v genu pro protein p53 [9].

V pozdéjsich fazich onemocnéni se objevuji typické osteolytické zmény skeletu. U pacientl je
pozorovano zvySené odbouravani kostni hmoty, coz mize vést ke spontannim patologickym
zlomeninam. Takovy stav je zpisoben hromadénim malignich plazmatickych bunék v kostni
dfeni, které vytlacuji normalni populaci plazmatickych bunck a naruSuji obnovu kostni tkang.
Myelomové buniky mohou aktivovat i dalsi bunééné mechanizmy vedouci k odbouravani kostni

hmoty. [6]
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Normalni plazmatické bunky hraji dulezitou roli v boji s infekénimi agens, jejich pokles
v disledku MM vede i K naruseni spravnych funkci imunitniho systému. Maligni plazmatické
bunky navic produkuji monoklonalni imunoglobulin, tzv. M-komponentu téz M-protein (viz
Obrazek ¢. 1) [10].

normalni

g W prolil«'itk’y Q @
.7 s r o s S
\ kostni dief . N 0 o ¢ '
d 47 abnormalni ¢ O : Y
| plazmatické 3 \/
s

normalni buiiky
plazmatické buiiky

abnormalni protilatky
(M-protein)

klonalni expanze

Obrazek ¢. 1 - Klonalni expanze plazmatickych bunék (prevzato a upraveno dle [11])

Patologické monoklonalni protilatky s neznamou specifitou nemaji v téle uréenou funkcionalitu
a podporuji rozvoj nadorového onemocnéni, organova posSkozeni (nejcastéji ledvin), destrukci
kostni tkan¢ a snizeni imunitnich funkci. Plazmocyty pfispivaji 1 K patologické produkci

cytokint, a to u kazdého ptipadu individualné (heterogenita symptomtt). [10]

Na Obrazku €. 2 je zndzornén mozny pribéh onemocnéni MM. Onemocnéni Ize rozdélit na tfi
obdobi. V asymptomatickém obdobi je stanovena diagnéza MGUS (monoklonalni gamapatie
nejasného/neurc¢en¢ho vyznamu, z angl. ,,Monoclonal Gamapathy of Unknown Significance®).
nebo SM (doutnajici myelom, z angl. ,,Smoldering Myeloma“). Po vySetteni nasleduje stanoveni
diagnézy MM a zah4jeni 1écby (symptomatické obdobi). V remisi mliZe pacient setrvat mésice
i roky, po néjaké dob¢ zpravidla nastava obdobi relapst, kdy se onemocnéni vraci. [12]

Vyhodou je, ze zahdjeni opakované 1€¢by je rychlé a pokud je u¢inna, op€t nastava remise. Pokud
se vyskytne nedostatecna odpovidavost na 1€cbu nebo rezistence trvajici déle nez 60 dni, hrozi

tzv. reminentni relaps a transformace do refrakterntho MM nebo dokonce plazmocelularni

leukemie. Tato stadia MM jsou témér nelécitelna a terminalni. [13]
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SYMTPOMATICKE OBDOBI STRIDANi RELAPSU A REMISE REFRAKTERNi OBDOBI
o
=
3
0
=
o
kY bez odpovédi na lécbu za
g poslednich 60 dni
o
[T
2
E
b
o
E
L Ié¢ba 1&2ba
// //
M !
¢as (mésice, roky)
1. klondIni expanze plazmatickych bunék
2. pocatedni projevy onemocnéni (Ize diagnostikovat MGUS nebo SM)
3. diagnostika mnohocetného myelomu, zahdjeni 1écby
4. dosaZeni kompletni remise
5. znovuvzplanuti onemocnéni — relaps a op&tovné zahdjeni 1é€by (relabujici mnohofetny myelom)
6. dosaZeni kompletni remise
7. znovuvzplanuti onemocnéni — relaps, zahdjeni [écby
8. pFechod do refrakterniho onemocnéni, kdy je pacient rezistentni k terapii (refrakternf
mnohocetny myelom), miZe dojit aZ do nejagresivnéjsi formy - sekunddrni plazmoceluldrni
leukemie

Obrazek ¢. 2 - Dynamika pritbéhu onemocnéni mnohocetnym onemocnénim (upraveno dle [14])

1.1.1 Symptomy

Mnohocetny myelom je onemocnéni, které je kvili vysoké heterogenité piiznakd obtizné
rozpoznat jen dle prvnich projevi. Nasledujici tabulka (Tabulka ¢. 1) poskytuje zakladni piehled.
Dle osobni a rodinné anamnézy lékai usoudi, ze se muZe jednat o hematoonkologické

onemocnéni a dle toho je sestaven vySetfovaci algoritmus.

Prvnimi pfiznaky jsou: dlouhodoba tinava, malatnost, opakované infekce, dlouhodoba bolestivost
kloubii/zad, bolesti hlavy, febrilie/subfebrilie, no¢ni poceni, bledost kiize/sliznic, nevolnost,
bolesti bfisSni dutiny nebo =zad, vyS$8i krvacivost, hubnuti, neuropatie, ischemii,

hepato/splenomegalie, otoky a jiné pfidruzené komplikace. [15]

Utlak normalni krvetvorby v kostni dfeni vede k typickym p¥iznakiim jako jsou: anémie, zvysena
krvacivost, snizena obranyschopnost, organové poskozeni, poskozeni kosti [16]. Etiologie
onemocnéni je doposud neznama, odhaleni pfi¢iny navic komplikuje vysoka heterogenita
onemocnéni, tedy kazdy jednotlivy pfipad mlze byt odliSny v projevech, patogenezi a mize
vyzadovat odli$nou terapii [3].
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Podezieni na MM zahrnuje pét kritérii:

= Projevy oslabené imunity.

= Trvale vysoka sedimentace erytrocyti, zvySené celkové mnozstvi bilkovin v Krvi.

= Kilidové, no¢ni bolesti patete ¢i jinych ¢asti skeletu, trvajici vice nez 1 mésic z neznamych
pti¢in, znamky komprese michy a mi$nich kofend (osteoporoza).

= Renalni insuficience (vzestup kreatininu, proteinurie, nefroticky syndrom).

= Hyperkalcemie (polyurie, dehydratace, nevolnost). [17]

Tabulka ¢. 1 - Prehled hlavnich klinickych priznakii (prrevzato a upraveno dle [7], [16])
Symptom Pricina Projevy a disledky

- difazni nebo loziskova osteolyza
Bolesti kosti osteolyza - bolesti bederni patete, az kompresivni fraktury

- hyperkalcemie

mechanicky utlak krvetvorby pancytopenie

Anémie

myelomovymi buiikami a vliv jimi | - trombocytopenie

produkovanych cytokint - leukopenie
Poruchy adheze lehkych fetézcti na povrch - trombocytopatie, zvySend agregace trombocytl
hemostazy trombocytt (hrozi zvySena krvacivost/srazeni)

vysoka koncentrace ]
- hypervizkézni syndrom
. . monoklonalniho imunoglobulinu L
Hyperviskozita ) - fundus paraproteinemicus — zmény o¢niho
IgM v krvi (pfipadné fetézeni
. i pozadi
imunoglobulini IgA-1gG)

) - snizend produkce polyklonalnich funkénich
imunosuprese B lymfocytarniho

Infekce imunoglobulint
puvodu, pozdé&ji i poruchy T

(opakujici se) ) ) - lze fesit ockovanim proti infekénim agens
lymfocytarni imunity

a podavanim imunoglobulint

monoklonalni imunoglobulin
Polyneuropatie zpusobujici polyneuropatii - postih motorickych vlaken je vzacnym jevem

senzitivnich vlaken

- moc: tubularni valce, zvysené koncentrace
bilkoviny (poskozeni tubult)

. monoklonélni lehké fetézce .
Nefropatie - ,,myelomova ledvina®“ vedouci az k rendlni

prochazejici glomerul S
el 4 insuficienci (MGRS*)
- - lécba dialyzou/transplantaci

*MGRS - monoklonalni gamapatie renalniho vyznamu (z angl. ,,Monoclonal Gammopathy of Renal Significance*)
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1.1.2 Laboratorni diagnostika

Onemocnéni je mnohdy objeveno nahodné, napf. pfi preventivnim vysetfeni béhem fyzikalniho
vySetieni nebo pii vySetieni krevniho obrazu [15]. Pfehled laboratornich nalezti u MM poskytuje
Obrézek €. 3.

Biochemicka a imunochemicka vyS$etfeni

Vysetteni kompletniho krevniho obrazu véetné vysetfeni retikulocyti se u MM vyznacuje témito
nalezy: anemicky obraz, trombocytopenie, leukopenie, pancytopenie). Z pocatku jsou nejvice
signifikantni néalezy zvySeného mnozstvi bilkovin v krvi a zvysena sedimentace erytrocytl
zapri¢inéna jevem zvanym rouleaux, tzv. ,penizkovaténi (z nadmérné lepivosti), jez vede
k podezieni na hypervizkdzni syndrom [18].V ramci biochemického vySetieni jsou stanoveny
tyto faktory: sérova hladina mocoviny, albuminu, kyseliny mocové, kreatininu a elektrolyti (Ca,
Na, K, P, Cl), a to pfedevsim vapniku (nalez hyperkalcémie). Pfi nalezech mimo referen¢ni
rozmezi je dale provedena elektroforéza bilkovin ze séra, kvantitativni vySetieni imunoglobulint
IgM, IgG, IgA (nalez paraproteinu) a vySetieni lehkych fetézcl v moci na ptitomnost Bence-

Jonesovy bilkoviny (metoda imunofixace) [19].

Cytologické vySetieni

Pti nalezu monoklonalni gamapatie ptechozimi vySetfenimi je dale piistoupeno k vysetfeni kostni
diené. Je odebran aspirat kostni diené, ve kterém se pii MM naléza zvySené mnozstvi
plazmatickych bungk, které se shlukuji. U plazmatickych bunék je pozorovana zména
perinuklearniho prisvitu, kondenzace chromatinu (heterogenné rozptyleny), chybi radidlni
uspotadani bilkovin jadra, mohou se vyskytovat vybézky cytoplazmy (viz Obrazek ¢. 3) [20].
Pacient muze byt dale odesilan na cytogenetické vySetfeni (FISH — fluorescenéni in situ
hybridizace) pro vyseteni vyskytu genetickych abnormalit nebo na konfirmaéni vysetieni, které

zahrnuje trepanobiopsii kostni dfené (cytohistologické vysetieni) [21].

Zobrazovaci metody

Konvencni scintigrafie vyuZivajici rentgenové vySetieni (RTG) cytoskeletu je zndma jako
nedostacujici pro vySetfeni postizeni skeletu u MM, proto je vhodnégjsi vyuzivat citlivéjSich
zobrazovacich metod [3], kterymi jsou napi. nuklearni magneticka rezonance (NMR) ¢i
radioizotopové vysetieni BFDG-PET/CT (pozitronova emisni tomografie/pocita¢ova tomografie
se znacenym izotopem fluorodeoxyglukoézy). V rutinni praxi vSak neni tomografické vySetieni

bézné provadéno vzhledem k vysokym nakladim [22].
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Standardni RTG vySetieni by mélo zahrnovat vysetieni skeletu véetné lateralniho a ptedozadniho
zobrazeni kréni, hrudni a bederni patete, lebky, panve, kosti stehennich a hrudniku. VySetteni za
pomoci NMR je vhodné pfedevs§im pro vylouceni podezieni na kompresi miSnich nervii a kofent
[23]. Vysetteni pomoci pocitatové tomografie umoziiuje zobrazit i extramedularni poskozeni
a v kombinaci s PET lze rozpoznat ¢asna kostni loZiska (tzv. néma) i jind mimokostni poskozeni.
S vyuzitim radioizotopového znaceni lze citlivost vySetfeni skeletu mnohondsobné navysit

(porovnani na Obrazku ¢. 3) [19].
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Obrazek ¢. 3 - Prehled laboratornich vySetreni a jeho ndlezy (prrevzato a upraveno dle [20], [21], [23])
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1.1.3 Diferencialni diagnostika

Laboratorni nalezy nemuseji v nékterych piipadech vést k jasné diagndze. Mezi monoklonalni
gamapatii a mnohocCetnym myelomem je pfechodova hranice. Z toho diivodu byla sestavena
hlavni a roz$ifena diagnosticka kritéria dle Durieho a Salmona, ktera jsou v praxi stale nejvice

vyuzivana (viz Tabulka ¢. 2). [15], [24]

Pro stanoveni diagndzy MM je vyzadovano splnéni vSech tfi hlavnich kritérii. Pro urceni stadia
MM jsou vyuzivana rozsifena diagnosticka kritéria dle Durieho a Salmona, ktera zahrnuji stadia
1 subtypy onemocnéni (znacenO pismeny). Stadium I zahrnuje vSechna diagnostickd kritéria
uvedena v Tabulce ¢. 2. Stadium | je MGUS, v pfipad¢ stanoveni IA se jedna o doutnajici nebo
indolentni myelom, v pfipad¢ IB stadia se jednd o mnohocetny myelom S fokalnimi 1ézemi.
Stadium II je pfechodové stadium mezi jednotlivymi formami. Stadium 111 zahrnuje subtypy 1A

a llIB, jedna se o MM s nalezem vice jak 20 fokalnich 1ézi se zavaznym postizenim skeletu. [24]

Tabulka ¢. 2 - Diagnosticka kritéria dle Durieho a Salmona [24]

Pfitomnost monoklondlnich plazmatickych bun¢k v kostni dieni > 10 %

a/nebo nalez plazmocytomu potvrzeny biopsii

Pfitomnost monoklonalniho proteinu v séru a/nebo v moc¢i (sekretor) *
2. | (pokud chybi M-protein jedna se o tzv. non-sekretora, nalez monoklonalnich

plazmatickych bunék v kostni dfeni > 30 % a/nebo nélez plazmocytomu potvrzeny biopsii)

Jedna a vice organovych dysfunkci souvisejicich s myelomovym onemocnénim
a. C (Calcium) = hyperkalcemie (v séru > 10,5 mg/l nebo vyssi hladina vapniku
nez je bézné u daného jedince),

b. R (Renal) = renalni insuficience (sérovy kreatinin > 2 mg/dl)
c. A (Anemia) = hemoglobin < 10 g/dl (nebo o 2 g/dl méné nez je bézné u daného jedince)
d. B (Bone) = osteolytické 1éze nebo osteopordza

* stadium 1B, 1, Il A/B; stadium IA se vyviji do doutnajiciho myelomu
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Monoklonalni gamapatie jsou déleny na benigni (MGUS) a maligni monoklonéalni gamapatie,
kam jsou fazeny: mnohocetny myelom (a jeho variantni formy - doutnajici myelom, indolentni
myelom, asymptomaticky myelom, nesekretorsky myelom, solitarni kostni plazmocytom,
osteoskleroticky myelom a plazmocelularni leukemie aj.), primarni amyloidéza (nemoc lehkych
fetézct), Waldenstromova makroglobulinémie, POEMS syndrom a MGRS syndrom. N¢které
vybrané formy budou blize popsany. Algoritmus diferencidlni diagnostiky MM je priblizen na

Obrazku ¢. 4. [25]

Monoklonalni gamapatie nejasného puvodu (MGUS)

MGUS je stav charakterizovany nalezem monoklonalniho imunoglobulinu v séru ¢i v moci.
Takovy ndlez je béZné pfitomny u vice nez 3 % osob starSich 50 let. Soucasny vyskyt zvySeni
jednoho typu lehkého fetézce (kappa, lambda) se vyskytuje u méné nez 1 % osob starsich 50 let
[25]. Nalezy vedouci ke stanoveni MGUS: hladina monoklonalniho imunoglobulinu < 30 g/I,
pfitomnost monoklonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni < 10 %, bez znamek
B lymfocytarni proliferace, absence nékterych klinickych pfiznaki, absence osteolytickych
lozisek (dale také: normalni sérové hladiny vapniku, hemoglobinu, kreatininu, bez znamek
nemoci z ukladani lehkych fetézct). Z dostupnych dat vyplyva, ze k progresi do MM dochazi
u 1 % pacienti s MGUS roc¢né. Pacienti s MGUS jsou proto monitorovani v intervalech 6 az 12

meésicu [17].

Doutnajici myelom (SMM)

Doutnajici myelom (SMM, z angl. ,,Smoldering myeloma*) je onemocnéni, které se vyznacuje
vysokym rizikem progrese do mnohocetného myelomu. K progresi do MM dochazi v prvnich
dvou letech az u 80 % pacientl s doutnajicim myelomem, Vv dalsich letech riziko klesa. V roce
2014 byla stanovena kritéria pro ur¢eni SMM: ptitomnost monoklonalni proteinu IgG nebo IgA
Vv séru> 30 g/l nebo monoklondlniho proteinu v moc¢i > 500 mg/24 hodin nebo ptitomnost 10 — 60
% monoklonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni pii soucasné absenci jinych nalezti pro
stanoveni diagnézy mnohocetného myelomu (napf. absence klinickych pfiznakl, absence
osteolytickych lozisek). Rizikovymi faktory pro MGUS i SMM pro rozvoj do mnohoéetného
myelomu jsou: non-IgG typ monoklonalni gamapatie, vysoké hladiny monoklonalniho
imunoglobulinu, abnormalni hladiny volnych lehkych fetézcl a genetické abnormality. Pacienti
s MGUS i SMM by m¢li byt pravidelné monitorovani na vyskyt paraproteinu a vyskyt lehkych
fetézcll v séru. U SMM se navic doporucuje dalsi vySetfeni pomoci citlivych zobrazovacich

metod (NMR nebo CT/PET). [15]
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Indolentni, nesekrecni a osteoskleroticky myelom

Az 20 % pacienti s MM je bez nélezu osteolytickych 1ézi. Tito pacienti se pohybuji na hranici
diagnostikovani MGUS a MM. Typickymi projevy této formy jsou: anémie, rendlni dysfunkce,
imunosuprese. Pokud klinické pfiznaky zcela chybi, jedna se o tzv. indolentni myelom, ktery se

vyznacuje ptitomnosti tif a mén¢ osteolytickych lozisek a asymptomatickym prub&hem. [25]

Nesekre¢ni myelom je forma mnohocetného myelomu, u kterého nebyla prokazana ptitomnost
monoklonélniho imunoglobulinu. U nesekre¢niho myelomu jsou nalézany pouze lehké fetézce
imunoglobulinti. Tato forma myelomu vede k rozvoji difuzni osteopordzy bez piitomnosti
osteolytickych lozisek. Hlavni problematika spo€ivd v zaméné diagnézy za primarni

osteoporozu. [26]

Jinou formou mnohocetného myelomu je naopak myelom s osteolytickymi lozisky bez difuzni
infiltrace kostni dfené¢ plazmocyty. Toto onemocnéni je definovéno piitomnosti vicecetnych

osteolytickych lozisek a negativnim nalezem na myelogramu. [25]

Atypickou formou maligni monoklonalni gamapatie je osteoskleroticky myelom, téz zvany
POEMS syndrom, ktery se vyskytuje velmi vzacné (nazev syndromu je akronymem pocate¢nich
pismen hlavnich projevi, viz dale). POEMS syndrom (téZ syndrom Crow-Fukase a Takatsukiho).
Jedna se o onemocnéni, které je charakterizovano nervovymi poruchami. Hlavnimi projevy jsou:
polyneuropatie (P), organomegalie - lymfadenopatie, hepatosplenomegalie (O), endokrinopatie
— diabetes mellitus, amenorea (E), monoklonalni gamapatie (M) a kozni zmény — pigmentace,
hemangiomy, hypertrichdza (S). Klinické ptiznaky Castlemanovy choroby a POEMS se obvykle
prolinaji. U syndromu P.O.E.M.S je obvyklym nalezem 5 % zastoupeni plazmocytt V kostni
dfeni. [27]

AL amvloiddéza, MGRS, Waldenstromova makroglobulinémie

Na podkladé myelomu se miiZe rozvijet také primarni amyloidoza (AL, z angl. ,,Amyloid Light
Chain Disease®), kterd je fazena mezi nemoci z ukladani lehkych fetézcii. Primarni amyloidoza
je stanovena na zéklad€ vySetieni volnych lehkych fetézci. Existuji dvé formy AL — systémova
a loziskova. Hlavni problematikou je tvorba amyloidu, ktery se ukladd do tkadni/organu
a poskozuje své okoli nebo systémové funkce, coz vede k rendlnimu selhdvani, postizeni CNS

nebo k malabsorpénimu syndromu. [27]
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S AL amyloidézou mutize byt spjaty i stav MGRS (monoklonalni gamapatie renalniho vyznamu,
z angl. ,,Monoclonal Gammopathy of Renal Significance*). MGRS je skupina poruch organizmu

zapri¢inénych nadmérnym vyskytem monoklonalniho imunoglobulinu. [26]

Tyto poruchy nespliuji kritéria pro symptomaticky mnohocetny myelom nebo jiné
lymfoproliferativni onemocnéni, véetné MGUS. Pacienti s MGRS vykazuji poskozeni ledvin
monoklonalnim imunoglobulinem nebo lehkymi fetézci. MGRS se muze prolinat s doutnajicim
myelomem, Waldenstréomovou makroglobulinémii, AL amyloid6zou aj. Typickymi nalezy jsou
napt. léze na ledvinach, glomerulonefritida s depozity monoklondlnich imunoglobuling,

glomerulopatie C3 s monoklonalni gamapatii, proximalni tubulopatie z lehkych fetézct aj. [26]

Waldenstromova makroglobulinémie je onemocnéni vychazejici z infiltrace kostni diené
lymfoplazmocytarnimi  buiikami, které nadmérné¢ produkuji imunoglobulin tfidy IgM.
Onemocnéni se projevuje hypervizkéznim syndromem, chronickou unavou, zvySenym
krvacenim, osteolyzou, dusnosti, srde¢nim selhdvanim nebo napi. vyskytem chladovych
aglutinin IgM vedoucich k dalS$im pfiznakiim. Pro odliSeni od mnohocetného myelomu jsou
zvazeny vSechny klinické ptiznaky. Mnohocetny myelom s nadprodukci IgM je velmi vzacny.
U Waldenstromovy makroglobulinémie jsou nalezy: lymfoplazmacytické infiltrace kostni dfené
> 10 %, anémie, hepatosplenomegalie aj. Histologicky se jedna o lymfoplazmocyticky lymfom.

[15]

Plazmocelularni leukemie (PCL)

Plazmocelularni leukemie je onemocnéni vyznacujici se pfitomnosti klondlnich plazmatickych
bun€k v periferni krvi v poctu > 20 % [15]. Plazmocelularni leukemie mize byt primarni
(de novo) nebo sekundarni, jez vychazi z mnohocetného myelomu. PCL je vzacny a velmi
agresivni typ leukemie. Od mnohocetného myelomu se lisi pfedev§im poctem plazmatickych
infiltrace vicera organd, vyskyt vét§stho mnozstvi kostnich 1ézi) a rychlou gradaci. Pficina
nadmérného vylucovani klonalnich plazmatickych bun€k do periferni krve doposud nebyla
objasnéna, ovSem piedpoklada se, Ze koreluje s vyskytem genetickych abnormalit. Lécba PCL je

vétsinou malo ucinna. Doba preziti je vétsinou priblizné 12 mésictu [28].
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Diferencialni diagnostika

Y v

MGUS Mmnohodetny myelom
ocekavana progrese do MM l i
monitorovani v intervalech A
6-12 mésict symptomaticky s vyskytem asymptomaticky, sledovani
osteolytickych 1ézi nebo s kompresi  onkologem, dopliikové
michy terapie

urgentni onkologie, radioterapie, chirurgicky zakrok, farmakoterapie

\

Doutnajici myelom

\ :

océekavana progrese do MM Jiné:

pravidelné monitorovani Plazmocelularni leukemie,

zvaZuji se doplitkova vySetieni amyloidéza,

pro posouzeni rizika Waldenstromova makroglobulinemie,
POEMs syndrom

v

individualni terapie dle
doporuceni onkologa

Obrazek ¢. 4 - Schéma algoritmu diferencidalni diagnostiky monoklondlnich gamapatii (prevzato
a upraveno dle [15])

1.1.4 Terapeutické strategie

Vzhledem k vysoké heterogenité onemocnéni se u kazdého pacienta lisi odpovéd’ na zahajenou
1é¢bu, lisi se i odhadovana doba dlouhodobého pieziti. Nejdulezitéjsi roli hraje, v jaké dobé je
stanovena diagnoza. Relabujici nebo refrakterni ptipady MM nejsou ojedinélé. Lécebné strategie
zahrnuji 1 mozné relapsy a Upravu farmakoterapeutik, protoze u mnohych ptipadi je odhalena
lékova rezistence. Cilem terapie je dosaZeni kontroly nad relapsy a utlum symptomt, které

pacientovi znepiijemiuji zivot. [29]

Lécba je vétsinou kombinovana, vyuziva se vice farmakoterapeutik najednou, které maji rizné
mechanizmy ptisobeni. Mnohocetny myelom byl diive povazovan za nevylécitelné onemocnéni,
diky pokrokiim moderni mediciny se vSak doba dlouhodobého pieziti kazdy rok prodluzuje

a zvysSuje se kvalita Zivota pacientd. [30]
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Volba terapeutické strategie se 1isi dle vyhodnocenych rizik spojenych s onemocnénim a dle
stavu pacienta. V posledni dob¢ je pozornost obracena k farmakoterapii zaloZzené na inhibitorech
proteazomu a imunomodulaénich 1é¢ivech, mezi nimiZz maji dalezité zastoupeni monoklonalni
protilatky [31]. Pfehled nejcastéji vyuzivanych 1é¢iv poskytuje Tabulka ¢. 3. Od 90. let minulého
stoleti do dnesni doby se zvysil pocet pacientl s prezitim 5 let o 15 %. Medidn preziti se nyni

pohybuje okolo 8-10 let [32].

Tabulka ¢. 3 - Nejcastéji vyuzivana léciva v klinické praxi (prevzato a upraveno dle [15], [31])

DRUH LECIVA PRIKLADY

Inhibitory proteazomu bortezomib, carfilzomib, ixazomib
Alkylac¢ni latky mephalan,cyklofosfamid, bendamustin
Kortikosteroidy dexamethazon, prednizon, methylprednizon
Imunomodulatory thalidomid, lenalidomid, pomalidomid
Monoklonalni protilatky daratumumab, elotuzumab

Inhibitory histonovych deacetylaz panobinostat

Protinaddorova antibiotika doxorubicin

Moderni imunoterapeutické pfistupy u 1é€by mnohocetného myelomu jsou zaloZeny na bliz§im
poznavani molekuldrni signalizace mezi myelomovymi buiikkami, plazmocytoidnimi
dendritickymi buitkami (pDC) a mezi imunokompetentnimi bunikami. Cilem takové terapie je

navyseni imunitni odpovédi proti myelomovym bunkam. [33]

Terapeutické piistupy zalozené na zvySeni efektivity imunitni odpovédi a cytotoxicity proti
myelomovym buitkdm pomahaji zvysit dlouhodobé pieZiti pacientd s MM. Proti tomu stoji vSak
rostouci podil 1ékové rezistence. Na farmaceuticky vyzkum tak rostou pozadavky na vyvoj
novych farmakoterapeutik [29]. Na Iékové rezistenci Se V nejvétsi mife podili nadorové
mikroprostiedi. Nadorové buniky (nejen u MM) mohou ménit své metabolické drahy.
V ptirozeném niché kostni dfené¢ myelomové builkky bézn€ vyuzivaji mechanizmy aerobni
glykolyzy a oxida¢ni fosforylace. Timto zplisoben produkuji energii pro svij rist a vyzivu,
udrzuji si hypoxické prostiedi a syntetizuji si potiebné lipidy a proteiny. Tento jev je nazyvan

jako Warburguv efekt [34].
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Vyuziti farmakoterapeutik pro 1é¢bu MM

Pro terapii MM se v praxi Casto se vyuziva kombinace bortezomidu s lenalidomidem. Tato
terapeuticka strategie je vyhodna, nebot’ jsou u naddorovych bunék spoustény ob¢ apoptotické
drahy (vnitfni 1 vné&jsi). Bortezomib zasahuje do ubikvitin-proteazomového systému (UPS)
a aktivuje tak reakce vedouci k cytotoxickému poskozeni myelomovych bunc€k na principu
naruSeni jejich proteinové rovnonahy. Dal§imi inhibitory proteazomu jsou: carfilzomib

a ixazomib. [29]

Thalidomid a jeho G¢inngjsi derivaty lenalidomid a pomalidomid jsou imunomodulatory, které
jsou zalozeny na cytotoxickém, antiangiogennim a protinadorovém pusobeni. U refrakternich

MM je vhodné podavat carfilzomib v kombinaci s dexamethazonem ¢i i s lenalidomidem. [35]

Od roku 2000 nastal rozvoj v imunoterapii MM. Do prvni generace 1é¢iv jsou fazeny
imunomodulatory. Posléze se staly velmi popularnimi terapeutické monoklonalni protilatky.
Dale pokracoval rozvoj chimérickych a bispecifickych protilatek, imunokonjugatti a inhibitord
kontrolnich bodu [36]. Ptehled poskytuje Obrazek €. 5.

V posledni dobé je velmi popularni terapie nazyvana CAR-T, jez vyuziva T lymfocyti
s receptory TCR, které se vazou s antigeny na povrchu nadorovych bunék. Vznikem vazby dojde
k aktivaci T lymfocytl, které nadorovou bunku zabiji. Tento terapeuticky ptistup je popularni
piedevsim proto, ze se vyuzivaji T lymfocyty, které byly pacientovi vlastni, ale byly laboratorné
upraveny, a to tak, Ze do nich byl vlozen chiméricky antigenni receptor (CAR). Receptor CAR

napomaha s lokalizaci nadorové buiiky a aktivuje T lymfocyty. [37]

Nyn¢j$i MM terapeutické pristupy se zaklddaji na kombinovani 1éCiv: inhibitory proteazomu,
dexametazon (nebo melfalan) a imunodulacnich 1€kt. Pacienti s ¢asné diagnostikovanym MM

jsou vhodni pro terapii s vyuzitim monoklonalnich protilatek, ktera je nyni popularni. [1]

Vyuziti monoklondlnich protilatek (mAb) v terapii MM je povaZovano za moderni terapeuticky
pristup, nebot’ se stale nejedna o rutinné vyuzivana léCiva. Zastupcem terapeutickych mAb je
napt. daratumab, ktery cili na buiiky nesouci na svém povrchu znak CD38. Daratumab je
vyuzivan pro zahajovaci induk¢ni terapii i pro terapii refrakterntho MM. Elotuzumab je mAb
s aktivitou proti antigenu CS1 (téz SLAMF7 nebo CD319) [38]. Elotuzumab je aplikovan
pacientaim v relapsu nebo s refrakternim MM a je vhodné jej kombinovat s lenadomiedem
a dexamethazonem [38]. Siltuximab je chiméricka mAb, tiidy IgGi proti zanétlivému
interleukinu IL-6 [39].
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Interleuktin IL-6 je dulezitym medidtorem pro rGst nadoru a pieziti nadorovych bunék.
Siltuximab funguje na principu blokace IL-6. Pouziva se predevsim pro 1é¢bu doutnajiciho

myelomu. [39]

Dalsimi mAb pro terapii MM jsou napi. tabalumab (proti BAFF antigenu — B lymfocyty
aktivujici faktor), milatuzumab (proti molekule CD74), indatuximab (proti CD 138), nivolumab
(proti PD-1), lucatumumab a dacetuzumab (proti CD40), ulocuplumab (proti chemokinovému

receptoru CXCR4) aj. [40]

Vyhodou terapie zalozené na mAb je dobra tolerance a vysokad bezpecnost. Princip terapie
spociva v zabijeni myelomovych bunék pomoci imunitniho systému hostitele (cytotoxické
mechanizmy) nebo aktivace apoptotickych drah. Terapie pomoci mAb je vhodna i pro pacienty
s rezistenci na klasickou farmakoterapii, protoZze mAb nabizeji cilenou terapii namifenou proti
antigenim na myelomovych buinkach. Diky tomu je toxicky pisobeno pouze v oblasti

nadorovych bunék a 1écba pacienta tolik neoslabuje. [41]

T lymfocyty s chimérickym antigennim )
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Bispecifické protilatky
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Obrazek ¢. 5 - Vyvoj léciv v Case a vzestup ucinnosti terapie MM v letech 1960 - 2020 (prevzato a upraveno
dle [36])
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Mezi nové testované mAb patii belantamab a mafodin. Jednd se o imunokonjugity mAb
a cytostatika. Cast s monoklonalni protilatkou vaze antigen BCMA (antigen zrani B lymfocyti,
z angl. ,.B Cell Maturation Antigen®), ktery se nachazi na povrchu nadorovych bunék. Komplex
mAb a BCMA aktivuje uvolnéni cytostatika s nazvem mcMMAF, které blokuje bunécny cyklus
ve fazi G2/M a indukuje apoptézu myelomovych bunék a aktivuje makrofagy a fagocytdézu

zavislou na protilatkach. [42]

Ukazalo se, ze anti-BCMA v kombinaci s mcMMAF inhibuje kolonie myelomovych bun¢k
a zaroven cili pouze na bunky nesouci BCMA antigen (myelomové buiiky). Belantamab

a mafodin jsou diky vysoké uc¢innosti povazovany za budouci imunoterapeutika nové generace.

[42]

Prostfednictvim protinddorovych vakcin, které jsou zalozeny na mAb, je lze docilit antigenné
specifické imunitni odpovédi proti myelomovym bunikdm. Protinddorové vakciny mohou
obsahovat bazi dendritickych bunék, proteiny, peptidy, viry, DNA nebo RNA molekuly.
Vzhledem k absenci optimalni odpovédi po o¢kovani u pacientli s MM se dosud probihajici studie
(NCT02728102) zabyva tim, zda kombinace protinddorovych vakcin s IMiD mize zvysit

klinicky vyznamnou imunitni odpovéd’. [1]

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Dalsim terapeutickym postupem je pfiprava pacienta na HSCT, pokud je pacient vhodnym
kandidatem pro tento 1é¢ebny krok (je zvazovan vek, stav a prognoza) [43]. Mnohocetny myelom
je nejcastéjsi indikaci k autologni HSCT. Alogenni HSCT je vhodna spiSe pro pacienty s AML
(akutni myeloidni leukemie). Kontraindikaci k autologni HSCT jsou: viceorgdnova postizeni —
nejCastéji srdecni postizeni (snizend funkce levé srdeéni komory). Mezi diskutabilni
kontraindikace jsou fazeny stavy: opakované srde¢ni arytmie, vypotek perikardu, ledvinna

nedostateCnost (snizend clearance kreatininu), postizeni plic aj. respiracni nedostatecnost,

krvaceni z gastrointestinalniho traktu aj. [44], [43].

Védecké studie dlouhodobé ukazuji, ze podstoupeni autologni HSCT u pacientd s MM vede
K lepsi regeneraci fungovani imunitniho systému a obnoveni narusenych imunoregulac¢nich drah.
Predpoklada se, Ze pacienti po autologni HSCT setrvavaji déle v remisi a maji v budoucnu Sanci
zcela se uzdravit. Podstoupeni autologni HSCT zlepSuje prodlouzeni doby pteziti primérné

minimalné o 1 rok. [44]
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Vysledky transplantace se odviji od véku a pacienta a piedchozi diagndzy. Mezi hlavni vyhody
zakroku patii, ze oproti alogenni HSCT je bezpecny i pro starsi pacienty a pacienty s atypickym
bunéénym fenotypem. [44]

Indikace k autologni HSCT je pfedmétem diskuzi a klinickych studii, nebot’ tento transplanta¢ni
zakrok pfinasi mnoha rizika. Hlavnim rizikem je t€Zkd imunosuprese, ve které se pacient nachazi
V ramci pfipravy na transplantaci. Ta zahrnuje vysokodédvkovou chemoterapii, jezZ ma negativni
dopad na celou kostni dien (nejen myelomové buiiky). Proto jsou zaroven podavany podpirné
rustové faktory pro navysSeni regeneraCnich schopnosti bilych krvinek (faktor stimulujici
granulocyty, ve zkr. G-CSF, z angl. ,,Granulocyte Colony Stimulating Factor*) a nasleduje
transplantace vlastnich kmenovych buné¢k (diive odebranych k tomuto ucelu) [44]. Po autologni
HSCT je zahajena konsolida¢ni (ustalovaci) a udrzovaci terapie ktera slouzi k tomu, aby pacient

setrval v remisi. Je zaloZena na podavani nizkych davek farmakoterapeutik [15].
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1.2 Aktivita imunitniho systému proti myelomovym burikam

U kazdého nadorového onemocnéni plati, ze imunitni systém rozhoduje o tom, jakym smérem se
onemocnéni bude vyvijet. Imunitni systém muize dlouhodobé nddorové bujeni utlumovat
a udrzovat homeostazu [45]. Naproti tomu nadorovy proces muze dlouhodobé imunitnimu

dozoru unikat diky lokalni imunosupresi nebo jinym obrannym mechanizmam [46].

Myelomové buriky jsou odhaleny imunitnim systémem na zakladé jejich imunogenicity [47], tuto
ulohu zastavaji hlavné dendritické buiikky. Dlouhodobd interakce imunitniho systému
s myelomem vede k selekci odolnéjSich klonti myelomovych bunék [48]. Komplexni porozuméni
problematiky =~ myelomové  heterogenity,  nadorového  mikroprostiedi i infiltrace

imunokompetentnimi slozkami je zadouci mimo jiné i pro objasnéni Casto se vyskytujici

wevr

Slozky imunitniho systému, které se dostavaji do nadorového mikroprostiedi hraji klicovou roli
v aktivaci protinddorové imunity. Nékteré imunokompetentni buiiky vSak mohou riist a invazi
nadoru podporovat [50], proto neni protinadorova imunita piesné vymezena. Jedna se
0 individualni soubor imunitnich sloZzek a mechanizma pusobicich proti rozvoji nadoru [45].

Mezi slozky s ,,pronadorovym* piisobenim patii napi.: Th17, IL-1, IL-6, TGF-B, IL-17 [51].

Nadorové antigeny

Nadorové buiiky nesou na svém povrchu antigeny, proti kterym miiZze imunitni systém reagovat
tvorbou protilatek. Takové nadorové antigeny jsou generovany bud’ pfimo nadorovymi bunkami
jako nadorové specifické antigeny zvané TSA (nddorové specifické antigeny, z angl. ,,Tumor
Specific Antigens) [52]. Nebo se jedna o antigeny exprimované zdravymi bunkami, avsak
vlivem nédorového bujeni byla pozménéna jejich exprese, lokalizace vyskytu nebo ¢ast jejich
struktury aj. TAA (antigeny asociované s nadorem, z angl. “Tumor Associated Antigens®).

U kazdého nadorového onemocnéni lze nalézt komplexni smés obou antigennich skupin [53].

Nekteré TAA antigeny se vyskytovaly napfi¢ klinickymi studiemi tak asto, Ze jsou nyni
nazyvany jako tzv. ,,univerzalni antigeny*, jedna se o: p53, NY-ESO-1, MART-1 (melanomovy
antigen rozpoznavany T buiikami 1, z angl. ,, Melanoma Antigen Recognized by T-cells 1)
a survinin aj. Tyto nadorové antigeny jsou nalézany u vice nez 50 % nadorovych onemocnéni

(v&etné mnohodetného myelomu). [54]
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Za poslednich dvacet let vyzkumu protinddorové imunity bylo potvrzeno, ze vétSina pacientli
S MM exprimuje ve zvySené mife nckteré imunogenni TAA antigeny jako napi.. PSA
(prostaticky specificky antigen, z angl. ,,Prostatic Specific Antigen*), MAGE (z angl. ,,Melanoma
Antigen®), NY-ESO1 (z angl. "New York Esophageal Squamous Cell Carcinoma 1") aj. Proti
témto TAA antigeniim jsou nalézany specifické Tc lymfocyty. [52]

Mezi TSA antigeny patii napi.: rodina CTA antigent (antigeny rakoviny varlat, z angl. ,,Cancer
Testis Antigens®) zahrnujici antigeny LAGE, GAGE, BAGE (CTA antigeny znacené ,,L*; ,,G*;
,B*), modifikovany protein p53, MHC-I glykoproteinové komplexy S abnormalni proteinovymi
fragmenty, MHC-I glykoproteinové komplexy s proteinovymi fragmenty onkogennich virt

(EBV, HPV) nebo jiné strukturalné¢ modifikované glykoproteiny. [53]

U pacienti s MGUS byly pozorovany odlisné fenotypy T lymfocyti neZ u pacientli v pokroc¢ilém
stadiu MM. Je ziejmé, ze u pokrodilejsich stadii onemocnéni dochazi k vy€erpani imunitniho
systému a vlivem progrese do agresivnéjsiho stadia MM dochazi ke zménam fenotypd bunék
klicovych pro protinadorové pusobeni [49]. Kromé toho byly prokazany i nové imunogenni

neoantigeny (TSA) [55].

TSA antigeny jsou vice imunogenni nez TAA. Z toho divodu se TSA antigeny vyskytuji
Vv nizkych titrech [56]. Vyskyt neoantigenti ve vys§i mife je zaroven povazovan za negativni
prognosticky faktor, protoze jejich pfitomnost je znakem vétsi zatéze mutacemi a Ize usuzovat,
ze pacientovi hrozi vyssi riziko relapsu [57]. Nové ziskané poznatky ohledné neoantigenti u MM

jsou podkladem pro vyzkum, ktery se vénuje vyvoji protinadorovych vakcin [55].

B lymfocyty, T lymfocyty a tvorba (auto)protilatek

Protilatky tvotené proti TAA antigenlim jsou nazyvany autoprotilatkami pravé proto, ze TAA
antigeny jsou antigeny télu vlastni, ale byly ovlivnény nadorovym procesem natolik, ze doslo ke
zménam nékterych jejich vlastnosti. Slozky imunitniho systému (APC, antigen prezentujici
bunky, z angl. ,,Antigen Presenting Cells“) je poté rozpoznavaji jako cizi. Imunitni systém Se
snazi tvorbou anti-TAA priirozenych autoprotilatek kompenzovat zmény spojené s invazi
nadorovych bunék do tkani. Doposud nebylo objasnéno, pro¢ jsou tvofeny pfirozené
autoprotilatky 1 proti zcela fyziologickym antigenim. Existuji hypotézy, ze se miiZze jednat
0 ztratu kontroly nad tvorbou autoprotilaitek a mozné zvrhnuti imunitni odpovédi smérem

K autoimunitnim procestm. [56]
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To neni ptekvapivé vzhledem k tomu, Ze mezi nddorovymi a autoimunitnimi onemocnénimi neni
jasn¢ vymezena hranice a mnohdy je naro¢né je od sebe rozliSovat nebo to ani nelze. Predpoklada
se, ze roli hraji i enviromentalni faktory a genetické predispozice daného jedince. Je znamo, ze
nektefi jedinci jsou nachylnéjsi ke ztrat€é homeostdzy imunitniho systému a muze dochazet
ke snazsi aktivaci slozek imunitniho systému, napt. lymfocytii reagujicich s vlastnimi antigeny.
[56]

Zmény v poméru imunokompetentnich slozek jsou pozorovany i u pacientt po HSCT. Vyzkumy
zatim naznacuji, ze dochazi ke zméné poméru Th a Tc lymfocyti a k poklesu populace tzv.
senescentnich T lymfocytd [49], jejichz pfitomnost je dikazem o tom, ze organizmus byl
vystaven vyssi a dlouhodobé antigenni stimulaci a doslo k vycerpani n¢kterych lymfocytarnich

subpopulaci. [58]

Specificka protinadorova imunita je zaloZena pifedevSim na aktivaci T lymfocytl (viz Obrazek
¢. 6). Pozdgéji jsou aktivovany i B lymfocyty, které mohou produkovat pfirozené autoprotilatky.
Tyto polyklonélni protilatky S riznou specifitou jsou nalézany u vice nez 50 % nadorovych
onemocnéni. Jejich funkce nebyla doposud zcela objasnéna, piedpoklada se, Ze se podileji na
udrzovani homeostazy, blokaci metastazovani a blokaci nadorovych antigend aj., coz vede k lepsi
progndze pacienta. Vyskyt nékterych ptirozenych autoprotilatek tyto funkce pozbyvajici je
naopak negativnim prognostickym faktorem [59]. Vyskyt autoprotilatek je v dne$ni dobé

mnohymi védci povazovan za priavodni projev onemocnéni, nikoli za jeho samou pfi¢inu [60].

Transport T lymfocytd
nadoru

Aktivace T lymfocytd a
antigen prezentujici A
bufikou .

4 Infiltrace T lymfocytd
do mista nidoru

Prezentace

i o Rozpoznini
:::::mk’:n?‘ nidorovych bunék
budkami (APC) cytotoxickym T

lymfocytem

Uvolnéni MWM“ Usmrceni nadorové buiky
antigenu [~

Obrdazek ¢. 6 - Modelovy cyklus T lymfocytarni protinddorové reakce (prevzato a upraveno dle [61])
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Primarni funkce a pfitomnost pfirozenych autoprotilatek je mnohdy nejasna. Je znamo, Ze jsou
pro kazdého jedince unikatni a jedna se o stabiln¢ setrvavajici soubor protilatek v lidském séru.
Jedna z nové objevenych funkci piirozenych autoprotilatek tiidy IgM je vazba na apoptotické
neoantigeny, kterymi jsou napt. kardiolipin, annexin IV a fosfatidylserin. Pfirozené IgM se timto

zpusobem ucastni tklidu apoptotickych bunéénych zbytki. [62]

Pfirozené autoprotildtky IgM jsou produkovany ptfevazné podtiidou Bi lymfocytt, kdezto
ptirozené IgG autoprotilatky (nejcastéji IgGs) jsou produkovany lymfocyty podtiidy B2 a jejich
produkce je vice odvisla od aktivity T lymfocytd. [62]

U autoimunitnich onemocnéni je piitomnost IgG autoprotilaitek patologickym jevem
a predpokladem pro horsi pribéh onemocnéni [62]. Pfirozené IgG autoprotilatky, které se v séru
vyskytuji ve zvySeném mnozstvi je nutné posuzovat jako produkty imunitniho systému, jez
vznikaji na pomezi pfirozené a patologické reaktivity, a to predevS§im kviili nejasnému tcelu

i vzhledem k faktu, Ze se vyskytuji i u zcela zdravych jedinct [63].

Bylo rovnéz prokdzano, ze u pacientll s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako jsou:
Parkinsonova choroba, roztrousena skler6za, Alzheimerova choroba aj. je snizena schopnost
produkovat ptirozené autoprotilatky IgG typu. Tento jev koreloval také s vys$sim vékem.
Vzhledem k prevalenci mnoho¢etného myelomu u star$ich lidi je nutné brat v potaz vyskyt tohoto
jevu. [62]

Mnoh¢ vysledky vyzkumu oblasti pfirozenych autoprotilatek u nadora se rozchazeji ve svych
zavérech. U nékterych pfirozenych autoprotilatek byly totiz potvrzeny protektivni
(protinadorové) ucinky, kdezto u jinych autoprotilatek byly objeveny mechanizmy podporujici

nadorovy rist, metastazovani aj. [64]

Dle zavéra Kinker a spol (2021) ohledné analyzovani autoprotilatkové specifity, vyslo najevo, ze
nektefi pacienti s nddory produkuji autoprotilatky ve vysoké mife a byla u nich potvrzena silna
protinadorova imunitni odpovidavost [45]. Je znamo, Ze nékteré autoprotilatky proti nadorovym
antigenim se mohou objevit aZ po zahajeni terapie, takové protilatky jsou povazovany za

uzitecné prognostické biomarkery [52].

Naproti tomu je u mnohych pacientl sledovan paraneoplasticky autoimunitni fenomén, jez se
projevuje zvySenou aktivitou imunitniho systému, a to v takové mife, Ze se tvorba autoprotilatek
stavéa kontraproduktivni a zhorSuje pacientiv stav kviili zvySenému poskozovani vlastnich tkani
[65]. Tato problematika by mohla byt vyfeSena peclivéjSim prosetfenim vSech piiznaki
a zohlednénim vyskytu paraneoplatického autoimunitniho fenoménu [62].
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Michaud a spol. (2021) popsali, ze funkéni vlastnosti B lymfocytl produkujicich anti-TAA
protilatky jsou odvozeny od skladby antigent, které imunitni systém u dané¢ho nadorového
onemocnéni rozpoznava. Ukazuje se, ze pfitomnost B lymfocyti nesoucich znak CD20+ je
predpokladem pro dlouhodobé pteziti. V jinych ptipadech byly nalézany B lymfocyty s regulacni
funkci (Breg), které piisobi imunosupresivné. U pacientil s nadory, u kterych byly zjist€ny nalezy
regulac¢nich B lymfocyti namisto B lymfocytl nesoucich znak CD20+, bylo zjiSténo vyssi riziko

metastazovani. [66]

Do dnesni doby bylo odhaleno mnoho anti-TAA protilatek a n¢které z nich byly potvrzeny jako
vyznamné biomarkery pro ¢asnou diagnostiku, stanoveni prognozy nebo napt. pro terapeutické
ucely jako je vyhledavani cilovych struktur, proti kterym jsou protilatky vyvijeny. Takové
znalosti lze vyuzit pro sestaveni individuélni terapie, napt. pro tvorbu protinadorovych vakcin
[52]. Vyvstava otazka, zda by zdravi jedinci pozitivni na pfitomnost piirozenych autoprotilatek
proti vyznamnym TAA antigenlim neméli byt pravidelné monitorovani. Pfirozené autoprotilatky

u nadorovych onemocnéni byly jiz mnohokrat potvrzeny jako ¢asné biomarkery [67].

V poslednich nékolika letech se uvazuje o vyznamu extracelularnich vacka (EV, zangl.
»Extracellular Vesicles®), které se ucastni protinddorové imunitni odpovédi a indukuji tvorbu
ptirozenych autoprotilatek. Bylo potvrzeno, ze EV v nadorovém mikroprostfedi napomahaji
k lokalizaci nadorovych bunék. Piedpoklada se, ze EV se ucastni aktivace imunitnich slozek
i transportu vyznamnych TAA antigent pro imunokompetentni buiiky (APC). Extracelularni
vacky mohou s TAA a protilatkami tvofit cirkulujici komplexy. Nové poznatky ohledné funkce
a role protinadorovych EV mohou byt kli¢ové pro vyvoj novych imunoterapeutickych ptistupt.
[68]

Pro kontrolu a porovnani nejnovéjsich vysledkii ohledné studovani autoprotilatek slouzi databaze
portalu s nazvem ,,AAgAtlas“, kde je mozné¢ vyhledat dostupné publikace ke konkrétnim
autoprotilatkdm rozpoznavajicim cilové TAA [69]. Dalsim uziteénym vyhledavacim nastrojem
je databaze ,,Antibodypedia“ [70].

Vice informaci o zapojeni imunitniho systému v boji proti nddorim a tvorbé pfirozenych
autoprotilatek namifenych proti specifickym nddorovym antigeniim nebo antigentim s nadory

asociovanymi je shrnuto v bakalafské praci kompila¢niho typu Role autoprotilatek v boji proti

nadoram (2021), viz [71].
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1.2.1 Vvyskyt pfirozenvch autoprotilatek u mnohodéetného myelomu

Myelomové bunky exprimuji velké mnozstvi TAA antigeni, proti kterym mohou byt tvofeny
specifické pfirozené autoprotilatky. Bylo zjisténo, ze mezi takové TAA antigeny lze tadit
I klonalni imunoglobulin [72]. Protilatky lze nalézat v séru pacienti i nékolik let pted
propuknutim onemocnéni. Vyzkumny tym Casey a spol. (2021) stanovil u 20 % sledovanych
pacientd s diagnézou MGUS protilatky proti proteinim OFD1 (protein oralné-obli¢ejove-
digitalniho syndromu (z angl. "Protein Oral-facial-digital Syndrom 1") a SOX2 (transkrip&ni
faktor 2 SRY-box). Tyto protilatky nebyly pfitomné u pacientti s MM [48].

Pfi monitorovani Tc lymfocytarni odpovédi byla ovSem potvrzena ptitomnost Tc lymfocytt
namifenych proti OFD1 a SOX2 proteinu u skupiny pacientd s MGUS 1 u pacienti s MM.
Piedpoklada se, Ze neptitomnost Tc lymfocyti (z dysfunkce krvetvorby) namifenych proti SOX2
proteinu u MGUS miiZze znamenat vyssi riziko progrese MGUS do MM. [48]

U pacienti s MM se mnohdy vyskytuji protilatky proti antigenim CTA skupiny (antigeny
rakoviny varlat, z angl. ,,Cancer Testis Antigens®). Mnohocetny myelom je jednim z mala
nadorovych onemocnéni, u kterého se anti-CTA protilatky vyskytuji. Mezi antigeny skupiny
CTA patii SSX-2 (protein synovialniho sarkomu) a NY-ESO-1 proteiny. Z pohledu casné
diagnostiky se jedna o vyhodu vzhledem k jejich vysoké specifité. Z terapeutického pohledu je
tomu naopak, nebot’ vyskyt CTA antigenli je negativnim prognostickym faktorem, nebot’
podporuji prezivani myelomovych bunék v kostni dieni [73]. Anti-CTA protilatky nalezi
nejcastéji k podttidé IgG1 nebo 1gGs [74]. Nekteré anti-CTA protilatky maji vliv na vyslednou
bunécnou odpovéd’ proti nadoru. Vyjimkou jsou napt. protilatky anti-NY-ESO-1, jejichz uloha
Vv protinadorové imunité je nejasna a jsou povazovany spiSe za uzite¢né nadorové biomarkery

[72], [75].

Luetkens a spol. (2014) v ramci svého vyzkumu identifikovali a zkoumali specifitu protilatek
proti TAA antigenum u MM. Ve vysledcich ptedpokladaji, ze protilatkova odpovéd’ je spontanni.
Kvalitu protilatkové odpovédi se nepodafilo dat do Sir§i souvislosti s mirou agresivity
onemocnéni jednotlivych pacientd. Specifita protilatek byla oznacena jako ,,jemna“. Luetkens
aspol. (2014) popsali, Ze u MM se nejcastéji vyskytuji protilatky proti proteinim: SSX-2,
NY-ESO-1, MAGE A3 a PRAME (pfednostné¢ exprimovany antigen melanomu, z angl.
,Preferentially Expressed Antigen In Melanoma“). [75]
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V nedavnych studiich bylo odhaleno, Ze jsou ve zvySené mife tvofeny protilatky proti enzymu
ENO1 (izoforma o), které by mohly byt zasadnim nadorovym biomarkerem. Enzym ENO1
indukuje tvorbu pfirozenych autoprotilatek u mnohych nadorovych onemocnéni, nevyjimaje
mnohocetny myelom. Panuje hypotéza, Ze pacienti s protilatkami anti-ENOI, které blokuji
enzym ENO1 mohou dosahovat lepsiho dlouhodobého pieziti [33], proto se bude dalsi kapitola
enzymu ENOI1 blize vénovat [76], [77].

1.3 Enzym enolaza a jeho vyskyt u nadoru

Enzym enolaza ma tfi izoformy (a, B, y). 1zoforma a, téz ENOI, je zastoupena téméf ve vSech
tkanich organizmu. Kazda izoforma je slozena ze dvou hetero nebo homodimert (o o; o B;
avy; BP; v y) a vyznacuje se glykolytickym pusobenim [78]. Izoforma B, zvana ENO3 ma
obdobné vlastnosti a funkce jako ENOI1 a vyznacuje se méné Castym vyskytem. ENO1 mize
u hlodavct prechazet na konformacni formu ENO3 béhem vyvoje svalové tkané. U dospélych
lidi se ENO3 nachdzi vyhradné v bunikach kosterniho svalstva, kde se podili na jeho vyvoji
a regeneraci [79]. ENO2 (y izoforma) se od ENO1 a ENO3, vyrazné¢ lisi tim, Ze ma tzv. neuron-
specifickou funkci. Nachézi se v neuronovych builkédch, které se diferencuji. ENO2 je ve vyssi
mife produkovéna u malobunéénych karcinomti neuroendokrinniho ptivodu. VSechny izoformy

enzymu enolaza mohou slouzit jako nadorové biomarkery [80].

v

ENOI1 je povazovana za nejvyznamnéjsi izoformu, ponévadz se jedna o jeden ze zakladnich
enzymi aerobni glykolytické drahy [78]. ENO1 zprostiedkovava pieménu 2-fosfo-D-glyceratu
na fosfoenolpyruat [81]. ENOI je také plazminogenovy receptor na bunéénych membranach

a ucastni se tak, kromé glykolytické drahy i fibrinolytického systému [82].

Role a-enoldzy v nadorovém procesu

Bylo zjisténo, ze pivodni funkce ENOI v glykolytické draze, se dle lokalizace v nadorovém
mikroprostiedi 1i§i. Pfedpokladd se, Ze vyznamnéj$i roli miZze hrat pisobeni ENO1 ve
fibrinolytickém systému. Vyznam ENOI na povrchu nadorovych bun€k je vSak nejasny,
vzhledem k chybéjicimu kodujicimu useku pro GPI (glykofosfatidyl-inozitolova kotva) nebo
obecné vzhledem k absenci transmembranové funkce. Zaroven bylo potvrzeno, ze deleci genu

pro ENOI a absenci této izoformy dojde ke kompletni zavislosti nddorovych bunék na izoformé
ENO2. [76]
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ENOI1 se vyskytuje nejen u mnohych nadorovych, ale i autoimunitnich onemocnéni [77], kterymi
jsou napf.: revmatoidni artritida [83], systémovy lupus erythematodes (SLE), ulcerdzni kolitida,
Crohnova choroba, retinopatie nebo systémova sklerodermie, astma aj. [77]. ZvySené hladiny
anti-ENO1 protilatek byly pozorovany také u pacientd po infarktu myokardu, u Zen
s opakovanymi potraty bez znamé pfi¢iny nebo u Zen s endometriézou [84]. Enzym ENOL1 je
proto specifickym TAA antigenem pro mnohd onemocnéni. ZvySené hladiny ENOI1 pfispivaji

ke zvyseni cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) [82].

Zvysena exprese ENOI1 je nejcastéji nalézéna u karcinomu plic. Piedpoklada se, ze ENO1 ma
U karcinomu plic vyznamny vliv na metastazovani. Bylo zjisténo, Ze podavanim 1é¢ebnych mAb
se specifitou anti-ENO1 doslo u pacientii s plicnim karcinomem ke sniZzeni metastazovani

v plicich a kostech. [76]

Humoralni imunitni odpovéd’ na zvysené hladiny a-enolazy

Mezi ¢asto zminované autoantigeny patii i glykolyticky enzym ENOI (a jeho izoformy), proti
kterému jsou tvofeny autoprotilaitky. V poslednich letech se jednalo o jeden
Z nejvyhledavanégjsich antigennich cilii riznych klinickych studiich, které zahrnovaly testovani
pacientskych sér, pokusy s hlodavci i jiné testy in vitro. V kazdé z nezavislych studii byly
autoprotilatky anti-ENO1 povazovany za vyznamné. Autoprotilatky proti ENOI1 slouzi jako
biomarkery u Sirokého spektra stavli napt. u opakovanych potratii, endometridzy, lymfocytarni
hypofyzitidy, jaterni fibrézy, glomerulonefritidy, retinopatie, mnohocetného myelomu,
karcinomu plic, karcinomu slinivky, SLE, revmatoidni artritidy a jinych nadorovych nebo

autoimunitnich onemocnéni. [84]

Jak bylo jiz fe¢eno, zvysené hladiny ENO1 jsou nalézany v souvislosti S mnohymi patologickymi
procesy a onemocnénimi. Piedpoklada se, ze tvorba anti-ENO1 protilatek probiha na podkladé
zmén fyziologického enzymu ENOI, jako je napf. nadmérna exprese [85]. Predpokladem pro
zvySenou expresi ENOI je hypoxické nebo ischemické prostredi a zvySena exprese gentl, které
ENOL1 koduji (viz Obrazek ¢. 7) [86]. Dalsimi podklady pro vznik anti-ENO1 jsou: mutace,

zména mista vyskytu, aberantni degradace nebo chybné slozeni proteinu aj. [85].

Pii blokaci ENO1 dochazi k aktivaci a zvysené proliferaci autolognich T lymfocytt, NK bunék
ajinych slozek imunitniho systému Piedpokladd se, Ze blokovanim ENOI1 dochazi

Kk vyraznému posileni protinadorové imunity. [33]
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Dale se také predpoklada, ze pritomnost anti-PD-LI (Programovany smrtici ligand 1, z angl.
"Programmed Death-ligand 1") nebo ACY?241 (citarinostat) aj. protilatek mutze efektivitu

bunééné imunitni odpovédi jesté posilit. [33]

Vyzkumny tym Hsiao a spol. (2013) popsali, jak mohou protilatky anti-ENO1 regulovat
metastazovani pomoci aktivatoru plazminogenu typu urokindzy. Na zdkladé téchto zjisténi
nasledné testovali anti-ENO1 specifické mAb pro terapeutické vyuziti. Tyto mAb se
akumulovaly v misté nadorové tkané. Hsiao a spol. (2013) dokladaji, ze vyuziti mAb specifity
anti-ENO1 by mohlo byt dobrou terapeutickou strategii pro nadory s prokazanou zvys$enou
expresi ENO1. [76]
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Obrazek ¢. T - Priciny vzniku anti-ENOI protilatek (prevzato a upraveno dle [84])
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1.4  Prirozené autoprotilatky proti a-enolize u mnohocetného myelomu

Profilovani genové exprese proteini u pacientli s mnohocetnym myelomem odhalilo, Ze zvySena
exprese ENOI1 ma pravdépodobné neptimy vliv na dlouhodobé preziti [33]. Enzymu ENO1 je
vénovana pozornost kvuli své roli pro udrzeni metabolizmu myelomovych bun¢k. ENOI1
podporuje proliferaci nddorovych bunék, jejich adhezi a 1ékovou rezistenci. Porovnani hladin
ENOL1 u pacienti s MGUS, MM a zdravych jedinci, odhalilo, Ze u pacientd s MGUS a MM se
nachazeji podstatné vyssi hladiny ENO1 [78].

Chauhan a spol. (2009) pomoci techniky oligonukleotidovych mikro¢ipti prokazali, ze
plazmocytoidni dendritick¢ bunky (pDC) interaguji s myelomovymi buitkkami. Tyto pDC
nasledn¢ indukuji zvySenou tvorbu enzymu ENOI1 [87]. Bae a spol. (2012) potvrdili, Ze dulezitou
roli by mohla hrat i koexprese ENO1 s jinymi proteiny. Diskutovali také skute¢nost, ze ENO1
tvori pozitivni zpétnou vazbu s cytokiny IL-1B, TNF-a a PGE2 (prostaglandin E2) a podili se tak

na rozvoji zanétlivé imunitni odpovédi [83].

Vyzkumny tym Ray a spol. (2020) na zaklad¢ piedchozich poznatkl vyslovil hypotézu, zda je
mozné pomoci terapeutického zacileni ENO1 dosdhnout zlepSeni bunécné imunitni odpoveédi
proti myelomovym bufikam interagujicim s pDC bunkami. Zajisténi anti-ENO1 aktivity na
urovni bunék by mohlo mit pozitivni vliv na prognézu v souvislosti s terapeutickym efektem.

[33]

Na zéklad¢ ptedchoziho badani Hsiao a spol. (2013) védecky tym Li a spol. (2018) navrhuje
vyuzit monitorovani pfirozenych autoprotilatek se specifitou anti-ENO1 pro ¢asnou diagnostiku
onemocnéni, u kterych hraje vyznamnou roli aktivator plazminogenu typu urokinézy, jak bylo

diive potvrzeno u kostnich nadort (osteosarkom, mnohocetny myelom aj.). [88]

Pacienti léceni s MM, ktefi méli vysSi zaznamenané hladiny ENOI, vykazovali horsi
ptedpoklady pro dlouhodobé pieziti. ZvySena exprese ENO1 muize korelovat s dobou pfeziti.
[89]. Vyskyt protilatek namitenych proti ENOI je ptiznivym faktorem, nebot’ protilatky anti-
ENO1 blokuji proteiny ENO1 [88].
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1.5 Laboratorni metody pro prikaz prirozenych autoprotilatek

Laboratorni vySetifeni patologickych autoprotilatek slouzi v praxi predevsim k diagnostice
autoimunitnich onemocnéni. Dle nalézanych autoprotilatek mtize byt odhaleno autoimunitni
onemocnéni diive, nez se projevi jeho klinické ptiznaky. U jiz diagnostikovanych pacientt slouzi
vysetieni k monitorovani jejich odpovédi na 1é¢bu. K jejich stanoveni jsou v laboratorni praxi
vyuzivany metody: nepfima imunofluorescence (NIF), enzymova imunoassay ELISA (enzymova
metoda detekce antigenu, z angl. ,,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*), radioimunoassay

a imunoblotové techniky. VySetfovaci metoda je volena dle poZzadavki na vysetieni. [60]

Pro stanoveni autoprotilatek v souvislosti s jinymi nez autoimunitnimi onemocnénimi, napf.
nadorova onemocnéni lze vyuzit tytéz metody. V dnesni dob¢ je v§ak navzdory mnohym novym
poznatkim v praxi vyuzivano stanoveni autoprotilatek pouze v souvislosti s diagnostikou
a monitorovanim aktivity autoimunitnich onemocnéni. VySetfovani autoprotilatek u nadorovych
aj. onemocnéni je provadéno spise na poli védeckého vyzkumu. Je pravdou, ze sbér informaci
anasledna tvorba knihoven, kde jsou zaznamenavany nové poznatky o antigenech
a autoprotilatkach u jednotlivych nddorovych onemocnéni, je stale pro rutinni vyuziti omezena.

[90]

Hlavni problematikou vySetfovani autoprotilatek u nadorovych onemocnéni je vysoka
heterogenita jejich vyskytu i rozli¢na specifita, proto nelze spolehlivé odhalit v§echny ptitomné
autoprotilatky a jejich charakter. Vzdy se jedna o screeningové vySetieni, které je v ptipadé
pozitivniho nalezu nutné dodate¢né vySetfeni. Pro rutinni vyuziti v laboratorni praxi je
doporucovana kombinace vySetfovacich metod nepiimé fluorescence a enzymové imunoanalyzy,

kterymi jsou ptedchozi vysledky ovéteny. [60]

VySetfovani autoprotildtek namifenych proti nddorovym strukturam se potyka s redundanci
souboru informaci. U na sob€ nezavislych klinickych studii se mnohdy objevuji zdvéry ohledné
vySetfovani protilatkové specifity tychz autoprotilatek, které jsou vSak nalézany u rozli¢nych
nadorovych nebo autoimunitnich onemocnéni. Posuzovani protilatkové specifity mize byt
irelevantni, pokud jsou specifické pro mnoho onemocnéni zaroven. Dle Geng a spol. (2020) 1ze
dané autoprotilatky povazovat spiSe za biomarkery tkanové hypoxie zptisobené nadorem, nezli
biomarkery specifické pro konkrétni onemocnéni [65]. Fenomén, kdy je mezi odlisnymi
onemocnénimi nalézana spojitost kvili vyskytu autoprotilatek stejné specifity, muize byt

zkreslujici (védecké déja-vu.) [91].
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1.5.1 Moderni ptistupy pro vysSetiovani piirozenych autoprotilatek u nadoru

V poslednich dvaceti letech byly autoprotilatky proti TAA antigenim v mnohych studiich
potvrzeny jako uzitecné biomarkery pro Casnou diagnostiku nadorti. Posouzeni diagnostické
hodnoty jednotlivych antigeni a proti nim namifenych protilatek (anti-TAA) je cilem

nejnovejsich védeckych studii. [92]

Casna nadorové diagnostika autoprotilatek u nadorii nachazi uplatnéni predeviim u nadorovych
onemocnéni s pocateCnim asymptomatickym nebo atypickym prubéhem. U takovych nadora se
pacientovi dostava stanoveni diagnézy az v pokrocilém stadiu onemocnéni a pravdépodobnost
dlouhodobého pieZiti je vyrazné niz§i. Uskalim vySetfovani piirozenych autoprotilatek u nadord

je predevsim citlivost stanoveni a urceni specifity. [93]

Diagnostika protilatek anti-TAA je popularni vzhledem k vétsi spolehlivosti a jednoduchosti nez
samotné vySetfovani TAA antigend. Protilatky jsou snadno pfistupné ze séra pacienta, jejich titry
jsou mén¢ proméenlivé nez u antigend. Vyhodou je také to, Ze se protilatky objevuji i nékolik let
pted prvnimi klinickymi pfiznaky a stanoveni je neinvazivni [94]. Ve vyzkumu pievazuje detekce

anti-TAA protilatek tiidy IgG [95].

V poslednich nekolika letech bylo odhaleno, Ze je Zadouci zaméfovat se na autoprotilatky proti
glykolytickym enzymutim, a to pravé proto, Ze nejspise sehravaji kli¢ovou roli v udrzeni ¢i tvorbé
hypoxického mikroprostfedi nadoru a pravdépodobné prispivaji ke zvySeni imunogenicity
nadorovych bunék. [96]

Identifikace autoprotilatek, jako slozek humordlni imunitni odpovédi proti nadorovym
strukturam je zalozena na charakterizaci TAA antigeni, proti kterym jsou namiteny [96]. Znalosti
ohledné TAA antigeni a anti-TAA protilatek nachazeji uplatnéni predev§im u nadort
S paraneoplastickym syndromem. Jedn4 se o syndrom definovany klinickymi projevy mimo tkan

S primarnim nadorovym loziskem [97].

Uskalim stanovovani anti-TAA protilatek je nutnost piedchozich védeckych poznatkd, kterych
je doposud stale nedostatek, vzhledem k vysokému mnozstvi nadorovych antigend, proti kterym
jsou protilatky namifeny. Castym problémem je také to, Ze jen &ast nalézanych protilatek je
vhodnymi ¢asnymi biomarkery, napt. kvili nestabilnimu vyskytu, nizkym titrim, nizké specifité
nebo citlivosti stanoveni aj. Bylo potvrzeno, ze tyto problémy je mozné minimalizovat pomoci

sestaveni vySetfovacich panelt, pomoci kterych je vySetfeno nékolik protilatek najednou. [98]
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Sestaveni protilatkovych panelil je zaloZeno na vybéru protilatek typickych pro dané nadorové
onemocnéni. Jedna se tak o vysoce specifické a piesné vySetieni, kterym Ize potvrdit typ i podtyp
nadoru a napomaha stanovit prognostické a terapeutické cile [98]. Nasledujici tabulka (Tabulka

¢. 4) poskytuje prehled modernich metod, které budou dale blize vysvétleny.

Tabulka ¢. 4 — Prehled modernich metod pro systémovou analyzu TAA rozpoznavanych cirkulujicimi
protilatkami (upraveno dle [99])

Metoda Knihovna Antigenni pool
cDNA s vyuzitim fragmenty proteint uvolnéné béhem infekce
SEREX " g ty P
fagh lytickymi fagy
o fagovy disple;j, fagy nesouci antigenni peptidy fizované s fagovym
Fagovy displej ) i
cDNA, RPL kapsidovym proteinem
PhIP-S Syntetické fagy nesouci antigenni peptidy fizované s fdgovym
-o€
| oligonukleotidy kapsidovym proteinem

komplex mRNA-ribozom-protein ziskany in vitro

PLATO ORFeome, cDNA )
transkripci/translaci
o imunogenni proteiny v cirkulujicich
Analyza CIC neexistuje ;
imunokomplexech
o proteiny piimo izolované z nadorové tkane nebo
AMIDA neexistuje o
z bunééné nadorové linie
- proteiny izolované primo z nadorové tkané nebo
SERPA neexistuje -
Z bunééné nadorové linie
o proteiny izolované pfimo z nadorové tkan€ nebo
SID-DIGE neexistuje o
Z buné¢né nadorové linie
] - proteiny izolované pfimo z nadorové tkané nebo
MAPPIng neexistuje

Z buné¢né nadorové linie
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Moderni metody proteinového profilovani umoznuji multiplexni robustni analyzy az mnoha
tisicti cilovych antigenti. Jednim z hlavnich omezeni nékterych metod je, Ze nelze vyuzit nebo
vytvorit databaze s knihovnami, které napomahaji k identifikaci cilovych molekul. Pro
identifikaci molekul jsou proto vyuzivany jiné metody. DalSi problematikou je, ze nékteré
metody neumoznuji stanovit posttranslaéni modifikace aj. zmény. Metody pro proteinové
profilovani jsou proto vice komplementarni nez kompetitivni. Pro zisk validnich vysledku je

vhodné metody kombinovat. [100]

SEREX

SEREX (sérologicka analyza nadorovych antigeni za vyuziti ¢cDNA knihoven, zangl.
»Serological Analysis of Expression ¢cDNA Libraries) je vykonnd metoda pro analyzu
proteinovych fragmenti ze vzorkti nadorové tkang. Ze vzorku tkané je izolovana cDNA a in vitro
probéhne klonovani do rekombinantnich fagt, poté nasleduje transfekce do kultury E. coli [101].
Z kultury izolované rekombinantni proteiny jsou nasledné pfeneseny na membranu (napf.
nitrocelul6zovd) a po izolaci s pacientskym sérem a detekci protilatek jsou cilové antigeny

identifikovany pomoci cDNA knihovny. [102]

Mezi hlavni nevyhody SEREX patii pracnost, a také to, ze neni mozné identifikovat
posttranslaéni modifikace proteind, z toho divodu se mohou vyskytnout faleSn¢ pozitivni
vysledky. Naopak vyhodou metody SEREX je, Ze i velmi malé mnozstvi vzorku je dostacujici
a Vv jedné analyze lze stanovit az tisice cilovych antigenti [101]. SEREX je metoda konkurenéni
metodé ,,Phage display*. SEREX je momentalné popularnéjsi pro rychlost analyzy, pfesnost,

vyssi selektivitu a moznost negativni selekce. [95]

Technika na principu ,,Phage display*“ a metoda ELISA

,Phage display“ je metodou, ktera slouzi k profilovani antigennich peptidi rozpoznavanych
cirkulujicimi protilatkami. Umoziuje in vitro selekci proteinii nebo vazebnych peptidi
Z heterogennich smési. Proteiny je mozné rychle izolovat dle jejich afinity, specifity, enzymové
aktivity aj. vlastnosti. Sila ,,Phage display* je ddna fenotypovou vazbou na genotyp cilového
proteinu na fagovém povrchu. Klony cilovych proteinti nebo peptidi jsou dle vlastnosti

identifikovany pomoci tzv. fagové knihovny. [103]

Ptikladem pouZiti je napf. selekce proteinii na zadkladé jejich vazebnych vlastnosti. Cilové
molekuly jsou imobilizovany na pevném nosi¢i (magnetické kuli¢ky nebo povrch desticky

s jamkami) a jsou ptidany fagy. [103]
45



Nenavazané molekuly jsou odstranény a cilové molekuly jsou uvolnény z vazby na nosi¢. Dal$im
ptikladem vyuziti je napt. sledovani kombinatorické mutageneze. Fagové knihovny jsou pro tento
ucel navrzeny tak aby mohl protein kolisat mezi svymi mutagennimi variacemi, které jsou
sledovany. Pro vyhodnoceni je vyuzivano metody ELISA (enzymova metoda detekce antigenu,
z angl. ,,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*), kterou je detekovan fagovy titr a dle rozsahu

koncentrace fagi je stanovena vazebna reaktivita cilovych molekul. [103]

Detekce pomoci ELISA slouzi jako potvrzovaci metoda, Ze v pacientském séru nachéazi anti-TAA
protilatka proti cilovému antigenu. Avsak vzhledem k polyklonalité anti-TAA protilatek, je nutné
brat uvahu, ze se mize jednat 0 soubor autoprotilatek namifenych proti danému antigenu. Pro
potvrzeni, ze se jedna o hledanou protilatku specifickou proti vybranému antigenu, je nutné

vyuzit dalsi techniky napt. PhIP-Seq aj. [104]

PhIP-Seq

PhIP-Seq (sekvenovani fagové imunoprecipitace, zangl. ,Phage Immunoprecipitation
Sekvencing®) slouzi k charakterizaci sérovych protilatek pomoci oligonukleotidem kdédovanych
peptidomd. Jedna se o multiplexni metodu, ktera je vhodna pro analyzu specifickych anti-TAA
protilatek. PhIP-Seq umoziuje uréit vazebnou specifitu protilatek. Knihovny pro identifikaci
jednotlivych proteint jsou sloZeny ze syntetickych oligonukleotidi. Pomoci protilatek ze vzorku
jsou oligonukleotidy imunoprecipitovany a identifikovany pomoci sekvenovani DNA. Vyhodou
metody je nizka cena a vysoka propustnost. Nevyhodou je, Ze knihovny neumoznuji rozeznat
posttransla¢ni modifikace a diskontinualni epitopy [105], pro tyto ucely je vhodngjsi vyuziti

proteinovych mikrocipa [100].

Pomoci knihoven PhIP-Seq lze zobrazit cely imunoproteom a vySetfit tisice oligonukleotidu.
Oproti klasickému fagovému displeji je zde navic imunoprecipitani krok, jeZ nabizi hlubsi
sekvenovani. U protilatek tak lze urcit i pocet antigennich mist. V rdmci jedné analyzy lze

vyhodnotit mnoho vzorku sér najednou. [105]

PLATO

PLATO analyza (paralelni analyza ptelozenych otevienych étecich ramcu, z angl. ,,Parallel
Analysis of Translated Open Reading Frames®) slouzi k vyhledavani interakci mezi proteiny
rizné délky s imobilizovanymi protilatkami. PLATO vyuziva cDNA knihoven nebo knihovny

ORFeome (oteviené Cteci ramce, z angl. ,,Open Reading Frames®). [106]
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Metoda vyuziva RT-qPCR (kvantitativni PCR s reverzni transkripci) pro testovani specifické
vazby s vySetfovanymi proteiny. Principem je tvorba komplexu s antigennim epitopem
a nasledna identifikace cilové molekuly pomoci tzv. zobrazovani ribozomu. I u této metody je

hlavni nevyhodou, ze nelze uréit posttranslaéni modifikace. [106]

Analyza CIC

Analyza CIC, téz imunitni komplexomova analyza slouzi K identifikaci antigent v cirkulujicim
imunitnim komplexu (zkr. CIC). Lze tak odlisit volné a vazané antigeny. CIC jsou piimymi
produkty imunitni reakce a mohou odrazet konkrétni patofyziologické procesy. Metoda analyzy
komplexomt byla navrzena tak, aby byly CIC ze séra purifikovany pomoci magnetickych kulicek
s proteinem G a trypsinem (nebo dle dfivéjSiho postupu - izolace pomoci 2D-elektroforézy)
a profilovany pomoci LC-MS/MS. Detekce CIC byla vyuzita napf. pro sledovani a pochopeni

imunitni humoralni odpovédi u revmatoidni artritidy. [107]

:/ _,( zachvt CIC O
L ==ty
vyhledavini v ‘J‘

vzorek séra databizi tﬁ

redukce,
alkylace,
2> trypsin
- - v
identifikace & 2
[ =4
> I = : MS/MS
® ] ! ' MS/MS
izolace peptidi, ,' '
proteini

cas

Obrazek ¢. 8 - Princip analyzy CIC (prevzato a upraveno dle [107])

Na Obrazku ¢. 8 je zndzornén prvni krok CIC analyzy — zachyceni imunokomplexu pomoci
magnetickych kuli¢ek, druhym krokem je redukce/stépeni, nakonec jsou cilové molekuly

zachyceny a identifikovany napt. pomoci nano-LC-MS/MS. [107]
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Proteinové mikrocipy

Pfedchiidcem proteinovych mikro€ipt (v angl. ,,Microarray®) je jiz zminéna metoda ELISA,
kterd je stale vyuzivana. ELISA je vhodna pro analyzu mensiho poétu vzorki (96 jamkova
desticka). Proteinové mikroCipy slouzi jiz mnoho let jako alternativni metoda pro stanoveni
velkého mnozstvi proteini/peptidd v jedné analyze (az deseti tisice antigent). Lze tak stanovit
I specifické protilatky nebo rozdilné antigenni epitopy. Proteinové mikrocipy a jejich modifikace
jsou vyuzivany predevsim k verifikaci vysledka z ptfedchoziho screeningového vysetfeni jinou

metodou. [108]

Proteiny ve smési jsou imobilizovany na sklicku mikrocipu a jsou aplikovany protilatky. Jejich
vyhodami jsou: detekce posttranslaénich modifikaci, miniaturizace, rychlost a snadné

vyhodnoceni (imunofluorescence). Nevyhodou jsou vyssi naklady. [100]

Existuje mnoho modifikaci, mikro¢ipy mohou byt proteinové nebo peptidové s riznou hustotou
pole [109]. Tuto techniku Ize upravit dle aktualnich potfeb a naroki, k tomu se poji také vyssi

naklady. Mikro¢ipy mohou vyuzivat nativni proteiny, rekombinantni proteiny, glykany aj. [108].

Pro profilovani autoprotilatek je popularni modifikace proteinovych mikro€ipti zvana HuProtTM
(mikroCipy s vysokou hustotou pole, z angl. “The Human Proteome Microarray*) Metoda
HuProtTM muze zajistit potvrzeni az 20 tisic odliSnych cilovych molekul. Nevyhodou je vyssi

cena a nutnost pfedchozich screeningovych vySetieni. [109]

AMIDA

AMIDA (autoprotilatkami zprostifedkovana identifikace antigend, z angl. ,,Autoantibody-
Mediated IDentification of Antigens*) je metoda zalozena na identifikaci cilovych molekul za
pomoci imunoprecipitace specifickych antigenti s protilatkami z pacientského séra. Po
imunoprecipitaénim kroku nasleduje 2D elektroforéza a identifikace proteini zajmu pomoci
technik hmotnostni spektrometrie v kombinaci s kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS). Mezi
hlavni nevyhody patii nutnost komplexace protilatek s antigeny pro imunoprecipitaci i jejich
nasledna spole¢nd eluce. Hrozi, Ze imunokomplex nebude stabilni nebo Ze béhem eluce dojde
k zastinu cilovych molekul. AMIDA je piesto povazovana za jednu z nejspolehlivéjsich
imunoproteomickych metod, a to pfedevsim proto, ze eliminuje chyby, které u metody SERPA

vznikaji pfi ptipravé gelu, pfenosu proteinti z gelu na membranu aj. (viz Obrazek ¢. 9). [110]
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SERPA

SERPA (sérologicka analyza proteomu, z angl. ,Serologic Protecome Analysis*) neboli
PROTEOMEX ¢i SPEAR (sérologické a proteomické hodnoceni protilatkovych odpovédi,
z angl. ,.Serological and Proteomic Evaluation of Antibody Responses®) je metoda, ktera
kombinuje 2D elektroforézu proteomu S imunodetekci cilovych proteind. Identifikace
imunoreaktivnich nalezii je provedena pomoci technik hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS)
[111]. SERPA poskytuje tidaje i o posttranslaénich modifikacich, linearnich epitopech a rozliSeni
izoforem [112].

Vyhodou oproti SEREX je také komplexni citlivost a vyssi rozliSovaci schopnosti. Pii analyze
lze stanovit az stovky cilovych struktur. Omezeni SERPA spoc¢iva v nizsi reprodukovatelnosti
vysledki (transfer z gelu na membranu, lokalizace vybranych spott) a v nedostate¢né identifikaci
antigennich epitopt [112]. V poslednich deseti letech vétSina vyzkumi vyuzila pro hodnoceni
autoprotilatkové specifity u nddorovych onemocnéni pravé metodu SERPA nebo jeji modifikace

[113].
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pacietské sérum s i
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Obrazek ¢. 9 - Porovnani metod SERPA a AMIDA (prevzato a upraveno dle [112])
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MAPPing

MAPPIng (z angl. ,,Multiple Affinity Protein Profiling”) je metoda slouzici pro profilovani
viceafinitnich proteinti pomoci chromatografie a hmotnostni spektrometriec. MAPPIng je
alternativni metodou k metodé SERPA. Principem je zachyt antigend, proti kterym jsou namifeny
protilatky ze vzorku séra. Purifikované protilatky jsou vyuzivany pro piipravu nosi¢l pro
imunoafinitni chromatografii. Ziskané eluaty jsou St€peny trypsinem, frakciovany a analyzovany

pomoci MS. [114]

DISER a SID-DIGE

Tym Pavoni a spol. (2004) navrhl modifikaci metod pro ptesnéjsi odhalovani specifity
autoprotilatek proti autoantigenim u nadorti. Nova metoda méla nazev DISER a jednalo se
0 kombinaci metod 2D DIGE (2D diferencialni gelova elektroforéza) a SERPA. DISER oproti
metodé¢ SERPA umozZiuje nahradit klasickou 2D elektroforézu diferencialni 2D elektroforézou.
V ramci jedné analyzy lze stanovovat kontrolni i vySetfovanou proteinovou frakci a ziskavat

validngjsi vysledky. [102]

O n&kolik let pozdé€ji s podobnym napadem piisel védecky tym Grandjean a spol. (2013), ktefi
navrhli metodu kombinujici sekvenéni imunoafinitni depleci a diferencialni gelovou
elektroforézu (DIGE), metodu proto pojmenovali SID-DIGE (sekvenéni imunoafinitni deple¢né-
diferencni gelova elektroforéza, z angl. ,,Sequential Immunoaffinity Depletion-Differential in
Gel Electrophoresis®). SID-DIGE je zalozena na tvorb&é imunokomplexti TAA a anti-TAA za
ptirozenych podminek. Principem je imunodeplece bunéénych lyzatt a imunoafinitni separace,
jez zaru¢i obohaceni a purifikaci vzorku. Pomoci SID-DIGE Ize stanovit na rozdil od SERPA
I imunogenni proteiny, konformac¢ni zmény antigennich determinant (vCetné posttranslaénich
modifikaci). Tato metoda je vysoce G¢inna pro screening sér pacientd s nadory pro vySetfeni anti-
TAA protilatek a jejich identifikaci S moznosti vyuziti hmotnostni spektrometrie (MS/MS).
Hlavni vyhodou SID-DIGE je piedev§im automatizace techniky 2D DIGE a odstranéni
kontaminujicich protilatek, ¢imz je eliminovano mnoho chyb oproti klasické 2D elektroforéze,

proto ma SID-DIGE vysoky potencial nahradit metodu SERPA aj. [96]
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2  Cile prace

Cilem prace bylo zavést laboratorni metodiku pro vySetfovani a prikaz specifickych ptirozenych
protilatek tfidy IgG v séru pacientli s mnohocetnym myelomem s bliz§im zaméfenim na vyskyt
protilatek se specifitou anti-ENO1. Pro analyzu imunoproteomu byla zvolena imunoproteomicka

metoda zvana SERPA (sérologicka imunoproteomova analyza).

Dil¢i cile prace byly stanoveny nasledovné: piiprava bunééného lyzatu z modelové nadorové
linie a optimalizace 2D elektroforézy pro zisk proteinové mapy, optimalizace fedéni vzorkt
kontrolnich a pacientskych sér, optimalizace semi-dry westen blotu s naslednou imunodetekei,
vyhodnoceni vysledki pomoci zobrazovaciho syst¢ému G:BOX Chemi XX6 s vyuzitim software
GeneSys a GeneTools, hodnoceni ziskanych vysledkl ve spojitosti s vyskytem imunoreaktivnich
proteinovych spotit (skvrn) a dobou odbéru vzorku séra, zhodnoceni vysledki identifikace
proteinti z vybranych imunoreaktivnich spoti pomoci metod hmotnostni spektrometrie (LC-MS)

a zavedeni postupi pro udrzbu promyvaci stanice FlexiWash FW400.
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3.1

O O O O 0O O O

Experimentalni ¢ast
Laboratorni vybaveni (pomiicky a pristroje)

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko),
aparatura pro diskontinualni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
aparatura pro blotovaci pfenos Trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA),
automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
blotovaci nitrocelul6zova membrana (NC) Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2
um (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
zobrazovaci systém ChemiDoc™ XRS+ (CCD kamera s ImageLab softwarem), (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)
zobrazovaci systém G:BOX Chemi XX6 (CCD kamera s GeneSys a GeneTools
softwary) (Syngene, USA),
gelové prouzky s imobilizovanym gradientem (stripy) pH Immobiline™ DryStrip pH 3-
10 NL, 7 cm (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko),
magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CRa Eppendorf, Hamburg, Némecko),
pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA),
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko),
svafecka folii Freshie 1762 a plastové folie (Eta, Praha, CR),
Spicky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
laboratorni tfepacky:

» multifunk¢ni Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga, LotyS$sko),

» Vortex mixer — Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy),

» Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA, Riga, Lotyssko),
ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko),
zatizeni pro izoelektrickou fokusaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) zdroj napéti — Power-pac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
promyvaci stanice FlexiWash FW400 (Cellagen Technology, Praha, CR),
ultrazvukovy procesor UP100H (Hielscher, Berlin, Némecko),
destila¢ni zafizeni pro upravu Cistoty vody (zasobnik s redestilovanou vodou) Halios 40
Type 1 (Neptec, Elbtal, Némecko),
centrifugacni zatizeni MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko),
skla s vytezem Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 1.0 mm Integrated Spacers (Bio-
rad, Praha 4, Ceska republika),
kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-rad, Praha 4, Ceska republika).
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3.2 Seznam chemikalii a reagencii

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

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

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

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

bromfenolova modrf (Lachema, Neratovice, CR),

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

citronan sodny (Penta, Chrudim, CR),

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

DeStreak Reagent — hydroxyethyl disulfid (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko),
dihydrogenfosforeénan draselny (Lach:ner, Neratovice, CR),

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

dodecylsulfat sodny - SDS (Lachema, Neratovice, CR),

dusi¢nan stéfbrny (Penta, Chrudim, CR),

ethanol (Lachema, Neratovice, CR),

fenylmethylsulfonyl fluorid - PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
formaldehyd 36 - 38% vodny roztok (Penta, Chrudim, CR),

glycerol (Penta, Chrudim, CR),

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

hexakyanozZelezitan tridraselny (Penta, Chrudim CR),

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

hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR),

chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR),

chlorid sodny (Lach:ner, Neratovice, CR),

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

anti-human 1gG A8667 (konjugat s HRP, ptivod — kozi) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA),

kyselina citronové bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko),

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

methanol (Lach:ner, Neratovice, CR),

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

mocovina (Lach:ner, Neratovice, CR),

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

odtuénéné susené mléko (Aditiva CZ, Praha, CR),

persiran amonny - APS (Lachema, Neratovice, CR),

siran Zeleznaty (Lachema, Neratovice, CR),

smés amfolytd Pharmalyte pH 3-10 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko),
smés amfolyti Pharmalyte pH 8-10,5 pro IEF (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko),
standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa) Precision Plus Protein Unstained
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),

0O O 0O OO0 O 0O O 0O O O O o o o o o O o o o o o oo

0O O 0O 0O 0 O o0 o0 O o0 O o
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o standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa) Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),

o substrat Clarity Western ECL (Enhanced Chemiluminescence), (luminol, peroxid

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

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

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

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

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

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

0O O O O O

3.3 Modelova bunééna linie a vzorky sér

Bunécna linie RPMI 8226

Jako zdroj proteini pro 2D proteinovou mapu byla vyuZita lidskd myelomova bun&na linie
snazvem RPMI 8226 (ACC 402, Leibnitz Institute, DSMT — ,German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures Gmbh*). Jedna se o suspenzni bunéénou linii, ktera vychazi
z B lymfocyti z periferni krve od muze (61 let), ktery byl diagnostikovan s plazmocytomem
(odbér vzorku v roce 1966). Odebrany vzorek periferni krve byl bohaty na lymfoblasty a je
uchovavan v médiu RPMI 1640 (z angl. ,,Roswell Park Memorial Institute), které podporuje
rust lymfoidnich bunék. Tato bunécna linie je vhodna pro vyzkum poruch imunitniho systému

lymfocytarniho pivodu.

Vzorky pacientskvch sér

Pro ucely analyzy byly vySetteny vzorky sér od péti pacientd s diagnostikovanym mnohocetnym
myelomem. Celkem se jednalo o 32 vzorkd sér. Prvni odbér byl proveden v dobé stanoveni
diagnozy, dalsi odbéry nasledovaly vzdy po tfech mésicich, az do doby, nez pacient dosahl
remise. U nekterych pacienti nedoslo k dosaZeni remise, informace o jejich dalsi 1é¢bé nebo
stavu nejsou nadale znamy. Vzorky pacientd s MM poskytla biobanka Interni hematologické
a onkologické klinika FN Brno (doc. MUDr. Ludék Pour, Ph.D., doc. RNDr. Sabina Sevéikova,
Ph.D.). Pacienti s MM podepsali informovany souhlas a byli pouceni o vykonu a ucelu odbéru.

Odbér vzorkl byl schvélen etickou komisi Fakultni nemocnice v Brn¢.

Pro ulely ziskani normdlnich vzorkl sér, byli osloveni dobrovolni darci. Dobrovolni darci
podepsali informovany souhlas, Ze v dobé odbéru séra netrp€li Zadnym nadorovym ani

autoimunitnim onemocnénim. Jejich séra poslouzila jako negativni kontrola.
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Pro kontrolni testy byl jako zlaty standard vyuzit vzorek séra od pacientky s MM, ktery poskytla
Klinika hematoldgie a transfuziologie LF UK a UN Bratislava (MUDr. Jan Lakota Csc.). Vzorek
byl vybran pro vykazovani velmi silné¢ a specifické imunoreaktivity oproti ostatnim

vysetfovanym vzorktm.

3.4  Sérologicka analyza proteomu (SERPA)

A) Pfiprava bunééného lyzatu

Reagencie a p¥istrojovd technika:

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

Biologicky materidal:

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

Postup:

Lyzaéni roztok byl pfipraven cerstvy nebo lze vytvofit alikvoty (7M mocovina,
2M thiomocovina, 4% CHAPS, které se budou uchovavat zmrazené pii - 20°C), tésné
pted piipravou bunééného lyzatu byly k rozmrazené smési ptidany roztoky 1% DTT,
0,2% Pharmalyte (3-10), 1 mM PMSF. K suché peleté RPMI 8226 (5x10° bunék) bylo
napipetovano 400 ul lyzaéniho roztoku. Bunky slyza¢nim roztokem byly peclivé
promichany a pteneseny do nové 1,5 ml zkumavky. V této zkumavce byla provedena
sonikace, pro uvolnéni proteint s bun¢k (podminky sonikace: 20 sekund, amplituda 80 %,
cyklus 1). Po rozruseni bunék byl vzorek centrifugovan po dobu 10 min p#i 12 300 rpm.
Poté byl odebran supernatant do nové mikrozkumavky. Ziskany bunéény lyzat lze pouzit
ihned pro navazujici rehydrataci s gelovymi stripy nebo jej Ize jednorazové zamrazit
(-80°C).
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B) Rehydratace gelovych stripti s bunéénym lyzatem

Reagencie, pomiicky a p¥istrojovd technika:

e rehydrataéni roztok: 6 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4% CHAPS, 40 mM Tris,1,2%

DeStreak, 10 pl zdsobniho roztoku 1% bromfenolové modre,
e gelové stripy (prouzky), Immobilline DryStrip 3-10 NL, 7 cm, -20°C,
e pinzeta, kazetka se zlabky na umisténi stript ($itka 7 cm), mineralni olej,

e zatizeni PROTEAN® IEF Cell.
Postup:

Rehydratacni roztok byl pfipraven Cerstvy (nebo lze vytvofit alikvoty uchovavané pii
-20°C). Dle nasledujici tabulky (Tabulka ¢. 5) byl pfipraven smésny roztok pro pocet

stripti uréeny k rehydrataci s bunéénym lyzatem.

Tabulka ¢. 5 - Priprava smésného roztoku

Smésny roztok na 1 strip (120 ul) na 5 stripa (600 pl)
Rehydratacni roztok 80 ul 343 ul
Bunécény lyzat 60 ul 257 Wl
Pharmalyte 3-10 1,3 ul 5,6 Wl
Pharmalyte 8-10,5 0,65 ul 2,8 ul

Smésny roztok byl pifedpipetovan do zlabka kazetky pro umisténi gelovych stripa. Do
kazdé jamky bylo pipetovano 115 pl smésného roztoku. Ptipravené (rozmrazené) stripy
byly za pomoci pinzety zbaveny ochranné folie a pokladany gelovou stranou doli na
smesny roztok ve zlabeich. Po ujiSténi, Ze se pod stripy nenachazi vzduchové bublinky,
doslo k ptevrstveni 1 ml mineralniho oleje. Kazetka byla umisténa do zafizeni

PROTEAN® IEF Cell, na kterém byly nastaveny podminky:
Rehydratation = Passive (20°C) - START.

Rehydratace probihala (dle navodu vyrobce stripti) pies noc, po dobu 16-18 hodin.

(Zvoleny program ,,Passive “ znamena, ze rehydratace probiha za 0 pA.)
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C) Izoelektricka fokusace (IEF)

Reagencie, pomiicky a pristrojovd technika:

e geloveé stripy po rehydrataci S biologickym vzorkem,

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

e filtra¢ni papirky (Protean IEF systém — Electrode Wicks),
e zafizeni PROTEAN® IEF Cell.

Postup:

Do kazetky pro IEF (se zlabky na stripy) byly nejprve umistény filtraéni papirky (navlhéené
Vv destilované vod¢) na dratky vedouci k elektroddm. Rehydratované gelové stripy byly
oplachnuty destilovanou vodou, osuseny pomoci filtracniho papiru a premistény do kazetky
gelovou stranou dolii na navlhéené filtracni papirky (filtraéni papirky zprosttedkovavaji lepsi
kontakt gelové strany stripi s prochdzejicim napétim na elektrodach). Gelové stripy musi byt
umistény tak, aby se kladny konec stripii nachazel ve spravné pdlové orientaci vzhledem
k elektrodam (kladny konec k anodé¢). Stripy byly ptevrstveny 1 ml mineralnim olejem. Bylo
zkontrolovano, ze se pod stripy nenachéazi vzduchové bublinky, stripy pfiléhaji na filtracni
papirky a je spravné ptiloZzeno viko kazetky. Kazetka se stripy byla umisténa do pfistroje
PROTEAN® IEF Cell a byl spustén program s piednastavenymi kroky pro izoelektrickou

fokusaci. Jednotlivé kroky jsou zndzornény v Tabulce €. 6.

Tabulka ¢. 6 - Podminky IEF nastavené v softwaru PROTEAN® IEF Cell

Nastaveni programu I[EF | Celkové napéti [V] Doba trvani
Krok €. 1 150 2h

Krok ¢. 2 300 1h

Krok ¢. 3 900 1h

Krok ¢. 4 2100 1h 20 min
Krok ¢. 5 3500 1h

Krok ¢. 6 3500 1h

Krok ¢. 7 3500 4 500 Vh
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Pfed spusténim programu byl na pfistroji nastaven pocet stripti (geli) a velikost
prochazejiciho proudu na 75 pA/gel Doba fokusace proteint se odviji od typu vzorku, jeho
kontaminant (napf. vysoky obsah soli) a laboratornich podminek. Izoelektricka fokusace
trvala zpravidla 7,5 az 8 hodin. Proces fokusace byl ukonéen pii dosaZzeni smérodatné hodnoty
9000 — 10000 Vh. Indikatorem spravné fokusovanych proteini (dle pl) byla i zména
zbarveni barviva z modré na zlutou (bromfenolova modr). Po ukoncené fokusaci byly gelové
stripy oplachnuty destilovanou vodou, osuseny filtracnim papirem a uchovany zamrazenim

pii — 20 °C (pro delsi uchovani pii - 80°C).

D) Dvourozmérna elektroforetickd separace

Reagencie, pomiicky a p¥istrojova technika:

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

o ckvilibracni pufr: 6M mocovina, 30% glycerol, 0,07M SDS, 1,5M Tris pH 8,8,

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

e 0,5% agardza,
e standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein Dual Color,
e elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192M glycin s 0,1% SDS, pH 8,3-8,6,

e | mm hiebinek, aparatura pro ptipravu gelt a elektroforézu, pinzeta, ntizky,

Postup:

Dle navodu v Tabulce ¢. 7 byly ptipraveny 12% délici gely o tloustce 1 mm, které byly
prevrstveny butanolem. Po polymerizaci byl butanol odstranén filtraénim papirem, nanesen
zaostiovaci gel a vlozen hiebinek pro 2D elektroforézu. Mezitim byly rozmrazeny gelové
stripy po IEF a pfipraven ekvilibraéni roztok. Gelové stripy byly nejprve inkubovany s 1%
roztokem DTT po dobu 15 minut, poté oplachnuty destilovanou vodou a osuseny filtra¢nimi
papiry a inkubovany ve 4% roztoku IAA po dobu 15 minut ve tmé (poté oplachnuty
destilovanou vodou, osuseny filtraénimi papiry). Gelové stripy byly poté umistény do
elektrodového pufru. Pomoci nizek a pinzety byly konce stripu zastfihnuty a stripy

ptikladany mezi skla gelu pfipraveného v elektroforetické vané.
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Tabulka ¢. 7 - Priprava gelu

12% Délici gel
4x [mi]

Zaostfovaci gel

4x [mi]

12% Délici gel
2x [mi]

Zaostfovaci gel
2x [mi]

Destilovana voda 6,72 42 3,36 2,1
A —30% AA abisAA | 8 1 4 0,5
B-15MTris,pH8,8 | 5 X 2,5 X
C—1MTris,pH6,8 | X 0,75 X 0,375
D - 10% SDS 0,2 0,06 0,1 0,03
E — 10% APS 0,2 0,06 0,1 0,03
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,003

Gelové stripy byly umistény tak, aby se kladny konec nachazel u jamky pro standard
molekulovych hmotnosti a gelova strana stripu sméfovala ke kratSimu sklu. Po umisténi na
gely byly stripy pievrstveny vytemperovanou 0,5% agar6zou a pomoci kopista byly
vytlaéeny bublinky pod stripy. Po dvou minutach (ztuhnuti agarézy) byl dolit do
elektroforetické vany elektrodovy pufr a do jamky pro marker napipetovany 4 ul standardu
molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Color). Elektroforeticka aparatura byla
pfipojena ke zdroji a nastaveno 60 V a 0,03 A/gel. Po péti minutach (sestoupeni vzorku
z gelovych stripi na gely mezi skly) bylo napéti pfenastaveno na hodnoty: 180 V
a 0,03 A/gel. Elektroforéza probihala ptiblizné jednu hodinu (dle laboratornich podminek)

a byla ukonc¢ena, kdyz barvivo témét opustilo gel.

E) Semi-dry western blot

Reagencie, pomiicky a piistrojovd technika:

PBS-T pufr pH 7,4: 137 mM NaCl, 2,7mM KClI, 1,47 mM KHzPOy4, 8,1 mM NazHPO4
.12H20, 25% Tween 20,

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

tlusté filtra¢ni papiry, valecek, pinzety, nitrocelulozova (NC) membrana,

aparatura pro blotovaci pfenos Trans-Blot® SD Semi-Dry.
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Postup:

Nitroceluldzova membrana byla aktivovana ponofenim do transferového pufru
(inkubacel0 minut). Gely po elektroforéze vyjmuté ze skel (po odiezu stripit) a tlusté filtra¢ni
papiry byly taktéz inkubovany v transferovém pufru. Na spodni elektrodu piistroje pro semi-
dry western blot byl nanesen tlusty filtracni papir a uvalen valeckem. Pomoci pinzety byla na
filtra¢ni papir umisténa NC membrana a na ni umistén gel a pievrstveno dalSim tlustym
filtratnim papirem a opét uhlazeno valec¢kem. Po piipojeni do zdroje bylo nastaveno: 12 V
a 0,3A/gel, 70 minut. Nakonec byly membrany i gely promyty 3 x 5 minut destilovanou

vodou (pfiprava pro jejich kontrolni barveni).

F) Vizualizace proteinu na gelu (po Western blotu)

Reagencie:

e fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol,
e 10% glutaraldehyd,

e roztok amoniakalniho stiibra: 20% roztok dusi¢nanu stiibrného, 26% amoniak, 9M

hydroxid sodny, destilovana voda,

e Vvyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova, 0,05% formaldehyd,

e Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova.

Postup:

Gel (po elektroforetické separaci) byl inkubovan pies noc (nebo minimalné 30 minut ve
fixaénim roztoku). Poté byl gel po dobu 30 minut rehydratovan v destilované vod¢.
Nasledovalo 30 minut inkubace v roztoku s 10% glutaraldehydem a poté promyvani 6 x10
minut destilovanou vodou. Dale byl pfipraven roztok amoniakalniho stéibra pomoci titrovani
dusi¢nanu stfibrného s roztoky amoniaku a hydroxidu sodného. Pifi zméné zbarveni
Z bezbarvého na lehce hnédy zékal byla titrace ukoncena a barvici roztok ptidan ke gelu. Po
15 minutach barveni byl gel promyt destilovanou vodou. Proteiny byly vizualizovany pomoci
inkubace ve vyvolavacim a poté v ustalovacim roztoku. Gel byl nasledné vyfocen ve stanici
G:BOX pomoci programu GeneSys. Vizualizace proteint na gelu po pfenosu proteinti na NC
membranu je kontrolnim krokem, kterym bylo ovéfovano, zda doslo ke kvantitativnimu
pfenosu proteinti na membranu a transfer probé&hl Gspésné, (tzn. na gelu by mélo byt naprosté

minimum proteind).

60



G) Vizualizace proteind na membrané

Reagencie:

e barvici roztok: 0,2% AgNO3,0,8% FeSO4, 2% citrat sodny,

e odbarvovaci roztok: 50 mM thiosulfat sodny, 15 mM hexakyanoZelezitan draselny.

Postup:

NC membrany po Western blotu byly inkubovany s barvicim roztokem po dobu 6 minut
(nebo déle, dokud se slabé neprojevily viditelné spoty znaéici jednotlivé proteiny). Membrany
byly nasledné nékolikrat rychle promyty destilovanou vodou, dokud nedoslo k vymyti
veskerého barviciho roztoku. Membrana s proteinovou mapou byla vyfocena pomoci G:BOX
stanice v programu GeneSys. Poté byly membrany inkubovany s odbarvovacim roztokem
(ptiblizn¢ po dobu 3 minut) do odbarveni s naslednym nékolikanasobnym promytim
destilovanou vodou az do kompletniho promyti od odbarvovaciho roztoku. Posléze je mozné
zvolit ze dvou moznosti, v piipadé pieruseni prace 1ze membrany vysusit a uchovat v plastové
folii bez ptistupu vzduchu a vlhka v lednici po dobu nékolika tydna (pfed pouzitim je nutné
je rehydratovat v pufru po dobu alesponi 30 minut). Nebo Ize ihned navazat dal$im krokem,

a to detekci imunoreaktivnich skvrn po inkubaci s protilatkami ze séra.

H) Imunodetekce reaktivnich proteinovych spotu

Reagencie, pomiicky a piistroje:

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

e primarni protilatka: pacientské sérum (¥fedéni 1:500 s blokovacim roztokem),

e konjugat: anti-human IgG (fedéni 1:5000 s blokovacim roztokem),
e chemiluminiscen¢ni substrat: Clarity Western ECL (peroxid vodiku a luminol v poméru

1:1)

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

e pinzeta, svarecka folii, plastové folie, rotator.
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Postup:

V ramci zavadéni protokolu SERPA byly optimalizovany dva postupy, prvni postup je
manualni (Postup 1), druhy postup je automatizovany (Postup 2). Oba postupy nabizeji

vyhody 1 nevyhody a jsou vzajemné komplementarni.

Postup 1 — manudalni:

NC membrany byly nejprve promyty v PBS-T pufru (3 x 5 minut), pak byly inkubovany
po dobu 1 hodiny v blokovacim roztoku. Nasledovalo promyti v PBS-T pufru (2 x 10
minut). Soucasn¢ byly ptipraveny vzorky pacientskych sér, jez byly piipraveny fedénim
v poméru 1:500 s blokovacim roztokem. Stejnym zpusobem byl pfipraven i roztok
konjugatu 1:5000 (kozi anti-human 19gG). Po promyti v PBS-T byly membrany umistény
do folii a svatovany jejich strany. Pfed svafenim posledni strany byly k membrané
napipetovany 2 ml nafedéného vzorku séra. Membrany ve folii byly inkubovany
s primarni protilatkou po celou noc v lednici (4° C, na rotatoru). Druhy den byly
membrany promyty 4 x 5 minut v PBS-T pufru a inkubovany s roztokem sekundarni
protilatky (konjugat) po dobu 1 hodiny. Poslednim krokem bylo opétovné promyti 6 x 5

minut v PBS-T pufru a nasledovala chemiluminiscen¢ni detekce.

Postup 2 - automatizovany:

NC membrany byly promyty v PBS-T pufru (3 x 5 minut). Promyvaci stanici FlexiWash
bylo pied pouzitim nutné promyt pomoci programu ,,Clean®, a to 2 X redestilovanou
vodou a 1 x PBS-T pufrem. VSechny reagencie byly pfipraveny vedle promyvaci stanice
(blokovaci roztok, roztok s primarni protilatkou, roztok se sekundarni protilatkou a PBS-
T pufr). NC membrany byly umistény do jednotlivych pozic a pfislusné hadic¢ky (kanaly)
byly dle Tabulky ¢. 8 umistény do pfislusnych roztokd. V softwaru ptistroje byly vybrany
pfislusné pozice umisténi pro membrany (tzv. ,,Tray*), které budou vyuzivany k analyze.

Nastaveni:

Program (kontrola nebo uprava jednotlivych kroki) - Load (vyber
prednastaveného protokolu) = Confirm = Ok (nahore v listé prepnout na dalsi
, Tray” =2 Main 2 dané,, Tray* pro analyzu hldsi ,, Ready“ 2 Start

Inkubace s primarni protilatkou probihala 8 hodin za laboratorni teploty (25°C), inkubace
s konjugatem probihala 1h (idealné pies noc). Druhy den byla =zahajena
chemiluminiscen¢ni detekce. Promyvaci stanici FlexiWash bylo nutné vzdy po pouziti

promyt od vSech pouzitych roztoki.
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Tabulka ¢. 8 - Nastaveni programu promyvani (FlexiWash)

Objem pro jednotlivé | Cas inkubace | Pocet
kanaly [ml] [min] opakovani

A (blokovaci roztok) 10 60 1x

A (blokovaci roztok) 1 1 1x

B (roztok s primarni protilatkou) 10 480 1x

W (promyvaci pufr) 10 5 4x

C (roztok se sekundarni protilatkou) | 10 60 1x

W (promyvaci pufr) 10 50 9x

Pro chemiluminisenéni detekci byl pfipraven roztok ECL substratu. Na NC membranu v nové
Petriho misce byly napipetovany 2 ml substratu (v laboratofi bylo udrzovano ptitmi), po 30
sekundové inkubaci se substratem byla membrana pienesena do stanice G:BOX s CCD kamerou

a spustén program pro chemiluminiscenéni detekci. Posléze nasledovalo vlastni vyhodnoceni

ziskanych snimkd v programech GeneSys a GeneTools.

Nasledujici obrazek (Obrazek ¢. 10) poskytuje schéma celého pribéhu metody SERPA. br
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Obrazek ¢. 10 — Schématické zndzornéni analyzy SERPA (upraveno dle [115], [116], [117])
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4 Vysledky a diskuze

Byla zavedena sérologickd imunoproteomickd analyza (SERPA) pro imundetekci protilatek
Vv sérech pacienti s mnohoc¢etnym myelomem. Pro dosahovéani optimalnich vysledkii bylo nutné
upravovat postupy pro analyzu imunoproteomu. Nejprve byl ptipraven bunécny lyzat z modelové
nadorové linie pro mnohocetny myelom zvané RPMI 8226. Podminky byly upraveny tak, aby
bylo mozné ziskat proteinovou mapu s jednotlivymi separovanymi proteiny. Byla zavedena
metoda dvourozmérné elektroforetické separace proteind z bunééného lyzatu, ktera zahrnovala
upravu podminek pro izoelektrickou fokusaci gelovych stripti s bunéénym lyzatem a SDS-PAGE

elektroforézu.

Posléze byla zavedena navazujici metoda semi-dry western blot pro pienos proteind z gelti na
nitrocelul6zovou membranu s naslednou inkubaci membrany S pacientskym sérem (primarni
protilatkou) a konjugatem s kienovou peroxidazou (sekundarni protilatkou). Pro inkubaci
membrany s protilaitkami byly zavedeny dva postupy. U jednoho z postupt byla vyuzivana
promyvaci stanice FlexiWash FW400, proto bylo nutné zavést i postupy pro jeji udrzbu. Poté
probéhla imunodetekce imunokomplexu vzniklého na principu reakce s chemiluminiscenénim
substratem. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci zobrazovaciho syst¢ému G:BOX Chemi XX6
s vyuzitim software GeneSys a GeneTools. Byl optimalizovan zptisob hodnoceni ziskanych
vysledkl ve spojitosti s vyskytem imunoreaktivnich proteinovych spott (skvrn) a dobou odbéru
vzorku séra. Proteiny z vybranych imunoreaktivnich spotti byly identifikovany pomoci metod

hmotnostni spektrometrie (LC-MS).

Pomoci zavedené sérologické imunoproteomické analyzy bylo vysetfeno 32 vzorki sér od péti
pacienti s MM v remisi. Vzorky sér byly odebirdny pacientlim Vv tfimési¢nich intervalech v dobé
od stanoveni diagndzy, Vv priab&hu 1é¢by i v obdobi remise. Nalézané imunoreaktivni spoty byly
tvofeny cilovymi strukturami (antigeny), proti kterym byly namifeny (auto)protilatky (tfidy IgG)
z pacientského séra. Pro validaci vysledkt byl vyuzivan tzv. ,zlaty standard”, lidské sérum
s prokazanym vyskytem vysokého titru specifickych anti-ENOL1 IgG a séra zdravych darci ve

vékovém rozmezi kopirujicim veék sledovanych pacienti.
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4.1 Priprava bunééného lyzatu

Pomoci zavedenych postupti (viz podkapitola 3.4 A)) byl pfipraven bunééna lyzat z bunééné linie
RPMI 8226, ktera byla zamérné vybrana pro ptimy vztah proteint linie s proteiny vyskytujicimi
se V proteomu mnohoc¢etného myelomu. Pro ptipravu bunééného lyzatu byla zvolena koncentrace
5.10° bunék. Sucha peletka bunék o této koncentraci byla promina s lyza¢im roztokem, poté
nasledovala sonikace za ucelem rozruseni bun¢k a centrifugace pro zisk supernatantu s proteiny

uvolnénymi u bunék. Supernatant byl dale nazyvan jako bunéény lyzat.

Vhodnost bunééné linie byla potvrzena vyzkumem Sarin a spol. (2020) na zaklad¢ vySetfovani
RNA profilu pomoci transkriptomové korelacni analyzy vyuzivajici RNA-sekvenaéni databaze

Keats a CCLE, viz Obrazek ¢. 11. [118]
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Obrazek ¢. 11 - Hodnoceni ucinnosti bunécnych linii jako modelit pro vyzkum mnohocetného myelomu
(prevzato [116])
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Nevyhodou vyuzivani bunécné linie RPMI 8226 je skuteCnost, Ze tato bunécnd linie nema
standardizovanou proteinovou mapu jako nékteré jiné bunécné linie. Budouci zmapovani
jednotlivych proteini by mohlo identifikaci nalézanych reaktivnich proteint s protilatkami
znacn¢ usnadnit, nebot’ se vyhledavani proteinovych spotii na gelu pro identifikaci hmotnostni
spektrometrii odviji od pozice proteinovych spoti na NC membrané¢ odectenych po

chemiluminiscen¢ni detekei.

Vybér bunécné linie byl ovefen i1 pilotnimi experimenty s analyzou imunoproteomu pacienti
S MM se zamétfenim na vyskyt proteinu ENO1. Vzhledem k tomu, ze protein ENO1 nalezi
U bunécné linie RPMI 8226 k proteinim vyskytujicim se ve vysoké koncentraci, byl zaveden
postup vyuzivajici RPMI 8226 pro tvorbu bunécného lyzatu. Proteiny bunécného lyzatu byly
V ramci této prace prostfednictvim 2D elektroforézy separovany ve dvou rozmérech pro zisk tzv.

proteinové mapy.

Bylo zjisténo, ze Cerstvost rehydratacniho a lyza¢niho roztoku ovliviuje vysledky izoelektrické
fokusace, proto byla jejich trvanlivost stanovena na maximalni dobu 6 mésict (pro uchovani
alikvott pti -20 °C). Doba sonikace byla snizena z 30 sekund na 20 sekund, nebot’ pti delsi
sonikaci dochdzelo ke spaleni bunéénych zbytkil, coz mohlo negativné¢ ovliviiovat kvalitu
proteinii bunééného lyzatu. Pfi piipravé smésného roztoku bylo ptivodni mnozstvi 120 pl
ponizeno na 115 pl, tim se zaroven ukazalo, ze pfipraveny smésny roztok lze vyuzit pro
5.10° bunék RPMI 8226 vedla k tvorb& proteinovych map bohatych na proteiny. Nékteré
proteinové mapy vSak vykazovaly splynuti jednotlivych proteinovych zén. Oblasti, kde
dochazelo k nejvétsimu piekryvu proteinti mohly ovsem vzniknout i v diisledku zasoleni vzorku

nebo nedokonalym odebranim supernatantu pfi piipravé bunééného lyzatu.
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4.2 Priprava proteomové mapy a vizualizace proteini na gelu a membrané

Ptipraveny bunécny lyzat byl inkubovan s gelovymi stripy v ramci zavedeného postupu pro

rehydrataci (viz Kapitola 3.4 B) a naslednou izoelektrickou fokusaci proteint v gelovém stripu

dle izoelektrického bodu, viz Kapitola 3.4 C). Gelovy strip s proteiny separovanymi dle pl byl

poté nanesen na piipraveny 12% akrylamidovy gel a provedena separace proteini v druhém

rozméru (vertikalng) dle molekulovych hmotnosti. Proteiny na gelu po dvourozmérné

elektroforetické separaci (viz Kapitola 3.4 D) bylo mozné vizualizovat pomoci amoniakalniho

stiibra (viz Kapitola 3.4 F) nebo barviva Coomasie blue, viz Obrazky ¢. 12 a 13. Gely s proteiny

obarvené¢ pomoci barviva Coomasie blue byly urceny (vzhledem k lepsi kompatibilit¢ MS

analyzy s barvivem) k nasledujicimu vyfezu spott pro identifikaci proteinti pomoci hmotnostni

spektrometrie.
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Vizualizace proteinovych map po pieneseni z gelu (viz Kapitola 3.4 E, G) na nitrocelulul6zovou
membranu, pomoci metody semi-dry westen blot, byla provadéna za ucelem kontroly spravné
piipravy bunécného lyzatu (zasoleni vzorku, denzita a celistvost proteinovych skvrn), ispéSnosti
piedchozi 2D elektroforetické separace (vznik jednotlivych skrvn, nikoli horizontdlnich nebo
vertikdlnich prouzkl) a GspéSnosti transferu proteinové mapy z gelu na membranu (absence
vzduchovych bublin, které by vedly ke ztraté proteinil). Proteinové mapy na NC membrané byly
vizualizovany dle postupu pomoci roztoku koloidniho stiibra (viz Kapitola 3.4 G), viz obrazky

nize (Obrazky ¢. 14, 15). Vzdy po levé strané je viditelny standard molekulovych hmotnosti.

Cilem prace bylo ziskani co nejvétsiho poctu separovanych spotil. V radmcei optimalizace postupu
doslo k zisku proteinovych map slépe separovanymi proteiny. Proteinové mapy byly
reprodukovatelné a spoty s vysokou denzitou bylo mozné identifikovat pomoci hmotnostni
spektrometrie. Pro budouci experimenty s i¢elem identifikovat jednotlivé proteinové skvrny

z gelu pomoci metod hmotnostni spektrometrie by bylo zddouci vyssi nafedéni bunééného lyzatu.
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4.3 Stanoveni imunoreaktivity vySetfovanych sér s proteiny bunécéného
lyzatu

Nitrocelulézové membrany s proteiny byly po vizualizaci odbarveny odbarvovacim roztokem,
promyty a inkubovany nejprve s blokovacim roztokem, poté s roztokem ziedéného pacientského
séra a poté s konjugatem, ktery tvoiila sekundarni protilatka (anti-human 1gG) s kienovou
peroxidazou. Pomoci chemiluminiscen¢niho substratu ECL (luminol a peroxid vodiku 1:1)
probéhla imunodetekce. Bylo nutné zjistit, jaké fedéni vzorki sér je pro imunodetekei optimalni
a provést validaci pro rozliSovani specifické imunoreaktivity sér od imunoreaktivity sér zdravych
jedinct s ptfidélenym znacenim (¢. 0304, 7368, 4570 a 8381). Na nasledujicich snimcich jsou
snimky sér ¢tyf zdravych darci, které slouzili jako negativni kontrola (Obrazky ¢. 16, 17, 18

a19).
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Obrazek ¢. 17 - Zaznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protilatek ze séra s
proteinovou mapou (¢. 1368), redéni séra
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Vzorky sér zdravych darcti poslouzili jako negativni kontrola. Ukazalo se, ze séra zdravych darct
vykazovala urCitou imunoreaktivitu s proteiny na membrané, jez je predpokladana jako
nespecificka. Oproti snimkiim pozitivniho séra nebyly identifikovany zadné zietelné spoty,
mnohdy se objevovaly i artefakty (skvrny nepravidelnych tvari, ¢ary apod.). U zdravych darcii
nebyla za stejnych experimentalnich podminek prokazéna ptitomnost specifickych anti-ENO1

1gG (47 kDa, pl 6,5-7)
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Obrazek ¢. 20 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek ze séra s
proteinovou mapou (,,zlaty standard*),
Fedent séra 1:500

Obrazek ¢. 21 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protildtek ze séra s
proteinovou mapou (,zlaty standard*),
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Obrazek ¢. 22 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek ze séra s
proteinovou mapou (,zlaty standard”),
redeni séra 1:500

Obrazek ¢. 23 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protildatek ze séra s
proteinovou mapou (,,zlaty standard*),
redeni séra 1:500

Pozitivni sérum vykazovalo vyraznou imunoreaktivitu s ENO1 proteinem (47 kDa, pl 6,5 — 7),
viz Obrazky &. 20, 21, 22, 23. Redéni viech vzorki sér bylo zvoleno 1:500, provedeno

S blokovacim roztokem.
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Proteiny, které tvofi izoformy se projevuji jako dva nebo tii spoty velmi blizko u sebe
(dvourozmérna elektroforeticka separace proteind v 1. sméru dle pl) , az splyvajici. Ukazalo se,
ze u siln€ pozitivnich vzorkd bylo vyhodné navysit fedéni séra a dosahnout tak lepsi reaktivity
anti-ENO1 1gG s jednotlivymi izoformami proteinu ENO, jak dokazuje nasledujici snimek, na
kterém je siln¢ pozitivni sérum fedéno 1: 1500 (Obrazek €. 25). Pro porovnani je ptilozen
I snimek téhoz séra fedéného 1:500, ktery vznikl v ramci jedné porovnavaci analyzy (Obrazek ¢.
24). Z vysledki vyplyva, ze anti ENO1 IgG autoprotilatky reaguji s riznymi izoformami ENO
(47 kDa, pl 6,5-7), diky ¢emuz bylo mozné rozpoznat az Ctyfi izoformy proteinu vV bunééném
lyzatu. Izoformy ENO se pravdépodobné liily jen typem a mirou posttranslaénich modifikaci

prispivajicich k celkovému naboji (tedy 1 pl)

Pro fedéni sér pacientd s mnohocetnym myelomem byl zvolen stupen fedéni 1:500, aby bylo
mozné detekovat i slabé imunoreaktivni séra a bylo vizualizovano vice proteinovych spotd.
Protilatky ze séra poté mohly reagovat i s proteiny zastoupenymi na membrané v nizsi
koncentraci. Pro ucely analyzy byl jako sekundarni protilatka zvolen konjugat anti-1gG s HRP
(kfenova peroxidaza). Nalézana reaktivita proto vzdy odpovidala pfitomnosti lidskych 1gG

protilatek vadzanych na membranu.

Optimalizace podminek pro vazbu protilatek ze séra na cilové antigeny

V rdmci optimalizace protokolu metody SERPA byly vytvofeny dva rizné postupy pro inkubaci
membran s protilatkami (viz Kapitola 3.4 H). Prvni zavedeny postup byl manualni (Postup 1)

s vyuzitim svafovacky, druhy postup byl automatizovany (Postup 2) a vyuzival promyvaci stanici
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Flexiwash FW400. Oba postupy maji své vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou je, ze 1ze ziskat
vysledky dvéma riznymi postupy a ovéfit si tak jejich validitu, tzn. vznik reaktivnich spotil jen

na zaklad¢ specifické interakce mezi protilatkou a cilovou strukturou.

Jak jiz bylo dtive vysvétleno, po probéhlé 2D elektroforetické separaci a semi-dry western blotu
nasledovala inkubace NC membran s primarni a sekundarni protilatkou s navazujicic
chemiluminiscen¢ni detekci. Postup nazvany Postup 1 byl pivodnim zavedenym postupem
pracovniho protokolu SERPA. Pro implementaci promyvaci stanice FlexiWash FW400 byl
zaveden Postup 2. Vzhledem ke dvéma existujicim postupim byla porovnana citlivost a kvalita
vysledki, jez nabizeji. Na Obrazcich nize jsou snimky téhoz pacientského séra (,,zlaty standard®)

s vyuzitim Postupu 1 (Obrazek €. 26) a Postupu 2 (Obrazek ¢. 27).

Postup 1 byl manualni, proto vyzadoval vétsi zruénost a vyznacoval se vyss§i ¢asovou naro¢nosti
Inkubace membrany s primarni protilatkou probihala piiblizné¢ 16-18 hodin (tzn. pfes noc)
minimalni doba pro inkubaci membrany se sérem byla stanovena na 8 hodin. Pii pouzivani diive
ptipravenych membran po semi-dry western blotu uchovavanych v suchu v lednici bylo mozné
vyuzit onu minimalni inkubaéni dobu, tj. 8 hodin. S delsi inkubaci byla zvySovana citlivost

v

analyzy (spoty byly vyrazn&jsi, imunokomplexy stabiln&jsi).

Postup 2, (vyuzivajici promyvaci stanici FlexiWash FW400) jez byl automatizovany, poskytl
usnadnéni manualni prace, ¢cimz byl uSetien Casu a zavedeno méné chyb. S membranou bylo
méné manipulovano. Dalsi vyhodou byla i skute¢nost, ze bylo se v§emi membranami na
promyvacéce zachdzeno totozné za stejnych podminek. Nevyhodou bylo, Ze proces probihal za
laboratorni teploty. Inkubace se sérem probihala 8 hodin. Hlavnim tiskalim bylo mozné znecisténi
kanali promyvaci stanice biofilmem, jez by mohlo ovliviiovat vysledky analyz. Proto bylo nutné
neustale stanici promyvat udrzovat v Cistoté, coz samoziejmé enormné zvy$ovalo mnozstvi
chemikalii potfebnych pro analyzu. Nevyhodou bylo i nafed’ovani roztokti s protilatkami roztoky
z ptedchoziho nastaveného kroku (napt. PBS-T pufrem nebo blokovacim roztokem), nebot’
odsavani nebylo definitivni. Tento postup byl v§ak piesto preferovan kviili lepsi opakovatelnosti

a reprodukovatelnosti vysledkii a ve vysledku mensi chybovosti nez Postup 1.

Na Obrazku €. 26 je zfejmé, Ze s membranou bylo vice manipulovano (nese zndmky pomackani
Vv disledku zavatfeni membrany do folie apod.). Splyvani izomernich forem zobrazeného proteinu
muze byt disledkem delsi inkubace s pacientskych sérem. Je ziejmé, ze po oba postupy jsou
funkéni a vzajemné komplementarni. Obrazek ¢. 27 nese minimum artefaktl. Lze pozorovat dva

imunoreaktivni spoty, které pravdépodobné znaci izomerni formy proteinu ENOI.
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Obrdazek ¢. 26 - Zdaznam NC membrany po Obrdazek ¢. 27 - Zaznam NC membrdany
detekci imunoreaktivity protilatek po detekci imunoreaktivity protilatek
Z pacientskeho séra MM-15-41 CR +6, Z pacientského séra MM-15-41 CR +6,
(Postup 1) (Postup 2)

Ptednosti Postupu 1 je i to, Ze inkubace probiha v chladnicce pfi teploté 4 °C (kdy se pfedpoklada
lep$i pribéh tvorby imunokomplexli) nebo mensi spotfeba chemikalii nez u Postupu 2.
Nevyhodou této cesty jsou naopak vyssi ¢asové naroky (az o nékolik hodin) a vys$si Sance
zaneseni chyby vzhledem k manudlnimu postupu. Postup 1 navic zahrnuje pouze inkubaci se
sérem, po niz musi nasledovat dal§i kroky jako jsou: promyti PBS-T pufrem, inkubace

s konjugatem apod., kter¢ jiz probihaji v Petriho misce pfi laboratorni teploté (druhy den).

Z naseho pohledu bylo proto vhodnéjsi pro nasledujici analyzy uptednostiiovat Postup 2. Postup
1 byl vhodné;jsi pro opakovaci analyzy pfi predchozi analyze s vyuzitim Postupu 2 nebo pro slabé

reaktivni séra.
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4.4  Optimalizace reakénich podminek vazby konjugatu na imunokomplex
a nasledné chemiluminiscen¢ni detekei

V metodické c¢asti bylo (viz Kapitola 3.4 H) popsano, jak byly membrany po inkubaci
s protilatkami vyhodnoceny pomoci chemiluminiscen¢ni detekce. Pro tvorbu zaznamu
membrany a zachyt chemiluminiscencniho signalu kienové peroxiddzy na vzniklém
imunokomplexu na membran¢ s chemiluminiscenénim substratem ECL (luminol a peroxid

vodiku 1:1) byla vyuzivana fotografovaci stanice G:BOX Chemi XX6.

V softwaru GeneSys byly vytvoieny protokoly pro vyhodnocovani nalézanych imunoreaktivnich
spott po inkubaci membran SECL substratem. Bylo zjiSténo, Ze poskytovany
chemiluminiscen¢ni signal zavisi na dob¢ inkubace membrany se substratem a svételnych
podminkéch v laboratofi. Proto byl po nékolik experimentech zaveden postup upravujici pavodi
ptevzaty postup, kde byla uvedena inkubace s ECL 5 minut a pozadovana doba foceni 300
sekund, 20 snimkti. Bylo pozorovano, ze ¢im déle je membrana inkubovana se substratem, tim
vice dochéazi k zisku vysoce kontrastnich snimku, které ,.zastifiuji* slab$§i imunoreaktivitu

a zvyraznuji spoty o siln€jsi denzité, nez je skutecnost. V programu GeneSys byl vytvoren

protokol pro chemiluminiscen¢ni detekci imunokomplexti (Tabulka €. 9).

Tabulka ¢. 9 - Foceni membrany po inkubaci s ECL substrdatem v programu GeneSys

Snimek Interval Celkovy cas Snimek Interval Celkovy cas
1 3s 3s 12 15s 124 s
2 3s 6s 13 20s 144 s
3 3s 9s 14 20s 164 s
4 10s 19s 15 20s 184 s
5 10s 29s 16 20s 204 s
6 10s 39s 17 20s 224 s
7 10s 495 18 20s 244 s
8 15s 64 s 19 20s 264 s
9 15s 79s 20 20s 284 s
10 15s 94s 21 20s 304 s
11 15s 109 s
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Nasledujici snimky (Obrazky ¢. 28, 29, 30, 31) znazornuji vyvoj chemiluminiscenéniho signalu
v prib¢hu foceni. Je zfejmé, ze upravou protokolu dosSlo k dosazeni lepSiho signalu a lze
pozorovat stoupajici intenzitu signdlu jako zvySujici se kontrast. (Je nutné podotknout, ze
software GeneSys snimky automaticky upravuje, proto neni vyvoj po vyfoceni ziejmy a bylo
tteba upravit kontrast snimkl na ptivodni hodnoty manualné). Prace vzdy probihala za minimalni

osvétleni laboratofe.
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Obrazek ¢. 28 - Zaznam NC membrany
po detekci imunoreaktivity protildtek z
pacientského séra MM-15-41 DG +6,
snimek 1 (3 S)

Obrazek ¢. 29 - Zaznam NC membrany

po detekci imunoreaktivity protilatek z

pacientského séra MM-15-41 DG +6,
snimek 3 (9 5)
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Obrazek ¢. 30 - Zaznam NC membrany
po detekci imunoreaktivity protilatek z
pacientského séra MM-15-41 DG +6,
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Obrazek ¢. 31 - Zaznam NC membrany
po detekci imunoreaktivity protilatek z
pacientského sera MM-15-41 DG +6,

snimek 9 (79 s) snimek 18 (244 s)

Jako idealni doba inkubace membrany se substratem ECL bylo stanoveno 30 sekund. Membrana
byla poté rovnou vlozena do fotici stanice G:BOX Chemi XX6 (bez promyti od substratu ECL).
Inkubace membrany se substratem ECL proto pokracovala i béhem foceni snimka (celkem 300
sekund). Tento postup zajistil lepsi vizualizaci vyvoje chemiluminiscen¢niho signalu a zajisténi

nizké intenzity pozadi.
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Vyhodnoceni vysledka v zobrazovacim systému G:BOX Chemi XX6

VSechny snimky byly ziskdny pomoci zobrazovacimu systému G:BOX Chemi XX6, ktery
umoziuje fotit a upravovat snimky prostiednictvim programu GeneSys a GeneTools. Oproti
pivodnimu zobrazovacimu systému (ChemiDoc XRS+ systém s CCD kamerou a Image Lab™
softwarem) je G:BOX Chemi XX6 modern¢jsi a nabizi vice funkci pro detekcei proteind na gelech
nebo membranach. Poskytuje chemiluminiscenéni signal jiz od femtograml, umoziuje
i fluorescenéni detekci aj. V software GeneSys lze nastavit protokoly pro foceni a jeho

podminky, véetné nastaveni CCD kamery (6 Mpx, chlazeni, odstranéni Sumu pozadi aj.)

A) Software GeneSys (chemiluminiscenni detekce)

V hlavnim menu (Obrazek ¢. 32 nalevo) byl vybran typ materialu k vyfoceni (membrana),
napravo byly pfedvolené nebo nové vytvoiené protokoly pro konkrétni ucely foceni s danymi
podminkami (viz Tabulka ¢. 9). Po zvoleni protokolu a podminek bylo zobrazeno okno snimajici
vzorek kamerou, membrana byla umisténa do spravné pozice (Obrazek ¢. 32 napravo)

a nastaveny podminky chemiluminicen¢niho snimani (dle Tabulky ¢. 9), viz podkapitola 3.4 H).

asoccmmes GENESYS (1) ()X

G:Box Chemi-xx6 G ENESYS @ Q @ @

4 Chemi Series - Sample Positioning

Obrazek ¢. 32 - Vyuziti software GeneSys pro chemiluminiscencni detekci

Aby bylo mozné odecist molekularni hmotnost vizualizovanych proteinti bylo potieba zaskrtnout
poli¢ka ,, Use Visible Marker a ,, Marker is Colour*. Poté bylo monz¢é spustit vlastni foceni,
,, Capture “. Ziskané snimky byly vzdy vSechny ulozeny ve formatu .sgd a :jpeg v kvalité 600 dpi.
Mezi snimky se vzdy nachazaly i tfi snimky membrany, jez byly vyfoceny ,,nativné* a na kterych
je viditelny standard molekulovych hmotnosti.Tyto snimky software vyuzil k tvorbé tzv.

, Multiplexu*, coz je snimek vznikly proloZzenim snimkl po chemiluminiscenéni detekci

a nativnich snimki se standardem molekulovych hmotnosti.
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Diky tomu bylo moZzné na jednom snimku pozorovat standard molekulovych hmotnosti
I objevené imunoreaktivni spoty. DalSim krokem byl ptestup do software GeneTools

pomoci,, Analyse .

B) Software GeneTools

U snimku zvaného ,, Multiplex* byla pomoci nastroji GeneTools odectena molekulova hmotnost
standardu molekulovych hmotnosti, dle kterého byly poté odecteny i hodnoty molekulovych
hmotnosti jednotlivych spotti (Obrazek ¢. 33).

¥} GeneTools - [multiplex MM -3-41 DG +6] - [a] X
[#) File Edit View Tack Peak Database Extras Window Help - &%
21 | & 3 I r il 3 =Y .':& '/
& A & W2 Yy | Pyl @ | e ]
250.00 [1]
150.00 [2] =
100.00 [3]
75.00 (4]
50.00 [5]) e/
37.00 (0] e
25,00 [7]
20.00 (8]
15.00 9] -
.. —-— - —— v
< > =
MW calibration ' Quantty calbration - Dendrogram Resuls for selected track | Results for all tracks  Matching companisons - Matching matix  Simiarty matrix
Track 1 [Track 2 [Tiack 3 [4]
Number  [Mol weight [Height  [Rawvol | %Rawvol |Number |Mol weight [Heht  [Rawval | % Raw vol. |Number  [Mol weight [Height Rawvol | %Rawvol |
Tm) 250,00 1720 313988 1226 1 17737 15840 1550373 46117 1 9540 11080 661976 10000
2 150.00 5875 1633543 6,381 2 120,77 6349 451423 13725
3m) 100,00 7617 2087216 1278 3 9793 14015 1380008 4057
4 7500 17275 6355657 24826
5 5000 16899 6096835 23815
8 37.00 9758 4742674 18,526
7 25,00 4527 13847.72 5331
8 20,00 74%2 2151637 8405 ~|
Kl |
For Help, press F1 Black: 78 White 252 Gamma: 1,00 25%

Obrdazek ¢. 33 - Nastroje softwaru GeneTools

Béhem optimalizace protokolll pro vyhodnocovani ziskanych snimki membran bylo zjisténo, Ze
u odec¢itani molekulovych hmotnosti proteini v software  GeneTools dochazelo
k nadhodnocovani nebo podhodnocovani hmotnosti. Bylo objeveno hned nékolik pficin:
vysledky se odviji od pfipravy gelu a 2D elektroforetické separace, vysledky jsou ovlivnény
viditelnosti molekulového markeru, vliv na hodnoty ma i ,,gatovani spotil, protoze pii tvorbe
oramovani spotu (viz modré ramecky na Obrazku ¢. 33) a uréovani pikd dochazelo k falesné

nadhodnocenym hodnotam. Vzhledem k tomu, Ze vysledky nejsou zcela kvantitativni lze

odectené hodnoty vnimat jako podklad pro budouci identifikaci pomoci hmotnosti spektrometrie.
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4.5 VySetieni imunoreaktivity sér od péti pacienti s mnohocetnym
myelomem

Pomoci optimalizovanych postupti zavedené metody SERPA byly vySetfeny vzorky sér od
pacientli s mnohocetnym myelomem. VSechny vzorky sér byly analyzovany opakované. Pro
validaci pozitivnich a negativnich vysledkti byly vyuzity vysledky vySetiovani sér zdravych
darct a silné pozitivniho séra. VSechna séra byla inkubovana dle postupli metodiky, ktera byla

popsana v Kapitole 3.4.

Nejprve byla pfipravena proteinova mapa na 12% akrylamidovém gelu (izoelektrickd fokusace
gelovych stript s proteiny bunééné linie RPMI 8226 a SDS-PAGE), poté byly proteiny z gelu
preneseny na nitrocelulézovou membranu (semi-dry western blot), blokovany blokovacim
roztokem a inkubovany s pacientskymi séry (fedéni 1:500) a konjugatem (anti-human 1gG, fedéni
1:5000). Imunokomplex na membran¢ (protein pochazejici z modelové nadorové linie-protilatka
ze séra a sekundarni protilatka) byl detekovan pomoci chemiluminiscen¢ni detekce (30
sekund inkubace s ECL substratem) ve stanici G:BOX Chemi XX6 dle optimalizovaného
postupu (304 sekund, 21 snimku, viz ptedchozi podkapitola 4.4). Molekulové hmotnosti
imunoreaktivnich spotti byly vyhodnoceny pomoci softwari GeneSys a GeneTools (osa Mr). Pro

lepsi orientaci na snimcich byla pfiddna i osa znacici pl (izoelektricky bod).

Tabulka €. 10 poskytuje seznam vysetiovanych vzorki s dobou jejich odbéru. Pacientska séra
nesla vzdy ur€ité oznaceni, ke kterému byla ptidana zkratka doby odbéru, napt. ,,DG* — odbér
v dobé¢ diagnézy MM, ,,.DG+6 — odbér v dob¢ 6 mésicii od stanoveni diagnézy MM nebo ,,CR*

— Vv dob¢ dosaZeni kompletni remise apod.

Tabulka ¢. 10 — Seznam odebiranych vzorkii sér od pacientii s MM vV obdobi od stanoveni diagnozy (DG)
po dosazeni kompletni remise (CR) v tFrimésicnich intervalech

Oznaceni pacienta Obdobi odbéri
1-13-128 DG DG+3 DG+6 DG+9 CR CR+3 CR+6
1-13-130 DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12 DG+15 CR
1-13-131 DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12
MM-15-41 DG DG+3  DG+6 CR CR+3  CR+6
MM-15-108 DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12 DG+15 DG+18
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U jednotlivych snimk je uvedeno, ktery zavedeny postup pro inkubaci membrany S protilatkami
byl vyuzit (Postup 1 — manudlni svafovani membran do félie, inkubace séra s membranou
16 hodin pii 4°C nebo automatizovany postup - Postup 2 na promyvaci stanici FlexiWash

FW400, inkubace se sérem 8 hodin pti 25°C)

Béhem kazdé analyzy byly membrany po semi-dry westen blotu barveny koloidnim stfibrem pro

kontrolu spravnosti proteinovych map, poté byly odbarveny.

Vystupem bylo hodnoceni piitomnosti a zmény titru protilatek ve vySetfovanych sérech proti
proteinim na nitrocelul6zové membrané. Jednalo se 0 semikvantitativni vySetieni. Pii nalezu
neocekavanych jevu (artefakty, ztrata imunoreaktivity séra s pozitivnim vysledkem v pfedchozi
analyze aj.) byl vzorek séra proméien jesté jednou s vyuzitim druhého ze dvou postupti (Postup

1 nebo Postup 2 pro inkubaci s protilatkami).
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1. Imunoreaktivita vzorku sér pacienta 1-13-128
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Obrazek ¢. 34 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-128 DG (Postup 1)
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Obrdzek ¢. 36 - Zaznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-128 DG +6 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 38 - Zaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-128 CR (Postup 1)
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Obrazek ¢. 35 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-128 DG+3 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 37 - Zaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-128 DG +9 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 39 - Zdaznam NC membrany po detekci
imunoreaktivity  protilatek  z  pacientského
séra 1-13-128 CR+3 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 40 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protildtek z pacientskeho
séra 1-13-128 CR+6 (Postup 1)

U vSech vzorku pacientskych sér s ozna¢enim 1-13-128 byla nalezena pravdépodobna pfitomnost
anti-ENO1 protilatek tfidy IgG namifenych proti proteinu ENOI, jak bylo vyhodnoceno
odectenim molekulovych hmotnosti. Molekulova hmotnost byla v softwaru GeneTools odeétena
o vyssi hodnoté¢, nez by odpovidala proteinu ENO1 (47 kDa, pl 6,5-7): spot ¢. 1 u obdobi DG,
CR+3 a CR+6, spot. ¢. 2u DG+3, DG+6, DG+9 a CR. U né¢kterych vzorki sér byla zaznamenéana

i neznaméa imunoreaktivita. Casto se jednalo o spoty, jez svou velikosti, tvarem a denzitou

odpovidaly negativni kontrole (séra zdravych darct).
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2. Imunoreaktivita vzorka sér pacienta 1-13-130
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Obrazek ¢. 41 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG (Postup 1)
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Obrazek ¢. 43 - Zaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG +6 (Postup 1)
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Obrdzek ¢. 45 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG +12 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 42 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG +3 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 44 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG +9 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 46 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-130 DG +15 (Postup 1)



U vzorku séra 1-13-130 DG byla pozorovana vicendsobna neznadma imunoreaktivita, casto na
urovni negativni kontroly (spoty zvyraznéné Sedym krouzkem). U vzorkl sér DG a DG+15 byl
odeCten vyraznéj$i imunoreaktivni spot (spot ¢. 1) neznamé specifity. Vzorek séra
1-13-130 DG+3 se nevyznacoval vyraznou imunoreaktivitou, vyznaceny spot (spot ¢. 1) byl

vybran pro odecteni molekulové hmotnosti vzhledem K jeho nartstajici denzité u vzorku séra
1-13-130 DG+6 (spot ¢. 3).

U vzorku séra 1-13-130 DG+9 nebyla pozorovana zaddna imunoreaktivita. U vzorku séra
1-13-130 DG +12 byla pozorovana neznama imunoreaktivita jako neostie ohrani¢eny spot (Spot
¢. 1). U vzorku séra 1-13-130 DG+15 byla pozorovana nezndma imunoreaktivita, kterd odpovida
spotu nalezenému u piedchozich vzorkd sér, u tohoto séra Ize pozorovat vyraznéjsi denzitu tohoto
spotu (spot. ¢ 1). Vzorky s oznaenim 1-13-130 lze celkové hodnotit jako negativni na vyskyt
anti-ENO1 protilatek.
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3. Imunoreaktivita vzorkua sér pacienta s MM s ozna¢enim 1-13-131
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Obrazek ¢. 47 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-131 DG (Postup 2)

Ml 3 0
(kDa) . - ==
20 | °

150
100
75

50 N\

7 | )
: .

25

4

Obrazek ¢. 49 - Zdznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protilatek
Z pacientského séra 1-13-131 DG+6 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 51 - Zaznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-131 DG+12 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 48 - Zaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra 1-13-131 DG+3 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 50 - Zdznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského
séra 1-13-131 DG+9 (Postup 2)



U vzorka sér 1-13-131 DG, DG+6, DG+3, DG+12 byla pozorovana nespecificka imunoreaktivita
s markerem i jinymi neznamymi proteiny. Byl odecten jeden vyrazny spot (spot ¢. 1), u DG+9
(spot ¢. 2) které pravdépodobné znac¢i imunoreaktivitu sér s proteinem ENOL1 (47 kDa, pl 6,5 —

7). U vzorku séra 1-13-131 DG+9 byla odec¢tena | neznama imunoreaktivita, jez se u piedchozich

vzorki sér nevyskytovala
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4. Imunoreaktivita vzorkua sér pacienta MM-15-41
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Obrazek ¢. 52 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-41 DG (Postup 1)
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Obrazek ¢. 54 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-41 DG+6 (Postup 1)
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Obrazek ¢. 56 - Zdznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-41 CR+3 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 53 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientskeho
séra MM-15-41 DG+3 (Postup 1)
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Obrdzek ¢. 55 - Zaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského

N

éra MM-15-41 CR (Postup 1)
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Obrazek ¢. 57 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského
séra MM-15-41 CR+6 (Postup 2)



U vzorku séra MM-15-41 DG nebyla pozorovana zadna imunoreaktivita. Séra MM-15-41 DG+3,
DG+6 a CR vykazovala vicenasobnou imunorektivitu, spot ¢.3 byl pravdépodobnou
imunoreaktivitou s ENO1 (47 kDa, pl 6,5 — 7). U séra MM-15-41 CR byla zaznamenana
imunorektivita, spoty 1, 2, 4 byly na pomezi negativni kontroly nebo se mohlo jednat

0 imunoreaktivitu s proteiny zastoupenymi v bunééné linii RPMI 8226 v niz$i koncentraci.
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5. Imunoreaktivita vzorka sér pacienta MM-15-108
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Obrazek ¢. 58 - Zaznam NC membrany po Obrazek ¢. 39 - Zdznam NC membrdny po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-108 DG (Postup 2) séra MM-15-108 DG+3 (Postup 2)
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Obrdzek ¢. 60 - Zdaznam NC membrdany po Obrazek ¢. 61 - Zdaznam NC membrdany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-108 DG+6 (Postup 2) séra MM-15-108 DG+9 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 62 - Zaznam NC membrdny po Obrazek ¢. 63 - Zdaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského
séra MM-15-108 DG+12 (Postup 2) séra MM-15-108 DG+15 (Postup 2)
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Obrazek ¢. 64 - Zaznam NC membrany po
detekci imunoreaktivity protilatek z pacientskéeho
séra MM-15-108 DG+18 (Postup 2)

Y = . -

Vsechny vzorky sér tohoto pacienta obsahovaly sedimentujici slozky, coz mohlo analyzu
ovlivnit. U vzorku séra MM-15-108 DG bylo pozorovano nékolik vyraznéj$ich imunoreaktivnich
spotti, které mohly poukazovat na dalsi ptitomné typy IgG autoprotilatek vazajicich se na cilové
struktury. Tyto spoty se vSak pii dalSich analyzach neukazovaly konstantné opakované. Zamérem
vSak bylo sledovat vyskyt anti-ENO1 autoprotilatek, proto dale nebyly provadény dalsi analyzy
(ani identifikace protilatek pomoci metod In-gel-digest a tandemové LC-MS) s témito

pacientskymi séry.

Proteinu ENO1 by mohl u vzorku séra MM-15-108 DG odpovidat spot ¢. 4. Vzorek séra MM-
15-108 DG+3 byl oproti ptedchozimu séru jen velmi slabé reaktivni, nalezené spoty odpovidaly
urovni negativni kontroly. Vzorek séra MM-15-108 DG+6 nevykazoval Zadnou imunoreaktivitu.
Vzorek séra MM-15-108 DG+9 vykazoval jeden imunoreaktivni spot s proteinem neznamé
specifity (spot ¢. 1), byl pozorovan jesté jeden spot (Spot ¢. 2), ktery byl jen velmi slabé reaktivni.
U vzorku séra MM-15-108 DG+18 byl nalezen jeden maly slab&é imunoreaktivni spot, tentyz spot
byl pozorovan i U pfedchoziho vzorku séra (MM-15-108 DG+15).
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Na nasledujici strané je prehled vyfezh snimki membran (Obrazky €. 65, 66, 67, 68, 69) pouze
s oblasti ocekavaného vyskytu imunoreaktivity s enzymem ENO1 (47 kDa, pl 6,5 — 7). U séra
MM-15-108 DG byl sice nalezen spot (spot ¢. 4) svou molekularni hmotnosti odpovidajici
proteinu enolaza, svou denzitou a tvarem se ovsem od vSech piedchozich vysledkl odliSoval.

Opakovaci analyza k tomuto séru se nezdafila, proto nese oznaceni n.d. — ,,nelze diagnostikovat®.
Pacientskd séra 1-13-128, 1-13-131 a MM-15-41 lze povazovat za pozitivni na pifitomnost
anti-ENO1 protilatek (nebo jinych specifickych protilatek reagujicich proti proteinu enolaza).
Pacientska séra 1-13-130 a MM-15-108 lze je povazovat za negativni na ptitomnost anti-ENO1
protilatek.
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Piehled vyskytu ENO1 reaktivnich spotu v ase (vviezy membran s vyskytem

imunokomplexu ENO1 proteinu a anti-ENO1 protilatek):

DG

1-13-128

DG+3

DG+6

-

DG+9

T —

CR

CR+3

CR+6

Obrazek ¢. 65 - Vyrezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra 1-13-128
v misté vyskytu ENOI (pritomnost protilatek anti-ENOL u vsech ser)

DG

1-13-130

DG+3

DG+6

DG+9

DG+12

DG+15

CR

Obrdzek ¢. 66 - Vyrezy z NC membradn po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra 1-13-130
Vv misté vyskytu ENOI (negativni)
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Obrazek ¢. 67 - Vyrezy z NC membrdan po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra
1-13-131 v misté vyskytu ENOI (pritomnost protilatek anti-ENOL u vSech sér, chybi CR)
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Obrazek ¢. 68 - Vyrezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského séra
MM-15-41 v misté vyskytu ENOI (pritomnost protilatek anti-ENOL i jiné nezndmé imunoreaktivity)
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MM-15-108

n.d.

DG+3

DG+6
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DG+12

DG+15

DG+18

Obrdzek ¢. 69 - Vyirezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského séra
MM-15-108 v misté vyskytu ENOI (negativni chybi CR)
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4.6 ldentifikace reaktivnich proteint s vyuzitim hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie méa v proteomice kli¢ovou roli pro identifikaci proteinii a peptida.
Vysledkem hmotnostni analyzy je hmotnostni spektrum, které¢ je specifické pro dany protein.
Pomoci proteomickych knihoven je poté protein ur¢en na zakladé shody. Pro studium proteint je

vyuzivano spojeni hmotnostniho spektrometru s kapalinovou chromatografii (LC-MS).

Proteiny pro identifikaci byly vybrany na zaklad¢ vysledkl vySeteni detekce imunoreaktivity
sér: MM-15-41 DG+3 a MM-15-41 DG+6. Pro identifikaci byly vybrany zakrouzkované spoty,
spot. ¢. 2 u obou snimkit membran odpovidal umisténi proteinu ENO1 (47 kDa, pl 6,5-7), viz

Obrazek ¢. 70 se dvéma snimky membran po imunodetekci.
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Obrazek ¢. 70 - Snimky membran po imunodetekci s vybranymi spoty k MS analyze

Pro analyzu LC-MS (kapalinovad chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci, MALDI),
dale jen MS analyza, byly pfipraveny 12% akrylamidové gely s proteinovou mapou pomoci 2D
elektroforézy (viz Kapitola 3.4 D), viz Obrazky ¢. 71 a 72. Proteinova mapa pochazejici
Z bunécného lyzatu nadorové linie RPMI 8226 byla pro ucely MS analyzy vizualizovana pomoci
komer¢niho barviva Coomasie blue (viz Kapitola 3.4 F), nebot’ byl dany postup piipravy vzorku
k MS analyze s timto barvenim kompatibilni. Proteinové spoty urcené k identifikaci byly z gelu
vyfiznuty (dle postupu In-gel-digest, viz Pfiloha B) a dale upravovany (reagencie a pfiprava

potiebnych roztokt viz ptiloha A) dle postupu pro piipravu vzorku uvedeného v ptiloze B.

Identifikace proteinti byla provedena na pracovisti Centra biomedicinského vyzkumu ve Fakultni
nemocnici Hradec Krdlové Mgr. Rudolfem Kupcéikem Ph.D., ve spolupraci s Mgr. Marii

Vajrychovou Ph.D.

92



In-gel digest proteind ze proteinové mapy na gelu (RPMI 8226)

pl 3 10 s
Mr B
Porzice na gelu |Popis
250 1 Pravdépodobné a-enoldza
150 2 Pravdépodobné varinta a-enolazy
meelr_”" protein 1 - pozice
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Meznamy protein 2 - pozice
. 4 pfeméfena die blatu
-

Obrazek ¢. 71 - Gel 1 s proteinovou mapou (RPMI 8226), 12% akrylamidovy gel s vyznacenymi Spoty pro
identifikaci na MS, barveno Coomasie Blue (prevzato od Mgr. Rudolf Kupcik Ph.D.)
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Obrazek ¢. 72 - Gel 2 s proteinovou mapou (RPMI 8226), 12% akrylamidovy gel s vyznacenymi Spoty pro
identifikaci na MS, barveno Coomasie Blue (prevzato od Mgr. Rudolf Kupcik Ph.D.)

V ramci postupu ,,In-gel digest” (ptiloha B) byly vyfiznuté kousky gelu s proteiny
homogenizovany, promyty a bylo odstranéno barvivo Coomasie blue. Pevni ¢ast ptipravy vzorku
zahrnovala §tépéni bilkovin pomoci trypsinu. Nasledovala extrakce proteinti pomoci extrakéniho
pufru v kyselém prostiedi pti 37°C. Byly ziskany purifikované proteiny urcené k SPE exktraci
(extrakce na tuhé fazi, z angl. ,,Solid Phase Extraction®). Po eluci zakoncentrovaného vzorku bylo

mozné pristoupit k vlastni MS analyze.
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Vzorek s proteiny byl rozpustén v tzv. nanaSecim pufru a na byl proveden nastiik 2 pl na kolonu
kapalinového chromatografu (NanoViperTrap), nasledn¢ vzore putoval na hmotnostni
spektrometr a byla ziskana hmotnostni spektra, podle kterych byly vyhledana shoda s databazi
Uniprot a proteiny ze vzorku identifikovany (viz Piiloha C). Piehled identifikovanych proteinii

poskytuje Tabulka ¢. 11

Tabulka ¢. 11 - Vysledky identifikace proteinit pomoci MS

Pokryti sekvence Unikatni amnokyselin
orek Uniprot I Protein \1%1 Peptidy  peptidy proteinu Mw [kDa]
Gel1Exl PO6733  alpha-enolzse | 21 10 10 434 47.1) 7.38
Gel1Ex2  POET3I3 Alpha-enolzse E 5 5 434 47.1 730
Gel1Ex3 o bl X ey s s s s |
Gel LEx4 POSSTE ATP synthase subunit beta, mitochondrial 12 B 5 520 56.5 5.4
L ‘ Fofet
Pokryti sekvence unikatni  amnokyselin
orek Uniprot ID_ Protein %1 Peptidy  peptidy  proteinu Mw [kDa] pl
Gel2Exl  POE733  alpha-snolzse | 21 10 10 434 47.1) 7.39
Gel2Ex2  POETII Alpha-enolase 10 4 4 434 47.1 7.38
Gel2ZExX3  EQPHES ‘Heat shock cognate 71 kDa protein 1 i | 4 4 827 68.8 5.52|
Gel2Ex4  POS5TS ATP synthase subunit beta, mitochondrial 1 13 5 B 520 56.5 5.4
OBEMESS  Thioredoxin domain-containing protein 5 12 4 4 432 47.6 5.97
| /OFIZPZ___ Putative protein FARM1044 | 14 3 3 240, 27.4 5.08
Gel 2Ex5  POZTEE Serum albumin E 5 = 6509 69.3 6.28

Cilem MS analyzy bylo identifikovat proteiny, se kterymi reagovaly specifické protilatky IgG
vyskytujici se v pacientskych sérech MM-15-41 DG+3 a MM-15-41 DG+6. Vystupni data
z hmotnostnich spekter vyhodnocena pomoci proteinové databaze Uniprot potvrdila u obou
vzorkll sér pfitomnost anti-ENOI1 protilatek, nebot’ spot ¢. 2 na obou gelech byl identifikovan
jako ENO1 (v Tabulce ¢. 11 Gel 1 Ex1 a Ex2 a Gel 2 Ex1 a Ex2). Mezi identifikovanymi proteiny
byly i dalsi proteiny, u Gelu 1 ATP-synthaza (mitochondrialni podjenotka ) (Gel 1 Ex4) au Gelu
2 protein Hsp71 (,,Heat Shock Protein 71¢) (Gel 2 Ex3), thioredoxin5 (Gel 2 Ex3), FAM10A4
(Gel 2 Ex3) a sérovy albumin (Gel 2 Ex5) avsak s niz§im procentualnim pokrytim sekvence

proteinu.
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4.7  Udriba a &iSténi promyvaci stanice FlexiWash FW400

Promyvaci stanice FlewiWash FW400 je uréena k plné€ automatizovanému promyvani a inkubaci
membran s proteiny jako krok navazujci na pifedchozi Western blot. Dle nastaveni je mozné
vyuzit stanici pro blokovani membran s blokovacim roztokem, inkubaci s primarni i sekundarni
protilatkou a mezikrokové promyvani pufrem (kromé jiného lze promyvaci stanici vyuzit i pro
barveni, promyvani a odbarvovani gelli a membran). Stanice disponuje ¢tyfmi pozicemi (,, Tray*)
pro umisténi ¢ty membran (Obrazek €. 73), ke kazdé pozici néalezi kanaly (systém hadicek)

vedouci roztoky k membran¢ a do odpadu.

V podkapitole, kde je popsan postup pouzivani stanice FlexiWash bylo zminéno, Ze byl postup
pro vyuzivani stanice oznacen jako Postup 2. V Postupu 2 je uvedeno, Ze stanici je nutné
pravidelné udrzovat (program ,,Clean®), aby se kanaly nezanesly biofilmem, nebot’ bylo zjisténo,
ze behem pouzivani k tomu opakované dochazelo. Ukézalo se, Ze doporuceni vyrobce v piirucce
nebyly dostacujici. Uvadély, Ze stanici je optimélni promyvat redestilovanou vodou nékolikrat,
dokud nejsou hadicky Cisté a po delsi odstavce bez pouzivani promyvat hloubkové Eisticim

roztokem.

Vzhledem k tvorbé biofilmu, ktery vedl k ovliviilovani analyz a nutnosti navratu k pracovnimu
Postupu 1, bylo znecisténi nejprve feSeno s prodejcem pfistroje, ktery doporucil Cistit stanici
nejen redestilovanou vodou, ale i roztokem 1% SDS PBS pufru. To ovSem nestacilo ke
kompletnimu vyc¢isténi kanald. Proto bylo pfistoupeno na hloubkové ¢isténi pomoci Cistici roztok
Coulter CLENZ Cleaning Agent, jenZ se pouziva pouze po odstavce. Uvoliiovani biofilmu bylo
navic podpotfeno pravidelnym promyvanim redestilovanou vodou a roztokem 1% SDS PBS
pufru. Pro odstranéni veskerého znecisSténi byla promyvaci stanice promyta 8% roztokem
peroxidu vodiku. Pro ,uchovani® proti opétovné kontaminaci bylo urceno, Ze bude vzdy
poslednim roztokem promyvani roztok 20% ethanolu, jeZ zajisti sterilni prostfedi hadicek (diive

redestilovana voda).

Obrazek ¢. 73 - promyvaci
stanice Flexiwash FW400




Protokol pro promyvani a udrzbu promyvaci stanice byl stanoven nésledovné:

Pied kazdym pouzitim:

= promyti vSech kanalii redestilovanou vodou (2x), pfed samotnou analyzou promyti

pufrem vyuZivanym v analyze (1x, PBS-T).

Po kazdém pouziti:

= promyti vSech pouzitych kanall redestilovanou vodou (3x nebo vicekrat do vymyti
roztokll z analyzy),
= kontrola Cistoty hadicek:
1. zcela bez znecisténi = konecné promyti 20% ethanolem,
2. slab¢ viditelné znecisténi 2 promyti 1% SDS PBS (nechat ptisobit 30 minut), poté
promyti redestilovanou vodou (2x),
3. viditelné znecisténi = promyti 8% peroxidem vodiku (nechat pisobit 20 minut),
promyti redestilovanou vodou (3x) (zkontrolovat, zda bylo znecisténi uvolnéno
Z hadicek do odpadu),
4. nakonec promyti 20% ethanolem, (pozn. pokud je zneciSténi ptetrvavajici
promyvat kanaly kazdy den, napt. 2-3x tydné promyt 1% SDS PBS, 1x tydné
promyt 8% peroxidem vodiku, v mezikrocich promyt redestilovanou vodou,

nakonec vzdy 20% ethanolem).
Po odstévce:

» promyt hloubkov¢ Cisticim roztokem (Coulter CLENZ Cleaning Agent), nechat pisobit
minimalné 30 minut nebo do druhého dne, poté promyvat redestilovanou vodou az do

promyti od €isticiho roztoku, nakonec promyt 20% ethanolem.

Na jeden cyklus promyti vSech kanall je nutné mit pfipraveno 600 ml promyvaciho roztoku. Pfi
pouzivani promyvaci stanice bylo vzdy nutné pocitat s objemem o 20 % vétsim, nez je uvedeno
Vv software, nebot’ tento objem ziistaval v kandlovém systému. To vysvétluje 1 uvadéné nevyhody
spojené s vyuzivanim Postupu 2, tzn. vSechny pouzivané roztoky jsou nafedény piedchozimi

nasavanymi roztoky, které zistaly jako zbytkovy objem v hadic¢kach stanice.

Promyvaci stanice byla po odhaleném znecisténi ¢isténa dle tohoto protokolu po dobu nekolika
tydnt, dokud nedoslo ke kompletnimu vycisténi. U kazdé analyzy byl analyzovan i jiz znamy
vzorek imunoreaktivniho séra, znecisténi bylo odhaleno ve chvili, kdy nékolik analyz kontrolné

pozitivnich sér (nebo zlatého standardu) neposkytlo ocekavané vysledky.
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Predpoklada se, Zze biofilm zapfi€inil nespecifickou sorpci nékterych proteinli séra, vcetné
protilatek. Kvalita promyvacich krokt byla ovéfena pomoci opakovaného vysetieni vzorkd sér
se znamym obsahem protilatek (Obrazky ¢. 74 a 75). Vysledky pokusu odpovidali o¢ekavanym
vysledkim 1 vysledkiim porovnavaci analyzy Postupu 1, proto bylo mozné promyvaci stanici

opét zacit vyuzivat.

l 3 10 pl 3 s
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Obrazek ¢. 74 — Zaznam NC membrany Obrazek ¢. 75 - Zdznam NC membrdny po
po detekci munoreaktivity séra zdravého detekci munoreaktivity séra zlaty standard
darce (¢. 4430) (test promyvaci stanice) (test promyvaci stanice
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5 Z.avér

V této praci byla zavedeny postupy pro vySetifovani a prukaz specifickych pfirozenych
autoprotilatek tfidy IgG v sérech pacienti s mnohocetnym myelomem pomoci metody
sérologické proteomické analyzy (SERPA). Byly optimalizovany postupy pro jednotlivé kroky,
od pripravy bunécného lyzatu s vyuzitim modelové nadorové linie RPMI 8226, zavedeni
dvourozmérné elektroforetické separace proteini z bunééného lyzatu a jejich prenos z gelu na
nitrocelul6zovou membranu pomoci metody semi-dry western blot a naslednou inkubaci

membran s pacientskymi séry a sekundérni protilatkou.

Byly zavedeny postup pro vizualizaci vzniklého imunokomplexu na membrané na principu
detekce chemiluminiscenéniho signalu s vyuzitim substratu ECL a vyfocenim pomoci stanice
G:BOX Chemi XX6, kde byly vSechny snimky membran s imunoreaktivnimi spoty dale
vyhodnoceny pomoci software GeneSys a GeneTools. Pro analyzy vyuZivajici postup

s promyvaci stanici FlexiWash FW400 byly zavedeny postupy pro jeji iidrzbu a ¢isténi.

Diky optimalizovanému postupu a Gpravé podminek pro analyzu SERPA bylo mozZné dosahovat
lepSich vysledkl v krat§im Case s vysSi reprodukovatelnosti a moznosti 1épe ovétit predchozi
vysledky. Postupné byla vySetfena pacientskd séra od péti pacientd (celkem se jednalo o 32
vzorki sér. Pro validaci bylo vysetieno i pét vzorkl sér od zdravych darct a v ramci kontroly
pozitivnich nélezi byly vSechny vysledky vztahovéany k siln€ pozitivnimu séru zvolenému

»zlatym standardem*.

Bylo zjisténo, Zze se u nékterych pacientii objevuji nékteré imunoreaktivni spoty opakované,
obzvlasté spot, ktery se objevoval v mist€ membrany s predpokladanym umisténim proteinu
ENOL1 (47 kDa, pl 6,5-7). Vyskyt imunoreaktivity sér s proteinem ENO1 byl potvrzen pomoci
LC-MS analyzy, kromé toho byly potvrzeny i dalsi proteiny aj.

Pro nizky pocet vySetfovanych vzorkli pacienti s mnohocetnym myelome nebylo mozné
dosahnout statisticky vyznamnych vysledki. Proto se jednalo se o pilotni vysledky, které budou
dale slouZit jako podklad pro dal$i analyzy vyssi kohorty pacientd, tak aby bylo mozné vysledky
statisticky vyhodnotit a provést zavéry ohledné souvislosti vyskytu pfirozenych protilatek

S dobou odbéru séra a progndzou pacienta.
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Zatim lze pouze predpokladat, ze vyskyt specifickych autoprotilatek sérech pacientdl ma
souvislost s jejich prognozou. Lze diskutovat o roli protilatek, ktera mtize byt protektivni a znadit
piimou ucast v protinddorové imunitni odpovédi nebo byt jen vedlejSim projevem jako reakce na

specifické nddorovych antigenti nebo na zvySenou expresi antigenti s nadory asociovanymi.

Dosud nezodpovézenou otazkou je: ,,Jak rozpoznavat, zda se tvorba pfirozenych autoprotilatek
vymkla kontrole nebo je cilend, a jakou mérou ji ovliviiuje nadorové mikroprostfedi nebo

zahajeni terapie, v¢etn¢ autologni hematopoetické transplantace kmenovych bunék?*

Predpoklada se, ze protilatky anti-ENO1 u mnohocetného myelomu mohou byt v budoucnu
vyznamnym diagnostickym a/nebo prognostickym biomarkerem. Pokud by se takovy ptedpoklad
potvrdil, bylo by mozné uplatnit tyto znalosti i v imunoterapeutickych pftistupech, napt. pro
tvorbu monoklonélnich protilatek se specifitou anti-ENO1. Vyskyt ptirozenych autoprotilatek
anti-ENO1 u pacientt s MM by mohl byt i biomarkerem, jenz byl slouzil pro monitorovani
uspésnosti imunoterapie. [33]

Obecné lze fici, Ze monitorovani proteinové rovnovahy u pacienti s mnohocetnym myelomem
efektivngj§i imunoterapeutické strategie pro zacileni myelomovych bunck v nadorovém
mikroprostiedi. V klinické praxi jsou vice a vice uplatiovany nastroje genomiky
a personalizovand medicina. Na poli vyzkumu jsou neustdle vyvijeny nové, robustnéjsi
a vyspélejsi techniky, jedna se predevsim o proteomické techniky. Jejich tiskalim je v§ak mnohdy
vysokd finan¢ni naro¢nost na provoz, napf. vyZaduji specidlni chemické reagencie, software,

robotické systémy apod. [119]
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Ptilohy

Priloha A - Chemikalie a priprava roztokit pro MS analyzu

MS analyza (prrevzato od Mgr. Rudolf Kupcik, Ph.D.)

Reagencie, chemikdlie a laboratorni pfistroje:

Vzorky: vybrané spoty od 2DE (SERPA) — podrobnosti viz RK054_gels.pptx. Gel 1 —s 1 sefiznutym rohem,
Gel 2 — ¢tvercovy gel; Kyselina trifluoroctova (TFA) — LC-MS Grade 50 ml, Thermo Pierce #85183; H,0
LC-MS Grade, Honeywell, Fisherbrand #39253-1L-R; Acetonitril (AcN) — LC-MS Grade, Honeywell,
Fisherbrand #34967-1L; Metanol (MeOH) — LC-MS Grade, Honeywell, Fisherbrand #34966-2,5L; 1M
triethylamonium bikarbonat (TEAB) — Thermo Pierce, #90114; Axygenova mikrotrubicka Max. zotaveni;
TPP zkumavky 15 a 50 I; NHsHCO3 (A6141; Sigma); Jodoacetamid (I1AA; 16125; Sigma); Dithiothreitol
(DTT; D0632; Sigma); H-0, tftida LC-MS (39253-1L-R; Sigma); Trypsin — Promega, Sequencing grade
upraveny trypsin, 5 x 20 pg, Eastport # V5111.

Pfiprava roztoku:

100 mM NH4HCO3 (ABC); 10mM DTT; 55 mM IAA; 60 % ACN/2 % FA (FA do vody 40 pl FA + 160 pl
vody (200 pl celkem) — 20 %, pridat 300 ul ACN + 50 ul 20% FA + 150 pl H20); 40%ACN/50mM
NH4HCO03 (smichat 400 pl ACN + 500 pl 100 mM NH4HCOs; + 100 pl vody); roztok trypsinu
(10ng/ul)(ptfipravit tésné pied pouzitim); 20 % TFA; 50 % ACN/0,1 % TFA (1 ml) (smichat 500 ul ACN
(Sigma) se 495 ul H2O, 5 pl 20% TFA);2 % AcN, 0,1 % TFA (20 ml) (pfidat 400 pl AcN do 19,5 ml H20,
ptidat 100 pl 20% TFA).

114



Priloha B - Postup pro pripravu a analyzu proteinii pomoci MS

MS analyza (pirevzato od Mgr. Rudolf Kupcik, Ph.D.)

Postup In-gel digest

Traveni bilkovin:

Vyftiznéte vybrana mista z gelu a vlozte do 0,6 ml zkumavek (podrobnosti viz RK054 Gels.pptx) a rozdrt’te
je na malé kousky se zlutou Spickou. Ptidejte 100 pl 40%ACN/50mM NHsHCO3 do kouskt gelu a
inkubujte 15 minut, odstranite obarveny supernatant a opakujte pfedchozi krok, dokud neni gel ¢iry, a na
konci odstrante supernatant. Pridejte 300 ul ACN a promichejte na vortexu —> gel zbéla —> odstrante
supernatant. Pfidejte 30 ul 10mM DTT a promichejte na vortexu — inkubujte 30 minut pfi 60 °C, po
inkubaci odstraiite supernatant. Pfidejte 300 ul ACN a promichejte na vortexu —> gel zb&la — odstrarite
supernatant. Pfidejte 30 pl 55mM IAA a promichejte na vortexu — inkubujte 30 minut pfi teploté mistnosti
v temnu, po inkubaci odstraiite supernatantPtidejte 300 ul ACN a promichejte na vortexu —> gel zb&la —>
odstrafite supernatant. Aby se zabranilo nadmérné alkylaci myciho gelu s 200 pul 100 mM ABC. Pridejte
300 pul ACN a promichejte na vortexu —> gel zb&la —> odstrafite supernatant. Pfidejte 20-30 pul (podle
mnozstvi gelu) 10ng/ul roztoku trypsinu a nechte roztok trypsinu nasaknout do gelu na ledu nebo v lednici
po dobu 30 minut. Zkontrolujte hladinu roztoku ve zkumavkach, pokud nejsou kousky gelu zcela pokryty
tekutinou, pfidejte dalsi roztok trypsinu. Pokracujte v inkubaci po dobu 45 minut na ledu nebo v lednici
nezavisle na piedchozim kroku. Pfidejte 10 ul 100 mM NH4HCOs. Inkubujte O/N pii 37 °C (Termomixér)
450 ot./min.

Extrakce peptidu:

Odeberte supernatant z kouskt gelu a okyselte 20% TFA a uschovejte pro piipadnou dalsi analyzu (zélozni
vzorek). Ptidejte 30 pl (podle mnozstvi gelu) extrakéniho roztoku — 60 % ACN/2 % FA. Inkubujte 30 minut
pii 37 °C 900 ot./min (termomixér). Odstied’te a shromazdéte extrahovanou tekutinu (bez kousku gelu).
Vysus$te supernatant a extrahované vzorky ve speedvacu (30 min). Uchovavejte vzorek supernatantu

(zalozni) v mraznicce. Extrahovany vzorek se rozpusti ve 100 ul 2% AcN, 0,1% TFA
SPE extrakce:

Vlozte 2 malé kousky extrakéniho disku C18 do uzkého konce $picky 200 ul pipety. Kusy kotouce se
vyfiznou tupou jehlou (nafezou Se na tvrdém povrchu napi. Petriho misky), maly kousek extrakéniho
kotouce lze vyjmout uzsi jehlou.1 kapka/2 s je doporucena rychlost. Nenechavejte kazetu zaschnout (pouze
pred krokem eluce). Jemné protlacte kapalinu pies kolonu pouzitim tlaku vzduchu (stfikacky). Promyjte
kazetu 100 pl CAN, uved’te do rovnovahy pomoci 2 % AcN, 0,1 % TFA, 100 ul. Pripravte nakladaci pufr,
vlozte vzorek do 2% AcN, 0,1% TFA — 50 pl. Promyjte zachycené peptidy 2% AcN, 0,1% TFA, dvakrat,
100 pl. Eluyjte peptidy do Cisté mikrozkumavky s 50 pl 50% ACN/0,1% TFA. Pfipravte elu¢ni pufr,
vysuste vzorky ve speedvacu a skladujte pti — 80°C, bila krabice (RK016, 018...)
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Priloha C - Vyhodnoceni dat z MS analyzy

MS analyza (pievzato od Mgr. Rudolf Kupcik, Ph.D.)

MS analyza:

Vzorky rozpust'te ve 20 pl nanaSeciho pufru A. Nastiiknéte 2 pl vzorku — celkem 9 vzorkd. LC metoda:
60 30 2-34,5-45 250nl_LW_NanoViperTrap_5ul_left (Metoda: Topl0_IDA 60min_centroid_noLock,

Zbytek vzorki se vratil do 500 pl zkumavek Eppendorf a skladoval se pti — 80 °C, bily ramecek (RK016,
018.)).
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