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ANOTACE

Tato diplomova prace se vénuje vyznamu autoprotilatek namitfenych proti enzymu enolaza 1,
které se vyskytuji u pacienti s mnohocetnym myelomem. Teoreticka ¢ast zahrnuje kapitolu
diagnostickych metod a terapie, a také informace o biomarkerech nadorovych onemocnéni
a jejich vyznamu pro diagnostiku a monitorovani pribéhu onemocnéni. Experimentalni ¢ast
zahrnuje optimalizaci metody Western Blot a sérologickou proteomovou analyzu pouzitou
k imunoproteomickému profilovani vzorka sér zdravych darchi a pacientli s mnohocetnym
myelomem s cilem zjisténi Cetnosti vyskytu autoprotilatek proti enzymu enolaza 1. Soucasti
experimentalni prace je také ovéfeni postupu normalizace metody pro prukaz autoprotilatek

pomoci vnitiniho standardu a statistické¢ vyhodnoceni vysledkii.

KLICOVA SLOVA

Mnohocetny myelom, enoléza 1, autoimunita, autoprotilatky, sérologicka proteomova analyza

TITLE

Monitoring of specific anti-ENO1 antibodies in the sera of pacients with multiple myeloma

ANNOTATION

This diploma thesis focuses on the importance of autoantibodies directed against the enzyme
enolase 1 occurring in patients with multiple myeloma. The theoretical part includes chapter
about the causes of cancer cells origin, information about multiple myeloma, including
diagnostic methods and therapy and information about cancer biomarkers and their importance
for diagnosis and monitoring of the disease. The experimental part includes the optimization of
the Western Blot method and the serological proteomic analysis used for immunoproteomic
profiling of serum samples from healthy donors and multiple myeloma patients to determine
the frequency of autoantibodies to the enzyme enolase 1. The experimental part also includes
the validation of the normalization procedure for the detection of autoantibodies using an

internal standard and statistical evaluation of the results.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AFP a-fetoprotein

AML akutni myeloidni leukémie
Anti-ENO1 protilatky proti enolaze 1
APAF1 apoptozu aktivujici faktor 1

(z angl. ,,Apoptotic Protease Activating Factor 1)

APS peroxodisiran amonny
ATP adenosintrifostat

BA B-aktin

BCMA antigen zrani B-lymfocyti

(z angl. ,,B-cell Maturation Antigen*)

bp part bazi
BSP bispecifické protilatky
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CEA karcino-embryonalni antigen
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CT pocitacova tomografie
(z angl. ,,Computed Tomography*)
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(z angl. ,,Common Variable Immunodeficiency*)
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FC pratokova cytometrie
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(z angl. ,Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass
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MBP1 c-MYC vazebny protein 1
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(z angl. ,,Major Histocompatibility Complex®)
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(z angl. ,,Next Generation Sequencing®)
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(z angl. ,,Non-Small Cell Lung Cancer®)

NTproBNP N-terminalni natriureticky propeptid typu B
p53 tumor supresorovy protein p53
pAb primarni protilatka

(z angl. ,,Primary Antibody*)
PB plazmaticka buika
PD-1 protein programované bunééné smrti 1

(z angl. ,,Programmed Cell Death 1%)
PDGF rastovy faktor z krevnich desti¢ek

(z angl. ,,Platelet-Derived Growth Factor*)

PET pozitronova emisni tomografie
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UvVOD

Nédorova onemocnéni se celosvétove fadi mezi nejcastéjsi pticiny tmrti v populaci. Kazdym
rokem zemie v disledku onkologického onemocnéni az 10 miliond lidi, nové

diagnostikovanych pacientl piibyva ro¢né az 20 miliond.

Ke vzniku nadorovych bun¢k dochdzi pii naruseni bunécéného cyklu. Dle svych typickych
vlastnosti se nddorové builky déli do dvou skupin, benigni a maligni. Maligni buiiky jsou
schopné proliferace a diferenciace bez signalii, nejsou citlivé k antiproliferacnim signaltim, jsou
rezistentni k signalim bunééné smrti a imunitnimu systému a disponuji neomezenym
replikacnim potencidlem. Dale jsou schopné také pieprogramovat vlastni metabolizmus,

indukovat angiogenezi a osidlovat dalsi tkané metastdzemi.

Nédory se déli do dvou zdkladnich skupin, solidni a hematolymfoidni. Hematolymfoidni
nadory se nachazi v krevnim fecisti, solidni nddory v ostatnich tkénich a organech. Mezi
hematolymfoidni nddory patii také mnohocetny myelom. Nadorovou buiikou je v tomto ptipadé
klonalni plazmaticka burika, ktera se nekontrolované dé€li a nasledné se hromadi v kostni dieni
a produkuje monoklonalni imunoglobulin (paraprotein). Jedna se o druhé nejCastéjsi
hematolymfoidni onemocnéni a tvoii témét 2 % vSech nadorovych onemocnéni. Vice nez
90 % piipadii je nalezeno u pacientti starSich 50 let. V Ceské republice je incidence
mnohocetného myelomu 2,65 ptipadi na 100 tisic obyvatel, relativni mira pieZziti v horizontu

5 let je 58 % [32, 33].

Typickymi pfiznaky mnohocetného myelomu je hyperkalcémie, selhani ledvin, anémie
a postizeni kosti. Diagnostika se v dneSni dob& opird hlavné o laboratorni vySetieni
(hematologické, biochemické, cytogenetické, molekularni a imunofenotypizaci) a takeé
0 zobrazovaci techniky. Pfi terapii dominuji chemoterapeutika a autologni transplantace. Do
poptedi se ve svéteé v poslednich letech dostavaji také bispecifické protilatky

a CAR-T-lymfocyty.

Na pribéh onemocnéni a G€innost 1écby ma vliv také imunitni systém, ktery aktivné proti
nadorovym buiikdm bojuje. V disledku nadorového bujeni Ize v téle najit specifické molekuly,
tzv. biomarkery, které jsou produkovany pfimo nadorovymi bunikami, ptipadné organizmem

v reakci na probihajici onemocnéni. Idedlni biomarker lze detekovat jiz v casné fazi
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onemocnéni u vSech pacientdl, je exprimovan pouze v konkrétni tkani, jeho hladiny koreluji
s progresi onemocnéni a odrazi odpovéd’ organizmu na terapii. Zadny z doposud zvazovanych
biomarkeri tohoto onemocnéni tyto vlastnosti nesplituje. Novym biomarkerem, ktery je
spojovan (mimo jiné i) s mnohocetnym myelomem je enzym enoldza 1, ktery je nadorovymi
bunkami exprimovan ve zvySené mife [17]. Pozornost je v posledni dobé vénovana také
autoprotilatkam proti enolaze 1, k jejichz produkci dochazi po piekonani imunitni tolerance.
Tyto autoprotilatky jsou jiz potvrzenym biomarkerem naddorového bujeni v nékterych organech

(napt. v jatrech, plicich & slinivee biisni [115, 117, 118, 119, 120, 136, 137, 138]).

Cilem této diplomové prace je vyhodnotit vyskyt téchto molekul i u pacienti s mnohocetnym

myelomem.

25



1  TEORETICKA CAST

1.1 Nadorové bunky

Zdravé bunky prochazi béhem svého zivota nékolika etapami. Dcefiné bunky vznikaji
z matetskych procesem bunécného déleni, po rozdéleni rostou nové vzniklé builky do své
obvyklé velikosti. Nasledné se bunky diferencuji a piizptisobuji se tak své funkci v organizmu.

Postupem casu se bunky opotiebovavaji, stirnou a nakonec odumiraji.

V pribéhu bunééného cyklu prochazi bunky nékolika fazemi, mezi kterymi se nachazi
kontrolni body. Pro zajisténi bezchybného procesu kontroluji body u jednotlivych bunék
dokonceni procesi, které v dané fazi probihaji. Pokud burika kontrolnimi body neprojde, mtize
se bunéény cyklus do doby opravy zastavit. V ptipadé, Ze je poskozeni pfili$ rozsahlé, nasleduje

programovana bunéc¢né smrt.

Ke vzniku nadorovych bunék dochazi pti naruseni fadného procesu bunééného cyklu. Namisto
bunééné smrti ztraci poskozené nadorové bunky kontrolu nad svou proliferaci a diferenciaci.

Vysledkem je jejich zrychlené déleni a také rist do neobvyklé velikosti.

Nédorové buiiky se dle svych vlastnosti déli do dvou skupin, benigni a maligni. Zakladni

rozdily mezi zdravymi a nadorovymi buiikami jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Zakladni rozdily mezi zdravymi a nadorovymi butikami (pfevzato a upraveno dle [1], [2]).

Zdrava buiika Benigni burika Maligni burika
Riist Kontrolovany Nekontrolovany, pomaly | Nekontrolovany, rychly
Komunikace mezi o . o o . L
Reaguji na signaly Nereaguji na signaly Nereaguji na signaly

bunkami

Staré ¢i poSkozené

Opravy v bufice, | buiiky jsou opraveny Poskozené bunky nejsou | Poskozené buniky nejsou

« “ x opraveny, staré bunk opraveny, star¢ bunk
smrt bunky nebo vyménény za P Y 9 Y P! Y, 9 Y
. nejsou odstranény nejsou odstranény
nové
Schopnost Tkanova ptislusnost Tkanova piislusnost Bunky mohou v ramci
migrace zachovana zachovana organizmu migrovat
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Vzhled

Uniformni

Ruzna velikost

Ruzna velikost

Schopnost Gniku
imunitnimu
systému

Poskozené / staré
bunky lze najit a
odstranit

Schovévaji se
imunitnimu systému a
dale rostou

Schovévaji se
imunitnimu systému
a dale rostou

Vaskularizace

V ramci tkané

Patologicka

Patologicka

Mnozeni zdravych bunék ustdva v momenté, kdy je jejich pocet dostatecny pro plnéni dané
funkce v téle. Mnozeni nadorovych bun¢k se vymyka kontrole a je nezavislé na okolnich
bunkach. V ptipadé poskozeni bungk je nejprve snaha organizmu tyto burniky opravit, pokud je
tento proces neuspeSny, jsou builkami imunitniho systému identifikovany a je u nich
indukovana apoptdza. Nadorové bunky funguji i v piipadé poskozeni a bufikam imunitniho
systému zvladaji unikat, ptfipadné jej mohou anergizovat nebo dokonce u nich vyvolat

apoptozu.

Zdravé bunky produkuji latky, které jim umoznuji drzet se ve vzdjemné blizkosti, zaroven je
u nich (stejné jako u benignich bun€k) zachovana tkanova piislusnost. Zdravé bunky piislusné
tkdn¢ zachovavaji uniformni vzhled. Maligni buiiky mohou proristat i do okolni tkang,
piipadné se od ostatnich bunék oddélit a projit do jinych tkani, kde se mohou uchytit a tvofit
nova sekundarni nddorovd loziska, tzv. metastize. Vzhled nadorovych bunc¢k je velmi
riznorody, od zdravych bunck se liSi velikosti 1 tvarem a maji obvykle tmavsi a vétsi jadro.
Angiogeneze (rust novych cév) se u zdravych tkani vyskytuje pouze ve fazi ristu a vyvoje,
piipadn¢ pokud je nutné danou tkan opravit. V nadorové tkani je angiogeneze opétovné
iniciovana, dochazi k postupnému naristu hmoty nadorové tkan¢ a nova vaskularizace zajisti
pfisun zivin a kysliku vSem nové se tvoficim nadorovym bunkam [3]. Nasledujici text

pojednava jiz pouze o malignich bunkach.

1.1.1 Priciny vzniku nadorovych bunék

Nédorové bujeni je onemocnéni, které je zpusobeno dynamickymi zménami v genomu.
Nestabilni genom zptlisobuje genetickou diverzitu, kterd spole¢né se zanétlivym procesem
urychluje ziskani charakteristickych vlastnosti nadorovych bunék [4]. Jiz v pocatcich vyzkumu
nadorovych onemocnéni byly objeveny mutace, které maji za nasledek produkci onkogenti

(geni, které podporuji nadorovy proces) se zesilenou funkci a ztratu funkce tumor
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supresorovych geni (gent, které nadorovy proces potlacuji). V roce 2000 navrhli Hanahan
a Weinberg Sest zasadnich zmén, ke kterym vramci bunééné fyziologie pti maligni
transformaci dochazi (viz Obrazek 1). Kazda z téchto vlastnosti, které byly ziskany béhem

vyvoje nadorové bunky, piedstavuje tspésné naruseni obrannych mechanismt organizmu.

Sobéstacnost pii rustové
signalizaci

Necitlivost k rustovym
Supresonsm

Aktivace invaze a vznik

Indukce anglogeneze e
metastazi

Neomezeny replikacni
potencial

Obrazek 1: Zakladni zmény, ke kterym dochazi v disledku maligni transformace u nadorovych bunék (pfevzato

a upraveno dle [5]).

Prvni ziskanou zmé&nou nadorovych bunék je schopnost ristu a proliferace nezavisle na svém
okoli a bez rlstovych signald. Zdravé bunky vyzaduji k pfechodu z klidového stavu do
aktivniho proliferacniho ristove signaly, které se do buiiky pfenasi pomoci transmembranovych
receptorti. Mize jit o pienos difuznich rustovych faktori, slozek extracelularni matrice ¢i
molekul, které slouzi k adhezi nebo interakci mezi buiikami. Nadorové bunky vykazuji znaéné
snizenou zavislost na téchto exogennich ristovych signalech a zvladaji si vytvofit vlastni
rastové signaly, ¢imZ naruSuji nastavenou homeostazu organizmu [5]. Ptikladem tvorby
vlastnich rastovych faktorti (RF) mtze byt produkce PDGF (RF z krevnich desticek) ¢i TGF-a.
(transformujici RF-a) u glioblastomii ¢i sarkomu [6]. Receptory pro RF jsou ¢asto exprimovany
ve zvySené mife a stavaji se tak nadmérné odpovidajicimi i na nizsi hladiny okolnich RF, které
by za normalnich podminek proliferaci nespustily. Piikladem muze byt zvySend exprese

(,,upregulace®) receptoru pro EGF (epidermalni RF) v nadorovych bunkach zaludku, mozku
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a prsu ¢i nadmérna exprese HER2 (lidsky epidermalni receptor 2) u karcinomti zaludku a prsu
[5]. Nadorové buniky mohou také uptfednostnit expresi receptori, které slouzi pravé k prenosu
signalu rustu, na ukor jinych receptorti kontrolujicich bunécné dé¢leni (tj. CDK — cyklin
dependentni kinazy). Stejn¢ tak mohou samy produkovat ligandy pro RF, na které nasledn¢
reaguji pomoci exprese pribuznych receptorii. V neposledni fad¢ zvladaji nadorové bunky
pfimét okolni zdravé bunky K uvoliiovani nadmérného mnozstvi signall, které stimuluji rust.
Ke slozitym zméndm dochéazi i v ramci signalizacni kaskady uvnitf nadorovych bunék.
V nov¢jsich studiich bylo zjiSténo, Zze nadmérna exprese genii zvysSujicich proliferaci mize

u nadorovych bunék vyvolat i opacnou reakci, konkrétné az senescenci ¢i apoptdzu [4].

Dalsi ziskanou zménou nadorovych bungk je rezistence na signaly, které rust bunky potlacuji.
Ve zdravé tkani plsobi mnoho antiproliferaénich signdlt, které udrzuji bunéény klid
a homeostazu. Jde napf. o solubilni formy rustovych inhibitord, inhibitory lokalizované
Vv extracelularni matrici ¢i inhibitory na povrchu bunék v blizkém okoli bun¢k nadorovych.
Pomoci inhibitort se bunky z aktivniho proliferacniho stavu dostavaji do stavu klidového
(docasného i trvalého) [5]. Na antiproliferacni signaly zdravé butiky reaguji pred vstupem do
S-faze bunééného cyklu. Vechny signaly jsou vedeny pies protein retinoblastomu (pRb) a jeho
dva piibuzné proteiny, p107 a p130 [7]. Pokud je pRb v hypofosforylovaném stavu, blokuje
proliferaci zménou funkce transkripénich faktort E2F, které fidi expresi genti nezbytnych pro
prechod z G1 faze do S faze [8]. Fosforylaci pRb, ktera by zpiusobila jeho deaktivaci, brani
hlavn¢ TGF-B (transformujici RF-B). Nadorové builkky mohou snizenou expresi
(,,downregulace®) receptori pro TGF-B ztratit schopnost na tento faktor reagovat, pfipadné
muze dojit i k mutaci receptord, ktera zpiasobi jejich dysfunkci [5]. V pozdéjsim stadiu
nadorového bujeni je signalizace TGF-f pfesmérovana z potlaeni proliferace na schopnost
transformace epitelu na mezenchym [4]. K mutaci mize dojit také pfimo u pRb, u karcinomu
délozniho ¢ipku je funkce pRb eliminovéana piisobenim onkoproteinu E7, ktery se nachazi
u vysoce rizikovych lidskych papilomavira [5]. Tento protein pfenasi signal pochazejici z velké
¢asti mimo buiiku, signaly z intraceluldrniho prostoru (napf. informace o mnoZzstvi glukézy ¢i
kysliku) pfenasi tumor supresorovy protein p53. Ten rozhoduje o vstupu buiiky do dalS§iho
bunécného cyklu, ale také o apoptdze u bunky neopravitelné poskozené [4]. Funkce p53 muize
byt eliminovana ptsobenim onkoproteinu E6, ktery se opét nachazi u vysoce rizikovych

lidskych papilomaviru ([8], viz Obrazek 2).
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Obrazek 2: Dtsledky ptisobeni onkoproteinti E6 a E7 (pfevzato a upraveno dle [9]).
pRB — protein retinoblastomu, p53 — tumor supresorovy protein p53

Nadorové bunky jsou schopny vyhybat se apoptoze. Vnéjsi cesta apoptdzy muize byt spusténa
napt. vazbou FAS ligandu na FAS receptor, piipadné¢ vazbou TNF-o (tumor nekrotizujici
faktor-a) na TNF receptor. Vnitini cesta apoptozy se spousti detekci poskozené DNA,
signaliza¢ni nerovnovéahou zpisobenou onkogeny ¢i hypoxii. Signaly vyvolavajici apoptdzu se
sbihaji v mitochondriich, kde rozhoduji o uvolnéni cytochromu C proteiny rodiny Bcl-2 [5]. Ty
pusobi proapopticky (napf. Bax, Bak) ¢i antiapopticky (napt. Bcl-2, Bcl-XL, Bel-W). Tumor
supresorovy protein p5S3 muze pii posSkozeni DNA podpofit zvySeni exprese proapoptického
proteinu Bax, ktery stimuluje mitochondrie k uvolnéni cytochromu C. Vazba apoptdzu
aktivujiciho faktoru 1 (APAF1) na cytochrom C zputsobi aktivaci kaspaz, které nasledné $tépi
povrchové proteiny bunék a napomahaji fragmentaci DNA. Odolnost nadorovych bunék vici
apoptdze je zpusobena predevsim mutaci genu TP53, ktery koduje tumor supresorovy protein
p53. Vysledna inaktivace tohoto proteinu je pfitomna az u 50 % nédorovych onemocnéni
a zpusobuje zvysSenou expresi antiapoptickych ¢lend rodiny Bcl-2 a sniZzenou expresi Clent
proapoptickych [10]. ZvySena exprese onkogenu bcl-2 vznika také v dasledku chromozomalni
translokace, konkrétnim pifikladem muze byt translokace chromozomt 9 a 22 (tzv. Filadelfsky

chromozom), ktera je charakteristicka pro chronickou myeloidni leukémii [11].

Pro nadorové buiiky je typicky expanzivni riist. Nezavisle na dfive zminénych signalnich
drahach funguje v bunikach program, ktery omezuje jejich nekontrolovatelné mnozeni [5]. Jiz

Hayflick v roce 1961 omezeny replikacni potencial bunék prokazal. Jakmile bunky projdou
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ur¢itym poctem déleni, pfestanou se mnozit a prochazi senescenci [12]. Té se da zabranit
deaktivaci tumor supresorovych proteini pRb a p53. Pii kazdé replikaci DNA dochazi ke ztraté
ptiblizné 50 az 100 bp (paru bazi) telomerické DNA na koncich chromozomu. Telomery chrani
DNA pied plsobeni enzymi Stépicich DNA, pii postupném odstranéni telomer (cca po
60-70 replikacich) prestava byt DNA chranéna, dochazi k jejimu $tépeni a K bunééné smrti.
85-90 % nadorovych bun¢k ma zvysenou expresi enzymu telomerazy, ktery pridava na konce
telometrické DNA chromozomu hexanukleotidové repetice. Zbytek nadorovych bunék ziejmeé
udrzuje telomery pomoci interchromozomalnich vymén. Obéma mechanismy dochazi
K udrzeni délky telomer nad kritickym prahem, coz zajistuje neomezeny replikacni potencial

[5]

Pro spravnou funkci a pfeziti bunék je nutné, aby se prakticky v§echny nachazely do vzdalenosti
maximalné 100 um od kapilarnich krevnich cév. Je potieba zajistit piivod kysliku a zivin
a odvod oxidu uhli¢itého a dalSich produkti metabolizmu. Béhem organogeneze je tato blizkost
zajisténa koordinovanym ristem cév a parenchymu. Jakmile se vytvofi tkan, angiogeneze uz je
pouze ptechodna (pfi hojeni ran a v ramci reprodukéniho cyklu Zen) a peélivé kontrolovana [5].
Signaly, které iniciuji angiogenezi, mohou byt napi. VEGF (vaskuldrni endotelidlni RF),
FGF1/2 (fibroblastovy RF 1/2), PDGF ¢i angiopoietiny [13]. Tyto RF se vazou na
transmembranové tyrosinkinazové receptory na endotelidlnich buiikach. Inhibitorem
angiogeneze miiZze byt trombospondin-1, ktery se vaZze na receptor CD-36 na povrchu bunck
endotelu. K rovnovaze pfispiva i signalizace pomoci integrint, které zajistuji ptilnuti bunék
Kk jinym bunkam ¢i extracelularni matrix, pii¢emz klidové cévy a cévy rostouci exprimuji
integriny rozdilnych tfid. Mnoho nadorovych bunék ma rovnovahu posunutou smérem
K signalim iniciujicim angiogenezi. Nejéastéji se jedna o zvySenou expresi samotného VEGF,
samotného FGF ¢i obou najednou. U dalSich nddorovych bunék je naopak snizend exprese
inhibitorti angiogeneze. Bylo zjisténo, ze trombospondin-1 je regulovan proteinem p53, pfi
ztraté jeho funkce tak dojde k poklesu trombospondinu-1 a k vychyleni nastavené rovnovahy,
opét smérem k angiogenezi [5]. Udrzovat pokracujici angiogenezi pomahaji také buiky
imunitniho systému (zejména makrofagy, neutrofily a zirné buiiky), které se shromazd’uji na
okrajich premalignich 1ézi a mohou paradoxné nddorovou tkan chréanit i pred Uc¢inky léka

zamétenych na signalizaci mezi endotelialnimi bunkami [4].

Pfitomnost metastdz je pti¢inou vétSiny umrti U onkologickych pacienti. Nadorové bunky

unikaji z pivodniho mista primarniho néddoru a osidluji dalsi mista v téle. Nékolik tiid proteint,
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které se podileji na ukotveni bun¢k v ramci ptislusné tkang, je v dusledku nadorového bujeni
zménéno. Mezi tyto proteiny patii adhezivni molekuly mezi bunkami, zejména ¢lenové rodiny
imunoglobulint a kadherinti a také jiz zmifiované integriny. Nejcastéji zménénou molekulou je
E-kadherin, ktery je pfitomny na epitelialnich bunikach a jehoz funkci je kromé udrZeni integrity
tkan¢ také prenos antiproliferacnich signaltt mezi bunkami [5]. U vétSiny nadort je funkce
E-kadherinu ztracena, casto v dusledku mutace genu CDH1 [14] ¢i proteolyze kadherinové
domény. Pro uspésnou kolonizaci novych tkani nebo organii je nutné, aby se nadorové bunky
na nové podminky adaptovaly, k ¢emuz dochazi pomoci tvorby novych subtypt integrint [15].
Vliv maji také extracelularni protedzy, kdy jsou geny kédujici tvorbu protedz exprimovany ve
vy$$i mife, zatimco u geni kodujicich tvorbu inhibitord proteaz dochazi k expresi snizené [5].
Invaze nadorovych bunck zacind nejprve do nejblizsiho okoli, nésleduje presun lymfatickym
a hematogennim systémem, Uinik bunék z cév do parenchymu vzdélenych tkéni, tvorba malych
uzliki (mikrometastdz) a konc¢i ristem do makroskopickych rozméri. U nékterych typa
onemocnéni muze primarni nddor uvoliiovat supresorové faktory, které¢ ¢ini mikrometastaze
spici a jejich rust se projevi az po odstranéni primarniho nadoru. U nadort prsou ¢i melanomu
mohou mikrometastdze propuknout v makroskopické nadorové bujeni az desitky let po
odstranéni primarni 1éze, pravdépodobné z diivodu (do té doby neuspésné) kolonizace nové

tkane.

V roce 2011 Hanahan a Weinberg svou praci roz§ifili — kromé jiz zminénych Sesti znaki ptidali
dalsi dva a také poznamenali, Ze vSechny tyto schopnosti nadorovych bunék vznikaji nejen
z dtivodu genomové nestability (ktera generuje nahodné mutace i chromozomalni piestavby),
ale také piisobenim bunék imunitniho systému, z nichz n¢které, namisto aby proti nadoram
bojovaly, jejich progresi spise podporuji (viz Obrazek 3). Mezi ptidané vlastnosti patii
pfeprogramovani energetického metabolizmu buiiky a aktivni Unik pfed buitkami imunitniho

systému.
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Preprogramovani Unik pred imunitnim
metabolismu systémem

Genomova Zanét podporujici
nestabilita a mutace progresi nadorti

Obrazek 3: Pridané zmény, ke kterym dochazi v disledku maligni transformace u nadorovych bunék (nahofe)

a pti¢iny transformace v nadorové buiiky (dole, pievzato a upraveno dle [4]).

Na progresi nadori maji vliv pfevazné buniky ptirozeného imunitniho systému. Zanét v misté
léze dodava bioaktivni molekuly (v€etné RF, které udrzuji proliferaci), faktory inhibujici
bunéénou smrt, proangiogenni faktory a enzymy usnadnujici angiogenezi, invazi a tvorbu
metastaz. Zanétlivé bunky také uvoliluji reaktivni formy kysliku, které jsou mutagenni pro
blizké nadorové buiky a urychluji tak jejich genomovou nestabilitu [4]. Buikami
podporujicimi rozvoj nadord mohou byt urcité typy makrofagi (tzv. makrofagy asociované
s tumorem (MAT) vylucujici IL-10 a TGF-B), zirné bunky, neutrofily (tzv. neutrofily spojené
s nadorem) a také regulaéni T-lymfocyty a B-lymfocyty [16].

Prvni znové popsanych vlastnosti nddorovych bunék je pifeprogramovani energetického
metabolizmu, tzv. Warburgliv efekt [4]. Pii tomto procesu dochazi k pfepnuti oxidativni
fosforylace na glykolyzu, a to i v pfipadé, ze je pfisun kysliku stale stejny a dostacujici [17].
Pii vztaZzeni na 1 jednotku glukdzy jde o proces méné efektivni nez v piipadé oxidativni
fosforylace. Tento proces je oznacovan jako tzv. aerobni glykolyza. Rychlost acrobni glykolyzy
je vsak desetkrat az stokrat vyssi, proto je pii dostateCném piisunu glukdzy ziskané mnozstvi
ATP srovnatelné. Intenzivni proliferace nddorovych bunék vyzaduje kromé dostatku energie
také zvySenou syntézu nukleotidd, lipidd a proteint. ZvySena spotieba glukdzy vede k prebytku
uhliku, ktery lze nasledné pouzit pro syntézu novych biomolekul. Aby byl zajistén zvySeny
transport glukdzy do nadorovych bunék, dochazi ke zvySené expresi specifickych transportéri
na bunéné¢ membran¢ (konkrétné GLUT1 a GLUT3). ZvySeny metabolizmus glukézy ma za

nasledek zvysenou sekreci laktatu do okoli buiiky a tim i sniZeni okolniho pH. Diky nizkému
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pH se nadorové buriky stavaji vice invazivnimi a hrozi jejich rozsiteni do blizkého okoli bunék
[4]. Zvyseny piisun glukozy je spojen piedevsim s aktivaci nékterych onkogenti (RAS, MYC)
a s mutaci genu TP53. U nékterych nadort je kromé populace bunék s Warburgovym efektem
pritomna také druhd populace, ktera prednostné vyuziva laktat jako sviij hlavni zdroj energie,

coz muze poukazovat na vzajemnou symbidzu obou populaci.

Nadorové bunky se vyhybaji imunitnimu systému, ktery by zpUsobil jejich destrukci.
Normalnimu fungovani imunitniho systému bufiky brani napf. snizovanim absolutniho poctu
lymfocytl, zvySenim regulacnich T-lymfocytti, MAT, sniZenou expresi antigent Vv buiitkdch
asociovanych snadorem ¢i schopnosti vyvolat apoptéozu cytotoxickych T-lymfocytd.
Metabolizmus cytotoxickych T-lymfocytt je zna¢né ovlivnén nadorovymi buiikami, které jsou
schopné vyvolat depleci glukozy, nékterych aminokyselin (leucin, serin, tryptofan ¢i glutamin)
a také nizkou hodnotu pH produkci laktatu. K ptimé inhibici imunitniho systému pfispiva také
VEGEF, prostaglandin E2, TGF-$ a IL-10 [18].

1.1.2 Zékladni rozdéleni hematolymfoidnich a solidnich nadori

Nédory jsou specialisty rozdélovany do dvou zékladnich skupin — solidni a hematolymfoidni.
Hematolymfoidni nadory se nachazi v krevnim fecisti, solidni nadory postihuji v§echny ostatni
télesné tkané a organy. Ob¢ skupiny mohou byt definovany pfemnozenim nadorovych bunék,
kli¢ovym rozdilem je pfedevsim stafi pacientt a také obecna 1é¢ba onemocnéni. Solidni nadory
nejcasteji postihuji jedince ve stiednim az star§im véku, hematolymfoidni nadory jsou naopak
nejcastéj$im onemocnénim u déti (vyjimkou mizZe byt napt. akutni myeloidni leukémie, ktera
postihuje priméarné dospélé). Co se ty€e 1éCby, chemoterapie je shodna u obou skupin, v ramci
hematolymfoidnich nadorti vSak nelze, na rozdil od solidnich nadort, provadét chirurgické

odstranéni [19].

1.1.2.1 Hematolymfoidni nadory

Prvni novodobéjsi publikaci shrnujici rozdéleni hematolymfoidnich nadort byla v roce 1994
Revidovana evropsko-americka klasifikace lymfoidnich novotvart (REAL) [20], ktera nadory
rozdélila do tii skupin: novotvary B-lymfocyta (prekurzorovych a zralych), spole¢né novotvary
T-lymfocyti a NK-bun€k (prekurzorovych a zralych) a Hodgkiniv lymfom [21]. Tato

klasifikace vSak nebyla dostacujici a bylo nutné k jednotlivym typiim nédorti doplnit také
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histologii, genetiku, klinické rysy, epidemiologii a etiologii. Dalsi publikace vysla jiz pod
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), ktera vydava od roku 1967 tzv. modré knihy
(WHO Blue Books — WBB). Nov¢jsi klasifikace hematolymfoidnich nadorti vznikla pied
vydanim tfeti edice WBB v roce 1999 [20]. Od té doby doslo k dal§im upravam a aktualni
klasifikace nesouci nazev Hematolymfoidni nadory je soucasti patého vydani WBB z roku
2022.

Klasifikace nadorii je strukturovana nasledovné — je zalozena na liniich, které se rozviji od
benignich k malignim, vétvi se dle kategorie, rodiny, typu (onemocnéni ¢i nadoru) a podtypu.
Pokud to Ize, jsou u kazdého onemocnéni ¢i nadoru zaznamenany tii rozliSovaci rysy — ptivod
(na zakladé imunofenotypizace ¢i imunohistochemie), dominantni klinicky rys (napf. ¢asovy
usek onemocnéni ¢i informace, zda dochazi k nartstu ¢i k poklesu bunék) a dominantni
biologicky rys (napt. fize gent, chromozomalni pfestavby ¢i mutace) [22]. Stejné jako
Vv ostatnich svazcich patého vydani WBB je ke klasifikaci vyuzita ¢tyfstupniova hierarchie [23].
Zakladni klasifikace rozdéluje hematolymfoidni nadory do 8 kategorii (viz Obrazek 4).
V Ptiloze 1 jsou zaznamenany jednotlivé kategorie s naslednym rozdélenim: rodina — typ —

ptiklad podtypu.

Myeloidni / lymfoidni

. Movotvary
nnv?::rjakgn?iedalm Myeloidni proliferace pochazejici ze
nejednpznaﬁnéhu a novotvary 5trnmatt}1‘:;r,;rénfat|che
puvodu Y
Movotvary histiocyta / Hematolymfoidni } =
dendritickych bunék nadory Novotvary NK bunek
v

Lymfoproliferativni
onemocnénia
novotvary T lymfocytl

Lymfoproliferativni
onemocnénia
novotvary B lymfocytl

Genetické nadorové
syndromy

Obrazek 4: Zakladni klasifikace hematolymfoidnich nadora dle patého vydani modré knihy Svétové zdravotnické

organizace (ptevzato a upraveno dle [23]).
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1.1.2.2 Solidni nadory

Dvéma hlavnimi typy solidnich nadorti jsou karcinomy a sarkomy. Karcinomy pochézi
Z epitelialnich bun¢k a maji tendenci napadat hlavné kuzi a sliznice vystylajici télesné dutiny.
Mezi nejcastéjsi typy karcinomi patii adenokarcinom, bazocelularni karcinom, spinocelularni
karcinom a karcinom ptfechodnych bunék. Mista, ktera jsou témito nddory postizena jsou
uvedena v Tabulce 2. Sarkomy pochazi z mezenchymalnich bungk, které se podileji na tvorbé
mnoha organti a tkani (tzv. pojivové tkan¢), napt. kosti, cév, chrupavek, nervi, svala, kloubi
¢i vazl. Objevuji se obvykle v oblasti bticha, pazi nebo nohou, mezi nej¢astéjsi typy patii
nediferencovany pleomorfni sarkom, leiomyosarkom, osteosarkom ¢i liposarkom. Mista, ktera

jsou témito nadory postiZzena jsou opét uvedena v Tabulce 2 [24].

Oba typy solidnich nadorti jsou maligni, mohou byt dobfte 1écitelné, ale i zivot ohrozujici.
Vyskytnout se mohou v rizném véku, pficina jejich vzniku je ¢asto neznama a diagnostika je
obvykle obtizna. Zakladnim rozdilem je jejich ¢etnost vyskytu. Karcinomy tvoti az 90 % vsech
nadorovych onemocnéni, sarkomy jsou oproti tomu zastoupeny méné nez v 1 % piipada.
Karcinomy obvykle postihuji star$i jedince, sarkomy jsou cast&ji diagnostikované u déti.
Rizikovym faktorem pro vznik karcinomu je pfedev§im zivotni styl (koufeni, vaha, sedavé
povolani), dale také genetika, v€k, virové infekce a zafeni. Rizikovymi faktory pro vznik
sarkomil je pfedevsim radiace, chemoterapie, expozice toxickym latkam v Zivotnim prostredi,
HIV infekce ¢i genetické syndromy (napf. Li-Fraumeniho syndrom). Karcinomy se ¢asto Sifi
lymfatickymi cestami, sarkomy obvykle krevnim fecistém. Karcinomy maji tendenci rist
a napadat blizké struktury, sarkomy spise okolni struktury utlacuji. Metody 1écby obou skupin
zahrnuji chirurgii, radiacni terapii, chemoterapii, cilenou terapii ¢i imunoterapii. Prognoza
sarkomt 1 karcinomt zavisi na konkrétnim typu rakoviny, agresivité, véku v dob¢ stanoveni

diagnozy a také na stadiu [25].
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Tabulka 2: Tkané postiZzené karcinomy a sarkomy (pfevzato a upraveno dle [24]).

Typ solidniho nadoru PostiZena tkan

Karcinomy

Adenokarcinom Tkané s vnitini a vnéjsi sekreci (ledviny, prsa, prostata)
Bazocelularni karcinom Kuize (epidermis)

Spinocelularni karcinom Kuze (epidermis az dermis)

Karcinom ptfechodnych bunék Mocovy systém

Sarkomy

Nediferencovany pleomorfni sarkom | Mékkeé tkané a kosti

Leiomyosarkom Hladké svalstvo (krevni cévy, GIT, déloha)
Osteosarkom Kost
Liposarkom Tukova tkan
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1.2 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni charakterizované nekontrolovanym rtistem maligné
transformovanych plazmatickych bunék (PB) Vv kostni dieni (KD) [26]. Poprvé bylo
onemocnéni popsano v roce 1844 chirurgem Samuelem Sollym, nejéastéji uznavany prvni
ptipad je vSak az z roku 1850, kdy se nemoc vyskytla u londynského obchodnika
T. A. McBeana. Tento pacient vylucoval v moc¢i vysoké mnozstvi bilkovin, které v poloviné
19. stoleti zkoumal a nasledné popsal 1ékai Henry Bence Jones [27]. Znamy je také prazsky
piipad z roku 1885, kdy prijal 1ékai Otto Kahler pacienta trpiciho bolesti v zebrech, patefi
i svalstvu s doprovodnym hubnutim, bledosti a albuminurii. Kahlera tato nemoc natolik zaujala,
Ze V jejim studiu dale pokracoval. Po nékolika letech publikoval (v té dobé velmi obsahly) popis

MM, praveé proto je tato choroba ¢asto nazyvana také jako Kahlerova nemoc [28].

Plazmatické bunky patii mezi bilé krvinky, konkrétné se jednd o konecné stadium
diferencovanych B-lymfocyta. Role téchto bungk je velmi vyznamna pro adaptivni (ziskanou)
imunitni reakci, kde svymi kone¢nymi produkty zodpovidaji za humoralni imunitu. Funkci PB
je produkce a nasledné vylucovani protilatek (imunoglobulini). Nespravna proliferace PB
muze vést ke vzniku novotvarti a imunodeficitti. Novotvary jsou charakteristické proliferaci
klonalnich PB, které produkuji monoklonalni imunoglobulin (téz paraprotein, M-protein ¢i
M-komponentu). Tento M-protein na rozdil od normalnich protilatek neplni svou funkci a je
tedy pro té€lo bezvyznamny, a hlavné také nadbyte¢ny. Mezi novotvary PB patii monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), kdy klonalni PB nepiesahuji v KD 10 %. Pacienti jsou
Casto asymptomaticti a pravdépodobnost prechodu do malignity je velmi nizka (1-2 %). Pokud
klonalni expanze poskozenych PB ve zvySené mife pokracuje, jednd se o stddium nazyvané
jako doutnajici myelom (SMM). U této nemoci uz klonalni PB zabiraji 10-59 % KD.
ptes 60 %. Dalsi kritéria, kterymi se navzajem stadia novotvari PB odlisuji, lze nalézt
v Tabulce 3. Opacnym pripadem, kdy je pocet PB nedostatecny, je bézna variabilni
imunodeficience (CVID). Takto postizeni jedinci jsou vyrazné€ nachylné&jsi k bakteridlnim
infekcim [29].
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Tabulka 3: Kritéria rozdélujici novotvary plazmatickych bunék (pievzato a upraveno dle [30]).
MGUS - monoklondlni gamapatie nejasného pltvodu, SMM - doutnajici mnohoCetnym myelom,

MM — mnohocetny myelom, PB — plazmaticka bunka, KD — kostni dfen

MGUS | SMM MM

>30 g/l +/- (neni pro diagnozu

M-protein v séru <30 g/l (popf. >500 mg/24 h v moéi) | vyzadovén)

Klonalni PB v KD <10 % 10-60 % >10%

Konecéné poskozeni

. o Zadné Zadné Piitomné
organt

Mnohocetny myelom je druhym nejcastéjsim hematolymfoidnim malignim onemocnénim
(prvni pficku zaujimaji non-Hodgkinové lymfomy), tvofi ptiblizné 1,8 % vSech nadorovych
onemocnéni a vice nez 17 % hematoonkologickych malignit. Incidence MM stoupa s vékem
a pohybuje se mezi 0,4 az 5 piipady na 100 000 obyvatel. Nejvice ptipadl je zachyceno
v severni Americe, Australii, severni a zdpadni Evropé€, nejméné piipadl v asijskych zemich.
Onemocnéni je diagnostikovano predevsim u starSich jedinct a Castéji postihuje muze. Ve vice
nez 60 % piipadu je diagnoza potvrzena mezi 65. az 74. rokem zivota, vice nez 90 % piipadu
MM je nalezeno u pacientii nad 50 let [31]. Dle Ceské myelomové skupiny je incidence v Ceské
republice 2,65 piipadii na 100 000 obyvatel, ve vékové kategorii 75 az 79 let je incidence
dokonce 15,57 piipadi na 100 000 obyvatel [32]. Relativni mira pieziti pacienti S MM je
v horizontu péti let 58 % [33].

1.2.1 Patogeneze vzniku onemocnéni

Ve stadiu nezralych B-lymfocyt dochazi k preskupeni genovych fragmentt kodujicich tézky
a lehky fetézec imunoglobulind. Poté, co tento proces (ktery je z hlediska moznych mutaci
a vzniku MM kli¢ovy) buiiky prod€laji, postupuji z KD do perifernich lymfoidnich tkani, kde

postupné dozravaji.

Aktivace B-lymfocytd je Vv germindlnim centru stimulovana cytokiny zavislymi na
T-lymfocytech. Vyslednou selekci ztstavaji pouze B-lymfocyty s vysokoafinitnimi receptory,

které organizmu zarucuji déle trvajici imunitu. Tento proces zahrnuje dvé somatické zmény,

39



které se oznacuji jako somaticka hypermutace a ptesmyk izotypovych tiid. Praveé tento moment
se zda byt pro mozny rozvoj MM kriticky, nebot’ jde 0 procesy nachylné k chybam. Pii
somatické hypermutaci dochazi ke zméné oblasti, ktera zajistuje komplementaritu a je dulezita
pro zvyseni afinity mezi antigenem a protilatkou. 1zotypovy ptfesmyk je proces, kdy dochazi
K odstranéni ¢asti tézkého fetézce protilatky, coz umozni produkci imunoglobulini riznych
izotypl se stejnou antigenni specifitou. Pivodni naivni B-lymfocyty na svém povrchu nesou
pouze imunoglobuliny téidy IgD a IgM, po izotypovém pifesmyku jsou schopné exprimovat
1 tiidy IgG, IgA a IgE.

U poloviny pacientti s MM Ize nalézt translokace, které zptisobuji chyby prave pfi zminovaném
izotypovém presmyku. VéEtSina translokaci zahrnuje lokus IgH (14g32), ktery nese geny
kodujici tvorbu tézkého fetézce protilatek. Translokace zahrnujici lokus IgL [34] (22q11 [35])
ktery obsahuje geny kodujici tvorbu lehkého fetézce A (lambda), jsou piitomny asi
u 10 % pacienti s nové diagnostikovanym MM. Tento nalez obvykle znamena S$patnou
progndézu onemocnéni. Translokace v oblasti loku IgK [34] (2p1l [36]) ktery nese geny
kodujici tvorbu lehkého fetézce «k (kappa), se vyskytuji u méné nez 5 % ptipadi. Nejcastéji
vyskytujici se translokace u pacientt s MM jsou t(11;14), t(12;14), t(6;14) a t(4;14). Kromé
translokaci je 50-60 % ptipadi MM hyperdiploidnich. Pfedpokladem je, ze k hyperdiploidii
dochazi béhem rychlé proliferace germinalnich center, coz ma za nasledek chybné rozd¢leni
chromozomti v PB. Bé&zn¢ jsou trizomii postizené liché chromozomy [34] (pfedev§im
chromozomy 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21 [37]). Dalsi klonalni PB mohou byt hypodiploidni
(44 nebo 45 chromozomt), pseudodiploidni (44 az 47 chromozomil), téméf tetraploidni (nad
74 chromozoml) a hyperhaploidni (24 az 34 chromozomit). Spojeny s agresivnéj§im klinickym

prubéhem onemocnéni jsou zejména hypodiploidie a hyperhaploidie.

Jelikoz je IgH translokace a/nebo hyperdiploidie pfitomna i u stadii, ktera MM piedchazi,
predpoklada se, ze jsou pro progresi onemocnéni nezbytné i dalsi faktory. Vliv ma hlavné
mikroprostiedi KD. Bylo zji$téno, Ze u pacienti s MM jsou ve vyS$§i mife pfitomny
antiapoptické a chemotaktické cytokiny (IL-6, CXCL12 [34] — chemokinovy ligand 12 s CXC
motivem [38], IGF1 — inzulinu podobny RF 1 [39] a VEGF-A), které zprostiedkovavaji rust,
pfeziti a migraci mutovanych bunck a stoji také za potencialnim rozvojem lékové rezistence.
Myelomové bunky (maligné transformované PB) produkuji také dalsi cytokiny (TNF-a,

TGF-B a VEGF), ¢imz se tvoii smycka pozitivni zpétné vazby.
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U pacienti s MM se vyskytuje nadbytek osteoklastii (bunék resorbujicich kost), coz ma za
nasledek proliferaci myelomovych buné€k a odolnost vic¢i apoptdéze. Mezi osteoklasty
a myelomovymi builkami existuje obousmérna smycka — osteoklasty produkuji IL-6
a osteopontin, ¢imz stimuluji buné¢nou proliferaci a angiogenezi. Myelomové buriky na oplatku
podporuji diferenciaci a aktivitu osteoklastd. V KD je také ve vyS$$i mife zastoupena
podskupina pomocnych CD-4+ T-lymfocytd. Konkrétné jde o Thl7, které vylucuji IL-10
a IL-17, a tim potla¢uji imunitni dohled nad tvorbou nadorovych bunék. Cytotoxické
CD-8+ T-lymfocyty exprimuji ve vys$si mife PD-1 [34] (protein programované bunécné
smrti 1 [40]), jehoZ ligand (PD-L1) je nadmérné exprimovan i na povrchu myelomovych bunék,

coz zprostiedkovava dalsi imunitni toleranci.

Vyvoj MM zacind asymptomatickym stavem MGUS, ktery je charakterizovan pfitomnosti
paraproteinu v krevnim fecisti a v KD [26]. Paraprotein, ktery u MGUS vznika, je v 70 % t¥idy
IgG, vzacné tiidy IgM (15 %) ¢i IgA (12 %) [34]. Pii zvyseni populace myelomovych bunék
v KD nad 10 % ptechazi choroba do stadia SMM nebo MM. Ptechod z MGUS do MM je
zachycen u 1-2 % pacientli roéné. Mezistupeni (SMM) je definovan zvySenym obsahem
paraproteinu v séru i v mo¢i, zvySenym poc¢tem myelomovych bunék, zatim vSak bez postizeni
organti, které je charakteristické az pro MM. Piechod ze SMM do MM je zptisoben bud’ dalsi,
kontinualni proliferaci maligni populace PB nebo ziskanim dalSich translokact, aberaci v poctu
kopii ¢i dalsimi mutacemi. Myelomové buniky zpocatku vytvari jeden vétsi nador, tzv.
plazmocytom. Ten se nasledné vyviji v mnohocetné 1éze, které stoji za nazvem tohoto
onemocnéni. MM miuze dale piejit az do velmi agresivniho onemocnéni, které se nazyva
plazmocelularni leukémie (PCL). V tomto stadiu se myelomové bunky, které byly dosud
lokalizovany pouze v KD, pfemisti do periferni krve. Schéma vyvoje monoklonélnich

gamapatii je zachyceno na Obrazku 5 [26].
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Obrazek 5: Vyvoj monoklonalnich gamapatii (pievzato z [41]).
MGUS — monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, MM — mnohocetny myelom, PCL — plazmocelularni

leukémie

Mnohocetny myelom je povazovan za heterogenni multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz
vzniku se podili mnoho rizikovych faktorii. Sem spada jiz zminény vyssi v€k, muzské pohlavi,
dale maji vyssi predispozici pro onemocnéni i Afroameri¢ané a piibuzni prvniho stupné jiz
nemocného jedince. Co se tyce zivotniho stylu, prokazatelnymi rizikovymi faktory jsou
nadvaha a obezita. ZvySené riziko existuje u zemédéelcl, hasict a kadetnikil, pravdépodobné
kviili expozici pesticidim, kyseling¢ fenoxyoctové, chlorfenolim, kovovému prachu a také
chemikaliim, které jsou soucasti Sampond, kondicionért, lakti a barev na vlasy. Se zvysenym
rizikem vyskytu MM jsou spojeny také autoimunitni choroby, jako napft. pernicidézni anémie ¢i

ankylozujici spondylitida [31].

1.2.2 Myelomové buiky

Jak jiz bylo v ptedchozi podkapitole feceno, myelomové buiky (MB) jsou maligné
transformované PB, které vznikaji proliferaci jediného klonu produkujiciho monoklonalni

imunoglobulin [34]. Morfologie MB je rtizna, od vzhledu odpovidajicimu zdravym PB aZ po
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bunky s rozmanitou velikosti a riznym tvarem jadra. MB jsou klasifikovany do 4 typu: zralé,
nezralé, pleomorfni a plazmablastické (viz Obrazek 6). Zralé MB nelze obvykle rozeznat od
normalnich PB. Jadro je excentricky umisténo a neobsahuje jadérka, Cytoplazma je bazofilni
s perinuklearnim projasnénim. U nezralych MB je jadro nepravidelné, s vyraznymi jadérky,
chromatin je vice rozptyleny a pomér jadra a cytoplazmy (N/C) je vyssi. Jadra pleomorfnich
MB jsou segmentovana, polymorfni a jadérka jsou opét velmi vyrazna. Bunky
plazmablastického myelomu jsou velké s polymorfnimi jadry (ktera mohou tvarem ptipominat
proces mitozy) a odpovidajici buitkam velkobunééného B-lymfomu. Jejich pfitomnost obvykle
znaci Spatnou prognézu onemocnéni. Kratké preziti pacientil indikuji predev§im atypické
buiiky se zvétSenym jadrem, rozptylenym chromatinem, viditelnymi jadérky a malou
cytoplazmou. Pro potvrzeni pleomorfnich a plazmablastickych MB je nutné
imunohistochemické barveni. Pro PB je specificky znak CD-138, v disledku pfitomnosti
lehkych fetézct v séru je vSak nékdy obarveno i pozadi. Pro zisk jasného obrazu je proto lepsi
analyza pomoci fluorescenéni in situ hybridizace. Ptiblizn¢ 90 % MB exprimuje abnormalni

antigeny, nejéast&ji CD-56, CD-20, CD-117 a CD-10 [42].
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Obrazek 6: Tkan¢ infiltrované riznymi typy myelomovych bunék (pfevzato a upraveno dle [42]).
Cést A — zralé myelomové buiiky, ¢ast B — nezralé myelomové buiiky, ¢ast C — pleomorfni myelomové buiky,

¢ast D — plazmablastické myelomové buiiky (Sernymi Sipkami jsou oznaceny mitotické vzory)
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V MB se Casto nachazi charakteristické struktury — Dutcherova a Russelova téliska (viz
Obrazek 7). Dutcherovo télisko je inkluze v jadre, ktera je vysoce specificka pro bunky
neoplastického myelomu. Russelovo télisko je inkluze, ktera se nachazi v cytoplazmé a je
tvofena imunoglobuliny. Burka, kterda ma vice inkluzi ve tvaru hroznu se nazyva Mottova
bunka (viz Obrazek 7). Russelova téliska se nékdy nachazi i v reaktivnich PB, proto jejich

pritomnost vzdy neoplasticitu neznaci [42].

Obrazek 7: Charakteristické struktury v myelomovych buitkich oznadené Sipkami (pfevzato a upraveno dle

[42]).

Cast A — Dutcherova téliska, ¢ast B — Russelova téliska, ¢ast C — Mottova buiika
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1.2.3 Klinické priznaky mnohocetného myelomu

V roce 2003 predstavila International Myelom Working Group diagnosticka kritéria pro MM
a pro zjednoduseni nejcastéjsich klinickych projevtu zavedla zkratku CRAB (viz Obrazek 8),
ktera zahrnuje nasledujici pfiznaky: C — hyperkalcémie (hypercalcemia), R — selhani ledvin

(renal failure), A — anémie (anemia) a B — postizeni kosti (bone marrow) [43].

C R A B

Q| 57

Vysoka hladina Zhorsena funkce Nizka hodnota Poskozeni kosti
vapniku v krvi ledvin cervenych
krvinek

Obrazek 8: Nejcastéjsi klinické projevy pacientll s mnohocetnym myelomem (pievzato a upraveno dle [44]).

Jak uvadi Maisnar et al. (2022), pocate¢ni faze MM je obvykle bezptiznakova. Pokud je v této
fazi nemoc odhalena, pravdépodobné je to z divodu abnormalnich vysledkd ziskanych pfi
preventivnim vySetfeni, pfipadné pii vySetieni, které je provadéno ze zcela jiného divodu (napf.
pied operaci). Az Vv 80 % piipadi je prvnim piiznakem bolest v oblasti hrudni ¢i bederni patete.
Zpocatku se bolest projevuje pouze po ndmaze a V klidu mizi. Postupné vSak jeji intenzita
stoupa, zesiluje se pfi kasli a kychani, nasledné pretrvava i v klidu a pozdéji také i v noci. Pokud
se zvyseny tlak objevi v hrudni oblasti, bolest obvykle putuje ptes hrud’, krk a horni koncetiny.
Pokud je zvyseny tlak na nervy v oblasti beder, bolest putuje hlavné¢ do dolnich koncetin.
Dals$im prvotnim ptfiznakem muze byt nadmérna (bezdiivodnd) inava, sporadicky se objevuje

také nechutenstvi, nevolnost ¢i hubnuti [45].

V disledku nadmérné tvorby MB v KD dochazi ke sniZeni hladiny krvetvornych bunék. MB
se tvoii v takovém mnozstvi, Ze svou produkci utlacuji ostatni buniky krvetvorby. V pokrocilém
stadiu MM dochazi k poklesu mnozstvi erytrocytii, leukocytli i trombocytl. SniZzeni mnozZstvi

cervenych krvinek vede k anémii, kterd se projevuje tnavou, slabosti, bledosti a dusnosti.
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Snizené mnozstvi bilych krvinek, které je spojeno i se snizenim protilatek, vede ke zvysené
nachylnosti k opakovanym bakteridlnim infekcim. K t¢ém dochdzi nejcastéji v dychacich
cestach, typickymi ptiznaky jsou proto hlavné bolest na hrudniku a kasel. Nedostatek krevnich
destic¢ek zptisobi nadmérnou krvacivost, nejcastéji z nosu a dasni a vede také ke zvysené tvorbé

modfin a petechii.

Jak jiz bylo v podkapitole 1.2.1 fe¢eno, MB podporuji diferenciaci a aktivitu osteoklastii. Za
normalnich okolnosti je odbouravani kosti osteoklasty v rovnovaze se syntézou, kterou zajist'uji
osteoblasty. Pti MM je aktivita osteoklastii podpoiena a aktivita osteoblastii potlaena, dochazi
tedy k postupnému ubytku kostni hmoty [46]. V mistech s nahromadénymi MB vznikaji
nejprve osteolyticka loziska, kterd jiz neobsahuji vapnik. Pokud ubytek kosti dale pokracuje,
vznikaji dutiny, které maji za nasledek zeslabeni kosti a jsou rizikovym mistem pro vznik
zlomeniny. Osteolyticka loziska a dutiny obvykle vznikaji v oblasti lebky, patefe, Zeber
a panve. Pokud se MB nehromadi, ale jsou rozptyleny rovnomérné v kosti, dochazi
k osteoporoze (fidnuti kosti). Nevznika tedy piimo rizikova oblast mozné zlomeniny, ale ke
zlomeni muze dojit v celé délce oslabené kosti. V piipadé kompresivnich zlomenin obratld se

muze vyska pacientll s MM sniZit az o n€kolik centimetra.

Pfi rychlém odbouravani kostni hmoty dochazi k vyplaveni vapniku do krve, nasledkem ¢ehoz
dochazi k hyperkalcémii. ZvySena hladina vapniku muze vést k poSkozeni ledvin a ke
zpomaleni stfevni motility [45]. Pfi zpomaleni stfev jsou typickymi piiznaky bolesti bficha,
zacpa a nevolnost az zvraceni, u ledvin zplsobi zvySena hladina vapniku ztratu schopnosti
koncentrovat mo¢. Pii Spatném zakoncentrovani moc¢i dochazi k nadmérmému vylucovani
tekutin (polyurie), dehydrataci je zabranéno nadmérnym piijmem tekutin (polydipsie).
Hyperkalcémie navic plsobi i na nervovy systém a muize vést ke zmatenosti, depresim,

bolestem svalt a kloubti a k poruse védomi [47].

Hyperkalcémie neni jedinou pfi¢inou mozného poskozeni ledvin. Endotel glomerulu za
normalnich okolnosti nepropousti molekuly vétsi nez 70 kDa [48]. MB mohou tvofit kromeé
kompletnich molekul monoklonalnich protilatek (které membranou glomerulu neprochazi,
jelikoz je jejich velikost vétsi nez 150 kDa [49]) také volné lehké fetézce kappa
a lambda [47], jejichz velikost je okolo 23 kDa [49]. Volné lehké fetézce se mohou pii nizkém

pratoku V ledvinnych kandlcich shlukovat, vysrazet se a spolecné s Tamm-Horsfallovym
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proteinem vytvoftit valce, které kanalky zablokuji. K poskozeni ledvin pfispiva také zvySena

hladina kyseliny mocové ¢i ¢asté bakteridlni mocové infekce.

U pacient s MM muze byt vzacné postizen také nervovy systém. Kromé jiZ zmifiovanych
priznakti souvisejicich s hyperkalcémii mlze byt pfi postizeni perifernich nervii pritomné
brnéni v koncetinach a poruchy citlivosti. Pokud se MB rozsiti z obratli do patefe, mize dojit

Kk utlaceni michy, coz vede opét k porucham citlivosti az dokonce k poruchach hybnosti [47].

1.2.4 Diagnostika mnohoc¢etného myelomu

Jak uvadi 29. roénik casopisu Transfuze a hematologie dnes (2023, supplementum 2),
nejcastéjsimi projevy MM jsou bolesti kosti, pfiznaky souvisejici se zhorSenou funkci ledvin,
ptiznaky anémie a opakované infekce. Pti podezieni na MM by méla byt praktickym lékafem
provedena nasledujici vySetfeni — kompletni krevni obraz, zjisténi hladiny celkové bilkoviny,
albuminu, mocoviny, kreatininu a elektrolytt, elektroforéza bilkovin Vvséru i v moéi
a kvantitativni vySetfeni imunoglobulinti v séru. Zékladni vySetieni by mélo obsahovat také
rentgen bolestivych mist a pouziti dalSich zobrazovacich technik, napt. magnetické rezonance
(MR) ¢i pocitacové tomografie (CT). Pokud nékteré z vySetieni potvrdi podezieni na MM,

pacient je odeslan na specializované pracovisté pro provedeni dal$ich testt a vySetieni [50].

1.2.4.1 Hematologicka vySetieni

Zakladnim hematologickym vySetfenim je pfi podezieni na MM kompletni analyza krevniho
obrazu doplnénéd diferencialnim rozpoctem leukocytl. U pacienti lze nalézt prevazné
normochromni makrocytarni anémii, pfitomna mize byt také trombocytopenie a neutropenie
[50]. V disledku pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu v plazmé je zpomalena rychlost
sedimentace erytrocytu, ziskané hodnoty sedimentace jsou Vv porovnani se zdravymi jedinci
zvySené [51]. Hematologické vySetieni by mélo dale obsahovat také zakladni koagulacni
vySetieni [50], u pacienti s MM se objevuji zvySené hodnoty protrombinového casu,
trombinového Casu, aktivovaného parcialniho tromboplastinového ¢asu a D-dimert. Hladiny

faktoru VIII mohou byt snizeny [52].
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1.2.4.2 Biochemicka vySetieni

Zakladnimi parametry, které se v rdmci biochemickych testi u MM stanovuji, jsou predevsim
hladiny celkové bilkoviny, albuminu, mocoviny, kyseliny mocové, kreatininu, vapniku
a dalsich ionta (hlavné sodik, draslik, chlor a fosfor). Dale se zjist'uji také hodnoty jaternich
enzymtu, hladina bilirubinu, glykémie, C-reaktivniho proteinu a laktatdehydrogenazy (LDH).
U pacientd s MM je obvykle zvySena hladina celkové bilkoviny [50], kyseliny mocové,
kreatininu a LDH. Hodnota albuminu mize byt nizsi, nez je referenéni mez [53] a muze
s MM zvyseny vapnik v séru. Hyperkalcémie maze signalizovat vysoce agresivni stadium MM,
spole¢né s hodnotami mocoviny, Kreatininu a ostatnich elektrolyti muaze ukazovat i na
zhorSenou funkci ledvin. Vhodné je také provést 24hodinovy sbér moci z divodu mozné
proteinurie a nasledné zméfit ¢i vypocitat kreatinovou clearance. K vylouceni soucasné
primarni amyloidozy srdce se doporucuje stanovit také hladiny troponinu a NTproBNP [50]

(N-terminalni natriureticky propeptid typu B [54]).
Specidlni vySetieni paraproteinii

Pro zjisténi pfitomnosti paraproteinu se kromé sedimentace erytrocytl pouziva také
elektroforéza proteinii ze séra, ptipadné ze zakoncentrované moci [50]. Proteiny se pomoci
elektroforézy déli do 5 frakci — al, a2, 1, B2 a frakce y. Pravé posledni zminéné frakei je pti
diagnostice MM vénovana nejvétsi pozornost, sklada se totiz pfevazné z imunoglobulind [55].
Na Obrazku 9 1ze vidét porovnani mezi frakcemi sérovych bilkovin zdravého darce na levém

obrazku a pacienta s MM na pravém [56].
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Frakce % Ref. % Frakce % Ref. %
Albumin 579 558 - 66.1 Albumin 50.4 558 -66.1
Alpha 1 41 29-49 Alpha 1 45 29-49
Alpha 2 10.2 71-118 Alpha 2 10.5 71-118
Beta 1 6.4 4772 Beta 1 48 4772
Beta 2 4.7 32~65 Beta 2 3.1 32~-65
Gamma 16.7 11.1-188 Gamma 26.7 11.1-188

Obrazek 9: Porovnani rozdéleni frakci sérovych bilkovin u zdravého darce (vlevo) a u pacienta s MM (vpravo)

doplnéné o relativni hodnoty jednotlivych frakci vztazené k celkové bilkoving (pievzato z [56]).

Pro potvrzeni ¢i vylou€eni pfitomnosti monoklondlniho imunoglobulinu po elektroforéze
nasleduje proces imunofixace, a to i v ptipadg, zZe je prvotni elektroforéza negativni [50]. Stejny
vzorek je nutné dat celkem do 6 jamek gelu, aby bylo nasledné mozné identifikovat téidu
imunoglobulinu. K tomu se pouZzivaji antiséra proti imunoglobulinim tfidy IgA, IgG a IgM
a také antiséra proti lehkym fetézcim kappa a lambda. V piipadé reakce antigenu s protilatkou
dochazi ke vzniku precipitatu, ktery je nasledné obarven [57]. V séru Ize zachytit koncentrace
kolem 0,2 g/l, v moc¢i kolem 0,04 g/1. Pokud je reakce pii pouziti antisér proti tiidam IgA, IgG
a IgM negativni, ale zaroven je pozitivni reakce pti pouziti protilatek proti lehkym ¢i tézkym
fetézclim, méla by zpravidla nasledovat imunofixace S antiséry proti zbyvajicim dvéma tfidam
protilatek — IgD a IgE [58]. Na Obrazku 10 lze vidét vysledek imunofixace S pfitomnosti

monoklondlniho imunoglobulinu IgG A.
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Obrazek 10: Imunofixace séra S ptitomnym monoklonalnim imunoglobulinem IgG A (ptevzato a upraveno dle

[57D).

V ramci vySetfeni se dale provadi kvantitativni denzitometrické stanoveni monoklonélniho
imunoglobulinu a polyklonalnich imunoglobulinti v séru. VoIné lehké tetézce lze detekovat
Vv séru (i se stanovenim indexu x/A) i v moci. Zde se jedna bud’ o ndhodny vzorek moci, ktery
je vztazen ke koncentraci kreatininu nebo o méfeni vzorku moci sbirané 24 hodin [50].
Stanoveni volnych lehkych fetézcl se provadi pomoci Freelite testd (2001), které obsahuji
latexové Castice potazené polyklondlnimi protildtkami proti fetézclim kappa a lambda. Jedna se
0 velmi citlivou metodu, kterd detekuje nizké hladiny lehkych fetézci, které nelze z klasické
sérové elektroforézy kvantifikovat. Ve srovnani s imunofixaci moci ma pfiblizn€ desetkrat
vyssi citlivost [59], proto je toto vySetfeni momentalné jednou z podminek v revidovanych
diagnostickych kritériich pro MM. V séru je vhodné stanovit také hodnoty B2-mikroglobulinu
[50].

1.2.4.3 VySetieni kostni diené

Aspirace a biopsie kostni diené se provadi za ucelem diagnostiky mnoha hematolymfoidnich
onemocnéni. K provadéni se vyuziva jak palpace (vySetfeni pohmatem), tak také fizeni pomoci
CT. Jedna se o procedury s vysokym stupném piesnosti a nizkou mirou komplikaci [60]. Pfi
podezieni na MM by méla byt vzdy provedena biopsie z lopaty kosti kycelni. Po odbéru
zpravidla nasleduje histologické vySetieni poétu PB a potvrzeni ¢i vyvraceni jejich klonality.

Vyhodou je pfedevs§im zisk dostatecného mnozstvi vzorku pro dalSi vySetieni. Pfi aspiraci
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kostni dfen¢ se také zjistuje pocet PB, zpravidla jsou ale relativni poCty PB niz§i nez
Vv histologickém preparatu. K mikroskopickému hodnoceni infiltrace je vhodné provést natér

[50].

1.2.4.4 Cytogeneticka a molekularni vySetieni

Jak jiz bylo feceno v podkapitole 1.2.1, u pacientii s MM lze asto nalézt zmény ve struktuie ¢i
V poc¢tu chromozomil. Cytogenetické zmény se déli na primdrni a sekundarni. Primarni jsou
spojeny se vznikem onemocnéni a patii mezi né translokace a hyperdiploidie, sekundarni
zmény souvisi S progresi onemocnéni a nejéastéji se jedna o delece. Zakladni metodou pro
uréeni zmén na chromozomech je fluorescencni in situ hybridizace (FISH), ktera vyuziva
fluorescen¢ni sondy komplementarni ke znamé sekvenci nukleotidi. Vysetfovanymi buikami
jsou buiiky pozitivni na znak CD-138 Vv kostni dfeni nebo barvenim identifikované PB. Rutinni
vySetfeni pacientll s podezienim na MM zahrnuje vySetfeni vysoce rizikovych translokaci

t(4;14), t(4;16) a t(14;20), deleci oblasti 1p a 17p a inzerci oblasti 1q [61].

Pro sledovani dalSich genetickych zmén se v soucasné dobé spole¢né s FISH pouziva také
sekvenovani nové generace (NGS), které umoziiuje analyzu celého nadorového genomu.
Sekvenacni panely mohou detekovat mutace v genech, které jsou pro onemocnéni kli¢ové,
zmény v DNA (kratké inzerce nebo delece), jednonukleotidové zmény ¢i variabilitu v poc¢tu
kopii genu. Pomoci NGS lze urcit sekvenci a mnozstvi imunoglobulini produkovanych
klonalnimi butikami, coz se nasledné vyuziva pro sledovani G¢innosti terapie [50]. Studie Bolli
et al. zroku 2016 popisuje navrh panelu sekvenovani pro zjisténi MM, ktery obsahoval
246 genu a 2538 jednonukleotidovych polymorfismu [62]. V roce 2022 Sudha et al. navrhli
dalsi komplexni panel sekvenovani, ktery cili na MM. Obsahoval 228 genti pro zjisténi mutaci,
6 oblasti pro zjisténi translokaci a 6 oblasti pro zjisténi variability v poctu kopii [63]. V roce
2021 byl ptimo v Ceské republice navrzen panel LYNX pro analyzu nejbézngjsich lymfoidnich
novotvart [64]. Vysetfeni NGS se doporucuje u noveé diagnostikovanych jedincti s MM. Pokud
dojde krelapsu, chromozomalni ¢i genové mutace se mohou vice Vvyvinout piipadné
| apln€ zmeénit, proto je vhodné nové vySetieni NGS provést jesté pred zahajenim dalsi 1écby

[50].
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1.2.4.5 Imunofenotypizace

Prutokova cytometriec (FC) je klicova technika v diagnostice, klasifikaci a monitorovani
hematolymfoidnich onemocnéni. Mnozstvi, fenotyp a klonalni PB muzeme zjistit v KD
i v dalSich biologickych materiadlech. Zakladni panel pro detekci PB by mél obsahovat
fluorescencné znacené protilatky proti znakim CD-17, CD-19, CD-38, CD-45, CD-56
a CD-138. Pro stanoveni prognézy onemocnéni je vhodné zjistit i expresi znakti CD-28,
CD-44, CD-20 a CD-200, analyza FC by m¢la zahrnovat také zjisténi exprese lehkych fetézct
Vv cytoplazmé PB [50], [65].

FC ma dulezitou roli i vrdmci monitorovani ucinnosti terapie, konkrétné pii pouziti
T-lymfocyt s chimérickym antigennim receptorem (CAR-T-lymfocytid), jejichz princip je
uveden v podkapitole 1.2.5. Ceska spoleénost pro analytickou cytometrii vyvinula panel
obsahujici zna¢ené protilatky proti nasledujicim znakiim — CD-3, CD-4, CD-8, CD-19, CD-20,
CD-45 a antigenu zrani B-lymfocyti (BCMA). Anti-BCMA CAR-T-lymfocyty je spolecné
s NK-bunkami, B-lymfocyty a T-lymfocyty vhodné sledovat v periferni krvi prvni mésic po
podani terapie v tydennich intervalech a nasledné ve druhém, tietim, Sestém, devatém
a dvanactém mésici po podani. Hodnoty NK-bungk, T-lymfocyti a B-lymfocyti je vhodné
zkontrolovat také pied zahajenim lymfodeplece a den pied podanim CAR-T-lymfocyti [50].

1.2.4.6 Zobrazovaci techniky

vvvvvv

potvrzeni diagnézy bylo rentgenové vysetfeni. Jde o metodu relativné levnou a snadno
dostupnou. Az 80 % pacientd s MM ma znamky postizeni kostry, nejéastéji jde o oblast obratld,
zeber, lebky, ramen, panve a dlouhych kosti. Myelomové 1éze se na rentgenovych snimcich
projevuji jako ostfe definované. Kromé diagnostiky je metoda vhodna také pro piedpovéd’
komplikaci, zejména pro zjiSténi rizika moznych zlomenin dlouhych kosti. Nevyhodou
rentgenového vySetieni je relativné nizka citlivost, 1éze jsou zachyceny aZ pii poSkozeni kosti
nad 30 %. 10-20 % pacienti s MM ma dokonce rentgenové snimky negativni. Dal$i nevyhodou
je dlouhd doba potiebnd k potfizeni snimka celého téla, diskomfort pacientl, potize
S hodnocenim nékterych oblasti (hlavné panve a patefe) a neschopnost odliSit zlomeniny

obratlli od patologickych zlomenin souvisejicich s MM.
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Citlivéjsi zobrazovaci metodou je CT, které poskytuje trojrozmérnou informaci o vysetfované
oblasti. Celotélové nizkodavkové (,,low-dose*) CT skvéle detekuje osteolytické onemocnéni,
nelytické medularni 1éze 1 infiltraci dfené¢ PB. Myelomové 1éze se na rentgenovych snimcich
projevuji jako ostfe definované. Jednim z diagnostickych kritérii MM je nalezeni jednoho ¢i
vice lozisek osteolyticky destruované kosti, kdy je lozisko vétsi nez 5 mm. Pfi nejednoznaénych
vysledcich ¢i nalezeni lozisek o velikosti mensi nez 5 mm se doporucuje se stanovenim
diagnozy pockat a opakovat vySetieni za dalSich 3-6 mésict. CT je vhodné k detekci
patologickych zlomenin a také k hodnoceni stability patefe v piipadé patologické fraktury
obratli. Jak jiz bylo feCeno v podkapitole 1.2.4.3, vyuziva se také pii provedeni biopsie.
Porovnani CT snimku a rentgenovych snimki u pacienta s 15 % klondlnich PB v KD Ize vidét

na Obrazku 11.

Obrazek 11: Lytické 1éze v levé stydké kosti (Sipka) na ¢asti (A) ziskané z CT, negativni léze ve stejné oblasti na

¢asti (B) ziskané z rentgenu u stejného pacienta (ptevzato z [65]).

Kombinace pozitronové emisni tomografie (PET) s CT (PET/CT) vyuziva pro diagnostiku,
progndézu onemocnéni a hodnoceni terapie MM [*8F]-fluordeoxyglukézu. Tato zobrazovaci
technika kombinuje funkéni hodnoceni metabolické aktivity nadoru s morfologickymi
informacemi, které poskytuje CT. Pomoci PET/CT je mozné také odlisSit SMM od aktivniho
MM. Kromé [*®F]-fluordeoxyglukézy se pro detekci MM momentalné hledaji specifictéjsi
PET indikétory, mezi nové pouzivanymi je napt. [**C]-methionin, [*®F]-cholin &i [*'C]-acetat.
Nevyhodou PET/CT je predevSsim vysoka cena, omezena dostupnost, nedostatek

standardizovanych zobrazovacich kritérii, vyssi radiacni zatéz a delsi doba vySetteni.
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Pomoci MR lze detekovat zmény V kostni dieni jesté predtim, nez destrukci kosti odhali CT.
Jedna se o nejcitlivéjsi metodu pro detekci casné infiltrace diené. Ve srovnani s vysSe popsanymi
technikami ma MR vyhodu, Ze pacienty nevystavuje ionizujicimu zatfeni. Podobné jako
PET/CT je MR vhodna pro sledovani 1é¢ebné odpovédi, ale ma omezeni pii identifikaci 1ézi
v oblasti zeber, lebky a klicnich kosti. Stejné jako u CT lze MR kombinovat s PET. Spojeni
PET/MR je momentalné oblasti pokracujiciho vyzkumu a vyvoje. Nevyhodou MR je
kontraindikace u pacientil s kovovymi implantaty. Jde o metodu Casové naroc¢nou, drazsi

a u pacientl s bolestmi miize byt preferovana jind zobrazovaci technika.

Pti podezieni na MM je pro pocatecni vySetfeni lytického onemocnéni kosti vhodné celotélové
nizkodavkové CT. Pfi podezieni na onemocnéni mimo patef se doporucuje PET/CT. Pii
podezifeni na postizeni patefe a panve [66] (kompresi michy ¢i miSnich nerva [50]) se
upiednostiiuje MR. U pacientl, ktefi maji diagnostikovany MM a podstupuji 1écbu, se pro
vyhodnoceni GspéSnosti terapie pouziva predev§sim PET/CT [66]. Pro vylou¢eni minimalni

rezidualni choroby (MRD) se doporucuje vyuziti PET/CT ¢i PET/MR [50].

1.2.4.7 Diagnosticka Kkritéria

Zéakladnim charakteristickym znakem MM je pfitomnost paraproteinu v séru. Jelikoz je ale jeho
pritomnost typicka i pro MGUS, AL-amyloidéozu nebo B-bunééné nehodgkinské lymfomy,
nepatii jiz dnes mezi podminky pro stanoveni diagnézy MM [50]. Prvni diagnosticka kritéria
byla v roce 2003 ptedstavena International Myelom Working Group a zahrnovala nejcastéjsi
klinické ptiznaky (CRAB), pfitomnost paraproteinu v krvi ¢i v moéi, vice nez 10 % klonalnich
PB v KD anebo potvrzeni plazmocytomu ve vzorku tkané [43]. V roce 2014 byla diagnosticka

kritéria MM revidovana, momentalni platna kritéria 1ze nalézt na Obrazku 12 [50].
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Potet klonalnich plazmatickjch bunék v kostni dieni = 10 % nebo biopticky potvrzeny kostni nebo extrameduldrni plazmocytom' a pfi-
tomnost jedné nebo vice nasledujicich skuteénosti s myelomem souvisejicich (myeloma defining events - MDE):
znamky poskozeni orgdnl nebo tkani podminéné proliferaci plazmatickych bunék, zejména:
= hyperkalcémie: koncentrace sérového Ca o > 0,25 mmol/1 (1 mg/dl) vy33i nez horni limit normalniho rozmezi nebo > 2,75 mmol/]
(11 mg/dl)
= renalni insuficience: snizeni clearence kreatininu < 40 ml/min (= 0,67 ml/s) nebo koncentrace sérového kreatininu > 177 pmol/l
(2 mg/dl)
= anémie: koncentrace hemoglobinu o = 20 g/l niZ3i nez dolni limit normalniho rozmezi nebo < 100 g/l
= kostni postiZzeni: jedno nebo vice osteolytickych loZisek na RTG skeletu, CT nebo CT/PET?

jedna nebo vice z nasledujicich znamek maligniho procesu:
= zmnozeni klonalnich plazmatickych bunék v kostni dreni z 60 %’
« pomér postiZenych/nepostizenym volnym fetézciim v séru = 100°
= =1 lozisko pfi vysetfeni pomoci MR?

"klonalita by méla byt stanovena pomoci prilkazu k/k restrikce lehkych fetézcl pfi vySetfeni pomoci pritokové cytometrie, imunohisto-
chemie nebo imunofluorescence, pocet plazmatickych bunék by mé| byt pfednostné stanoven z biopie kostni drenég; v pfipadé rozdilu
v procentualnim zastoupeni plazmatickych bunék zjisténém v aspiratu a bioptickém vzorku by méla byt pouZita vyssi hodnota

?pokud je pocet klonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni < 10 %, pak je nutna pfitomnost vice nez jednoho loZiska k odliseni od
solitdrniho plazmocytomu s minimalnim postizenim kostni dfené

*pifi pouziti stanoveni pomaoci metody Freelite© (The Binding Site, Birmingham, UK)

“welikost loZiska musi byt minimalné 5 mm

Obrazek 12: Revidovana diagnosticka kritéria mnohoéetného myelomu dle International Myeloma Working
Group (2014, ptevzato z [50]).
Ca — vapnik, RTG - rentgen, CT — pocitatova tomografie, CT/PET — pocitatova tomografie spojena

S pozitronovou emisni tomografii, MR — magneticka rezonance

1.2.5 Terapie mnohocetného myelomu

Jak jiz bylo v podkapitole 1.2 tfeéeno, MM je druhym nejéastéjSim hematolymfoidnim
malignim onemocnénim [31]. Diky fad¢ novych 1écebnych kombinaci se dlouhodobé pieziti
pacientll vyrazné zlepSuje. V roce 1976 byla relativni mira pteziti pacienti s MM v horizontu
5 let 23,7 %, v roce 2022 uz byla tato hodnota na 58 %. Vzestupny trend relativni miry pteziti

ukazuje, ze jsou nové 1é¢ebné strategie ¢inné [33].

Lécba MM zahrnuje dvé linie. Prvni linie je zaméfena na snizeni az uplnou eliminaci MB, druha
linie poté zahrnuje 1écbu podptrnou. Snizeni poctu MB je Zadouci zejména pro zmirnéni
klinickych ptiznak — v KD se opét obnovi spravné krvetvorba, se zvySenim poctu erytrocyti,
leukocytdl a trombocytl vymizi pifiznaky anémie a nadmérné krvacivosti a zlepsi se také
obranyschopnost organizmu proti infekcim. S ubytkem MB se také obnovuje stabilita kosti

a klesa riziko vzniku zlomenin. Podptirna 1é¢ba se zaméfuje ptimo na klinické pfiznaky [45].
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1.2.5.1 Terapie cilena na myelomové buiky

Cilem této linie 1é¢by je co nejvétsi snizeni poctu MB a dosazeni tzv. minimdlni rezidudlni
choroby (MRD) [45]. MRD je stav, kdy i po vyléCeni zustava v té€le maly pocet nadorovych
bunék. Tyto zbytkové buiiky jiz nelze najit v natéru KD, nezpiisobuji klinické ptiznaky, maji
vSak potencial vést k relapsu onemocnéni. Proto je jejich mnozstvi nutné pravidelné sledovat,
nejcastéji metodou FC [67]. Hlavnim cilem 1é¢by MM je samoziejmé tGplna eliminace MB

a dosazeni tzv. MRD negativity [45].
Pocatecni lécba

Lécba MM obvykle za¢ina podavanim kombinace tii 1€k s riznymi mechanismy u¢inku, pocet
cyklu této 1écby je dva az Sest. Na pocatku 21. stoleti byla kombinace 1é¢iv nésledujici —
bortezomib (2003 [68]), thalidomid (1953 [69]) a lenalidomid (2004 [70]) [50]. Bortezomib se
fadi do skupiny IéCiv, ktera se nazyvaji proteazomové inhibitory (PI) [45]. Proteazom zajist'uje
odbouravani poskozenych ¢i nepotiebnych proteind. MB produkuji v nadmérné miie jiz
zminény paraprotein, pokud dojde k inhibici proteazomu, nadorova burika z divodu hromadéni
Spatné slozenych a neslozenych proteind umira [68]. Thalidomid i lenalidomid patii mezi
imunomodulacni latky (IMID), které podporuji imunitni buiiky v rozpoznavani bunck
bortezomib ¢i lenalidomid podavat v kombinaci s dexametazonem (1957 [71]), tietim
pouzivanym lékem byl karfilzomib (2012 [68]), ixazomib (2015 [72]), daratumumab
(2015 [73]), elotuzumab (2015 [74]) nebo isatuximab (2020 [75]). Dexametason patii mezi
glukokortikoidy, které¢ selektivné poSkozuji MB, ale netlumi tvorbu ostatnich krevnich bunék
[76]. Karfilzomib a ixazomib patii mezi PI. Daratumumab a isatuximab jsou monoklonalni
protilatky proti povrchovému antigenu MB CD-38. Navazanim na MB muze dojit k pfimé
destrukci nebo ke zniceni leukocyty, protilatka mize také obsahovat toxickou latku, kterou
takto specificky dopravi do cilovych MB. Posledni zminény elotuzumab je monoklonalni
protilatka proti povrchovému antigenu CD-319 (téz SLAMEF?7 [77]), ktery je na povrchu bunék
plazmatickych i myelomovych. Pouzivani téchto 1é¢iv mlze vést k fadé neZadoucich ucinkd,
kterymi jsou napf. snizeni poctu krvinek, inava, nevolnost, prijem, vyrazky ¢i riziko vzniku

krevnich srazenin [45].
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Autologni transplantace

Po vstupni 1é¢bé kombinaci vySe zminénych latek nasleduje (zpravidla u pacientt do 70 let)
sbér kmenovych bunék [50], ktery se obvykle provadi z periferni krve (viz Obrazek 13). Na
pocatku procesu se podd chemoterapeutikum, nej€astcji cyklofosfamid nebo cytosinarabinosid.
Cyklofosfamid patii mezi alkylaéni ¢inidla, kterd maji schopnost vazby na DNA ¢i proteiny
a zpusobuji apoptdzu. Cytosinarabinosid je antimetabolit, ktery strukturou pfipomina cytosin,
zabudovava se do DNA a pravdépodobné opét zptuisobuje apoptoézu. Po cyklu chemoterapie,
ktera méa za cil pokles leukocytl, nésleduje podani rastovych faktorti stimulujicich
granulopoézu. S nardstem poctu leukocytt zaroven dochazi k vyplaveni kmenovych bunék do
periferni krve [45]. Nejcastéjsimi metodami separace kmenovych bun¢k je centrifugace
Vv hustotnim gradientu nebo separace pomoci pritokové cytometrie se znaéenymi protilatkami
proti antigenu CD-34 [78]. Odebirané mnozstvi by mélo idealné stacit na vice nez jednu
transplantaci. Do mésice po odbéru nasleduje vysokodavkova chemoterapie. Poddvanym
cytostatikem je melfalan, coz je stejné jako cyklofosfamid alkyla¢ni ¢inidlo. 24 az 48 hodin po
chemoterapii je provedena autologni transplantace diive ziskanych kmenovych bunék. Jelikoz
melfalan ni¢i nadorové i zdravé buriky, je funkce KD oslabena a jeji obnova trva pfiblizné dva
tydny. Po tuto dobu by mél byt pacient ve specidlni izolaci, ktera omezi mozny pienos infekci

[45]. Pocet autolognich transplantaci je v ramci standardni 1é¢by jedna az dvé.

SRS
s . %
. t 4 Kmenové
® o° zum:knyové - o“‘o buriky
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Indukéni kmenovych Vysoka déavka infuze Pfihojeni a

km:::;:‘:h chemoterapie | kmenovych S hviaa

temp|e bunék z
periferni krve bunék

Obrazek 13: Proces autologni transplantace (ptevzato a upraveno dle [79]).

57



Potransplantacni lé¢ba

Nasledny rezim by mél obsahovat tii az ¢tyti cykly 1é¢iv zminovanych v pocatku, kombinace
1é¢iv by v8ak méla byt oproti prvotni 1é¢b¢ odlisna. Pti dosazeni MRD negativity se po dobu

2-3 let podava lenalidomid.

Pokud je prvni linie 1é¢by netispé$na nebo dojde k relapsu, vyuziva se opét trojkombinace 1€k,
Znichz by alespont jeden nemél byt diive pouzivanym. Nasledné se opét provadi
vysokodavkova chemoterapie a autologni transplantace. U agresivnich relapsi se rovnou
pfistupuje K autologni transplantaci, u mladSich jedincti je mozné zvazit také transplantaci
alogenni, ktera se ale vétSinou provadi pouze jako soucast klinickych studii. V ptipadé ¢tvrtého
relapsu se nasazuji nejmodernéjsi metody imunoterapie MM — pouZziti bispecifickych protilatek

(BSP) a CAR-T-lymfocytu [50].
Bispecifické protildtky a CAR-T-lymfocyty

BSP maji dvé odlisné vazebné domény, které umoznuji vazbu na dva antigeny nebo epitopy
soucasné. V rané fazi klinického vyvoje je momentalné pies 100 raznych BSP, od roku 2014
bylo americkou FDA (U. S. Food And Drug Administration) schvaleno zatim 9. Pfimo pro 1é¢bu
MM byla v roce 2022 schvalena BSP s nazvem Tecvayli [80]. U¢innou latkou je teclistamab,
ktery se vaze na antigen zrani B-lymfocyti (BCMA) a také antigen CD-3 exprimovany na

povrchu T-lymfocytu [81].

CAR-T bunééna terapie vyuziva geneticky upravené CAR-T-lymfocyty. Funkce téchto bun¢k
je stejné jako u klasickych cytotoxickych T-lymfocytt (Tc-lymfocytl) usmrceni nezadoucich
a nebezpecnych bunck. CAR-T-lymfocyty jsou navrzeny tak, aby byly vysoce specifické pro
cilovy antigen, zaroven vSak na rozdil od Tc-lymfocytd nepotiebuji k aktivaci vazbu
Tc-receptoru na hlavni histokompatibilni komplex (MHC) prvni tfidy. Stejn¢€ tak nejsou

potiebné ani dalsi kostimulacni signaly.

Prvnim krokem CAR-T bunécné terapie je zisk pacientskych T-lymfocytl pomoci leukaferézy.
Vyroba CAR-T-lymfocyti muze trvat az Sest tydnt, béhem této doby dochazi k jejich
proliferaci a expanzi. Bunky jsou vystavovany riznym prorastovym cytokinim, anti-CD-3
protilatkdm a IL-2. Do genomu bun¢k je nasledné¢ pomoci virového vektoru prenesen gen

kodujici tvorbu chimérického antigenniho receptoru [82]. Tento receptor cili (v piipadé MM)
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na antigen zrani B-lymfocyti (BCMA), ktery je exprimovan vyhradné na bunkach B-linie.
Chybi na naivnich a pamétovych B-lymfocytech, nalézt ho vsak Ize u diferencovanch PB a ve
zvySené mife pravé také u MB [83]. V prubéhu vyroby CAR-T-lymfocytl je u pacienta faze
tzv. preklenovaci terapie, jejiz cilem je zabranit zhorSeni zdravotniho stavu, obvykle zahrnuje
opét vySe zminéna léCiva (dexametazon, daratumumab, karfilzomib a bortezomib [50]) ¢i
chemoterapii (cyklofosfamid) nebo ozafovani. Pied podanim upravenych CAR-T-lymfocytt je
provedena dalsi chemoterapie, ktera ma za cil snizit pocet lymfocytu (tzv. lymfodeplece) [84].
Po infuzi CAR-T-lymfocyti dochazi k navazani buné€k na cilovy antigen, proliferaci bunék
a k podpote reakce dal§imi imunitnimi buitkami. Mnohostranna imunitni odpovéd’ nasledné
vede k masivnimu usmrceni MB [82]. Cely proces je graficky znazornén na Obrazku 14.
CAR-T buné¢na terapie ma dva pomérné specifické mozné vedlejsi t€inky. Prvnim je syndrom
uvolnéni cytokinli, ktery se nejcastéji projevuje horeckou, zvySenou tepovou frekvenci
anizkym tlakem. Druhy je syndrom neurotoxicity spojeny S imunitnimi efektorovymi buitkami,

ktery se projevuje hlavné bolesti hlavy, zmatenosti a tfesem [45].
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Obrazek 14: Proces CAR-T bunééné terapie (pievzato a upraveno dle [85]).
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V souvislosti s MM jsou momentalné schvaleny dva preparaty, z nichz ani jeden ke konci roku
2023 neni dostupny (z diivodu vyrobni kapacity) v Ceské republice. Ide-cel (2021) je indikovan
u pacientt s relabujicim ¢i refrakternim MM, u kterych byla v pfedchozich liniich netspésna
lécba pomoci PI, IMID a anti-CD-38 protilatek. Podani ptedchazi chemoterapie
cyklofosfamidem a fludarabinem (antimetabolitikum). Indikace druhého preparatu, cilta-cel
(2022), je shodna, opét musi nejdiiv probéhnout 1écba PI, IMID a anti-CD-38 protilatkami.
Tésné pied podanim se opét provadi chemoterapie cyklofosfamidem a fludarabinem [50]. Cena
jedné infuze preparatu ide-cel je 419 500 dolard (cca 9 820 000 K¢) a preparatu cilta-cel
465 000 dolarti (cca 10 885 000 K¢). Do budoucna mohou byt dalsimi potencialni cilovymi
antigeny krom& BCMA také transmembranovy receptor GPRCSD (receptor sprazeny
s G-proteinem, ttida C, skupina 5, ¢len D [86]), ¢i povrchovy antigen CD-319 (SLAMFT7) [82].

1.2.5.2 Podpiirna terapie

K omezeni poskozeni kosti se pouzivaji bisfosfaty, které plisobi na syntetickou drahu
cholesterolu v osteoklastech. Vznikajici osteoklasty maji abnormality v cytoskeletu, odd¢luji
se od obvodu kosti a stavaji se tak neuc¢innymi. Mezi dva nejpouzivanéjsi bisfosfaty patii
pamidronat a kyselina zolendronova, davka se vS8ak musi vZzdy pfizpisobit aktualni funkci
ledvin. Na povrchu osteoklastii se nachazi receptorovy aktivator jaderného faktoru kappa B
(RANK [87]), ktery po navazani svého ligandu z osteoblasti (RANKL) osteoklasty aktivuje.
Monoklonalni protiladtka denosumab zvladne tento ligand také navazat a k aktivaci osteoklastl
tak nedojde [88]. K roku 2022 je viak pouziti denosumabu v Ceské republice u pacienti s MM

omezené.

Prevenci vzniku zlomenin je pfiméfeny pohyb. Pacientim se nedoporucuje béh, skékani,
prudkeé otaceni ¢i zvedani tézkych véci. Preventivnimi pomiickami mohou byt berle, ortézy ¢i
bfisni pas, vhodné jsou také rehabilitace. Pokud dojde vlivem zlomeniny k poskozeni michy, je
nutné piistoupit k operaci. Na chronickou bolest se pfedepisuji krom¢ analgetik také 1éCiva

ovlivituji psychiku pacientli, nejcastéji antidepresiva ¢i 1€ky proti uzkosti [45].

Castou virovou infekci je u pacienti s MM pasovy opar, preventivné se proto pouZivaji
antivirotika, kterymi mohou byt napt. aciclovir ¢i valaciclovir. Co se tyce bakterialnich infeket,
dirazné se doporucuje sezonni ockovani proti chiipce a pneumokokim [88]. V nékterych

piipadech je doporuceno preventivni poddvani antibiotik, v obdobi respiracnich onemocnéni by
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se méli jedinci vyhybat mistim se zvysenou koncentraci lidi [45]. SniZzené hodnoty protilatek
lze tesit poddvanim intravendznich imunoglobulini (IVIG), tato procedura se vSak zatim

rutinné neprovadi.

U pacienti s MM je Casta také tromboembolicka nemoc. U rizikovych pacientli by se m¢l
preventivné poddvat nizkomolekularni heparin (LMWH) ¢i warfarin, pfipadné novéjsi
peroralni antikoagulancia, u ostatnich pacientll kyselina acetylsalicylova [88]. Pti akutnich
pfiznacich anémie se podava krevni transfuze, dlouhodobé zvySeni hemoglobinu lze feSit

podavanim erytropoetinu ve formé injekci [45].
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1.3 Biomarkery nadorovych onemocnéni a jejich vyznam v diagnostice,

4 we

prognoze a sledovani ucinki terapie onemocnéni

Biomarker (t¢éZ nadorovy marker) je molekula, kterou lze nalézt v krvi, jinych télesnych
tekutinach i ve tkanich v dtsledku nadorového bujeni. Nejcastéji jde o molekuly detekovatelné
Vv krevnich obéhu (plna krev, sérum ¢i plazma) nebo v sekretech ¢i exkretech (sputum, moc ¢i
stolice) [89]. Mohou byt produkovany ptimo nadorovymi buiikami nebo organizmem v reakci
na probihajici patologicky proces [90]. Mezi biomarkery patii nejcastéji proteiny (napf.
enzymy, receptory ¢i protilatky), dale také glykoproteiny, hormony, onkogeny [91] ¢i nukleové

kyseliny [89]. Ptiklad nejéastéji stanovovanych nadorovych markert je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4: Nejcastéji stanovované nadorové markery pojici se s danymi misty nadorového bujeni a odebirany

material pro stanoveni markert (pfevzato a upraveno dle [90], [91]).

Nadorovy marker Misto nadorového bujeni Odbel:(fvy
material
a-fetoprotein (AFP) Jatra, varlata Krev
Karcino-embryonalni antigen Jatra, slinivka bfisni, plice, zaludek,
Krev
(CEA) srdce
Prostaticky specificky antigen
(PSA) Prostata Krev
Nadorovy antigen (CA) 125 Vajeéniky Krev
CA 199 Tlusté stievo Krev
CA 153 Prsa Krev

Biomarkery 1ze vyuzit k odhadu rizika onemocnéni (napi. mutace BRCA genu), vyhledavani
¢asnych stadii nadorového procesu (napi. PSA), K rozliseni benignich a malignich nalezu, dale
také k monitorovani pribéhu onemocnéni (G¢innost terapie, zjisténi relapsu) a ke stanoveni
progndzy onemocnéni. VEtSinu nadorovych markerti ve snizené mife produkuji i zdravé buiiky,
proto je u kazdého markeru nutné zjistit fyziologické hladiny a nasledné uréit, od které hodnoty
jiz budou vysledky povazovany za patologické. V Casnych stadiich nadorovych onemocnéni

nemusi byt markery vzdy pfitomné a jejich zvySena hladina nemusi vzdy nutné¢ znamenat
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nadorové onemocnéni [89]. V Tabulce 4 je také vidét, ze ne kazdy nadorovy marker je
specificky pouze pro dané misto ¢i organ. Kazdy rok je identifikovano vysoké mnozstvi
nadorovych markert, ale jen nékolik z nich muze byt nakonec Kklinicky vyuzito. Idealni

nadorovy marker by mél mit nasledujicich 7 vlastnosti:

e Specifickd produkce v premaligni ¢i maligni tkani v ¢asné fazi onemocnéni
e Detekovatelné hladiny u vSech pacientii s danym onemocnénim

e Exprese ve specifickém misté ¢i organu

e Pritomnost v télesnych tekutindch, které¢ lze nejlépe neinvazivné odebrat, piipadné

pritomnost ve snadno dostupné tkani

e Hladiny kvantitativné korelujici s objemem nadort, biologickym chovdnim ¢i progresi

onemocnéni

e Relativné kratky Cas rozpadu, ktery odrazi casové zmény v naddorové zatézi a odpovédi na

terapii

e Existence standardizovaného, reprodukovatelného a ovéteného kvantitativniho testu

Z4dny momentalné vyuzivany marker viechny tyto vlastnosti nespliiuje. Pokud se nadorovy
marker vyuziva k vyhledavani ¢asnych stadii nadorovych procesu (,,screening®), mezi dalsi
pozadované charakteristiky patfi moznost neinvazivniho a bezpe¢ného odbéru biologického
materidlu, levné, vysoce vykonné, validované a standardizované testy a relativné vysoka
senzitivita a specifita, aby doslo k minimalizaci poctu fale$né pozitivnich i falesné negativnich
vysledki [92].

Nésledna cast textu bude zamétena na konkrétni biomarker spojeny s mnohocetnym myelomem

—enzym enoldzu 1 a také na dalSi mozny biomarker, autoprotilatky proti enolaze 1.

1.3.1. Enzym enolaza 1

Enolaza (ENO), dal§imi nazvy také 2-fosfo-D-glyceratdehydrataza ¢i
fosfoenolpyruvathydratdza, je enzym, ktery se ucastni glykolyzy. Konkrétné¢ se podili na
predposlednim kroku glykolyzy, tj. na pfeméné 2-fosfo-D-glyceratu na fosfoenolpyruvat.
Enolaza ma celkem 4 izoenzymy, znac¢ené jako ENO1 az ENO4. ENOL1 (téZ a-enolaza) tvofi

90 % celkové enolazové aktivity v glykolyze, je exprimovana ve vétSiné lidskych tkani
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a vyskytuje se také u nescetnych typt nadord. Pravé diky svému majoritnimu zastoupeni
Vv glykolyze je celkova enoldza Casto rovnou nahrazovana timto izoenzymem. ENO2 (téz
B-enolaza ¢i neuron-specificka enoldza) je exprimovana primarné V neuronech, ptipadné
u neuroendokrinnich nador, ENO3 (téZ y-enoldza) je exprimovana ve svalech a ENO4 se

vyskytuje v oblasti bi¢iku spermie, kde napomaha k sestaveni vazivového pouzdra.

ENOL se nachazi na povrchu bunék i v cytoplazmé. Kromé primarni funkce v glykolyze se dale
podili na organizaci mikrotubul a mezifazového cytoskeletu. V cytoplazmé udrzuje stabilitu
mitochondrialni membrany a reguluje také intracelularni signalni drahy. Co se tyce
extracelularniho prostoru, zde bud’ asociuje s exozomy nebo je vylucovana jako rozpustny

protein [17].

1.3.1.1 Role enolazy 1 v nadorovych buiikach

Svym zapojenim do glykolyzy dereguluje ENO1 bunéénou energii, podporuje proliferaci
a inhibuje apoptozu nadorovych bun¢k. U nadorovych bungk je ¢asty Warburgtv efekt, ktery
je podrobné popsan v podkapitole 1.1.1. Kromé& enolazy jsou u nadorovych bunék nadmérné
exprimovany také dalsi enzymy glykolyzy, kterymi jsou napt. hexokindza ¢i fosfofruktokinaza

[93].

ENOI1 piisobi na povrchu buiiky jako receptor pro plazminogen, ktery podporuje angiogenezi
a je spojen s vyssi invazivitou a moznosti tvorby metastazi v jinych tkanich. Plazminogen je po
vazb¢é na ENO1 pfeménén na plazmin, ktery je aktivovan pfi zanétlivém procesu. Nasledkem
aktivace dochazi k lyze fibrinu a k degradaci extracelularni matrix [94]. Tento proces ¢asto
vyuzivaji také bakterie, aby se snadno dostaly do hostitelskych tkani [95]. ENO1 dale také
indukuje transformaci epitelidlnich bun€k na mezenchymalni. B€hem tohoto piechodu dochazi
ke ztrat¢ polarity a adheze mezi epitelidlnimi butikami, coZ umozni jejich migraci, proliferaci
a diferenciaci do dalSich tkani a organti [96]. ENOI1 také piispiva K organové fibroze,
terapeutické rezistenci, zanétu a imunosupresi [97]. Tento proces byl zatim popsan u nadoru

plic [98] a zaludku [99].

ENO1 je bifunkéni gen, ktery kromé proteinu ENO1 koduje i vazebny protein DNA, ktery se
nazyva ¢-MYC vazebny protein 1 (MBP1). ENO1 a MBP1 vzijemn¢ interaguji pomoci
onkoproteinu c-MYC. Tento onkoprotein dereguluje glykolyzu aktivaci nékolik slozek

metabolické drahy glukdzy, véetné nadmérné zvySené exprese ENO1 [100]. MBP1 naopak pii
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bunééném stresu a nizké hladiné glukozy bunéénou proliferaci, migraci a invazi zpomaluje.
Muze také indukovat bunéénou smrt podobnou nekréze [101]. Pii hypoxii nadorovych bunék
dochazi ke zvysené expresi proteinu c-MYC, ¢imz dochazi ke zvySeni hladiny ENO1 a snizeni
hladiny MBP1 [102]. Prokazana korelace mezi poklessm MBP1 a zhorSenim progndzy

onemocnéni byla zatim potvrzena pouze u karcinomu prsu [103].

1.3.1.2 Enolaza 1 jako diagnosticky a prognosticky marker

Vyskyt vné 1 uvnitt buiiky ¢ini z ENO1 vhodny nadorovy marker, jak z hlediska prognézy
a diagnostiky, tak také jako potencidln€ dostupny onkoterapeuticky cil. Dal§i vyznamnou
vlastnosti je rozdilna mira exprese ve zdravych a nddorovych buikéach. Nadorové bunky
exprimuji ENO1 v nadmérné mife, zdravé buiikky maji naopak expresi ENO1 nizkou. Poslednim
dilezitym znakem je moznd korelace mezi nadmérou expresi ENO1 a hor$i prognézou
onemocnéni — toto tvrzeni bylo doposud dokazano napt. u karcinomu plic, prsu, pankreatu
a také u kolorektalniho a hepatocelularniho karcinomu [17]. V Tabulce 5 je zachyceno vyuziti

ENOL jako prognostického ¢i diagnostického markeru u jednotlivych typti nadora [104].
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Tabulka 5: Vyskyt ENO1 u jednotlivych typl nadort a jejich vyznam jako biomarker nadorového bujeni (pievzato

a upraveno dle [104]).
ENO1 - enolaza 1

Ml.s to{typ nadorového Molekula | Biomarker Literatura
bujeni
Mocovy méchyi ENO1 Prognosticky Jietal., 2019 [105]
i Tu et al., 2010 [106];
Prsa ENOL | Prognosticky Cancemi et al. 2019 [107]
Kolorektalni oblast ENO1 Prognosticky Zhan et al., 2017 [108]
Qian et al., 2017 [109];
. ., Qiao et al., 2019 [110];
Zaludek ENO1 Prognosticky Sun et al., 2019 [111];
Xu et al., 2019 [112]
Hlava a krk ENO1 Prognosticky Tsai et al., 2010 [113]
Proenosticky i Takashima et al., 2005 [114];
Jatra ENO1 din gnostick;‘/ Hamaguchi et al., 2008 [115];
g Y Zhang et al., 2020 [116]
Chang et al., 2006 [117];
, Prognosticky i He et al., 2007 [118];
Plice ENOL | iagnosticky Dai et al., 2017 [119];
Zhang et al., 2018 [120];
Tomaino et al., 2011 [121];
.. e s L Sunetal., 2017 [122];
Slinivka bfi$ni ENO1 Prognosticky Yin et al., 2018 [123];
Wang et al., 2019 [124];
Mnohocetny myelom ENO1 Prognosticky Ray et al., 2020 [125]
Non-Hodkingové lymfomy | ENO1 Prognosticky Zhu et al., 2015 [126]

1.3.1.3 Enolaza 1 jako terapeuticky cil

ENO1 umoziuje urychlit proces nadorového bujeni podporou glykolyzy a aktivaci
onkogennich signalnich drah. Ptsobi také jako hnaci sila migrace a invaze nadorovych bun¢k
a podporuje tvorbu metastazi [17]. V roce 2013 Jung et al. popsali prvni inhibitor riznych

izoforem enolazy, tzv. ENOblock [127]. Specifi¢nost tohoto inhibitoru byla vSak o 3 roky
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pozdéji zpochybnéna [128]. V roce 2018 navrhli Wang et al. 1é¢ivo pHCT74, které cili na
ENOL1 a pouziva se v kombinaci s doxorubicinem [129]. Nov¢;jsi studie tykajici se uc¢innosti
1é¢iva pHCT74 zatim nebyly publikovany. V roce 2022 publikovali Chen et al. studii
0 protilatce, ktera cili na ENOI1 u pokroc¢ilého karcinomu prostaty. Lé¢ivo, nazyvané jako
HuL227, pusobilo na snizovani objemu i hmotnosti nadoru, bylo schopné inhibovat
angiogenezi a také zanétem aktivovanou migraci pti davkovani dvakrat tydné [130]. Huang et
al. v roce 2023 navazali na vyuziti tohoto 1é¢iva (které bylo publikovano jiz pouze pod nazvem
HL227) v piipadé plicniho zanétu a fibrozy. Po jeho pouziti dochazelo k utlumeni fibrozy.

V obou studiich byla u¢innost 1é¢iva zatim zjistovana pouze na mysich modelech [131].

1.3.2. Autoprotilatky proti enolaze 1

Jak jiz bylo feceno, nadorové bunky oproti zdravym exprimuji ENOI1 ve zvySené mife.
Nadmérnou expresi tohoto enzymu mize dojit K produkci autoprotilatek proti enolaze 1
(anti-ENOL1). Jiz na zacatku 21. stoleti bylo zjisténo, Ze se anti-ENO1 nachazi u riznych
autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni, jakymi mohou byt napf. systémovy lupus
erytematodes (SLE), revmatoidni artritida, systémova sklerdza, Bechtérevova choroba,
ulcer6zni kolitida, Crohnova choroba ¢i retinopatie [132]. V patogenezi revmatoidni artritidy
se objevuji anti-ENO1 tfidy IgGl a 1gG3, u SLE jde o protilatky tiidy IgG2, v piipadé
Bechtérevovy choroby muze k diferencialni diagnostice prispét titrace anti-ENO1 t¥idy IgM.
U ulcerdzni kolitidy a systémové sklerozy jsou obvykle nachazeny autoprotilatky anti-ENO1
tiidy IgG1 nebo IgG2 [133]. V roce 2010 publikovali Sarapik et al. studii, ktera prokazala
spojeni anti-ENO1 protilatek také s endometridozou, piedCasnym selhanim vajecnikli
a s astmatem [134]. V Tabulce 6 je zachyceno vyuziti autoprotilatek anti-ENO1 jako

prognostického ¢i diagnostického markeru u jednotlivych typt nadort [104].
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Tabulka 6: Vyskyt anti-ENO1 u jednotlivych typt nadort a jejich vyznam jako biomarker nadorového bujeni
(ptevzato a upraveno dle [104]).

Anti-ENO1 — protilatky proti enolaze 1

Misto/typ nadorového bujeni | Molekula Biomarker Literatura

Hlava a krk Anti-ENO1 | Prognosticky Pranay et al., 2013 [135]

Jatra Anti-ENO1 | Frognosticky i Zhang et al., 2020 [115]
diagnosticky

He et al., 2007 [117];
Shih et al., 2010 [136];

, . Prognosticky i Hsiao et al., 2015 [137];

Plice ANt-ENOL 1 410 enosticky Dai et al., 2017 [118];
Zhang et al., 2018 [119];
Zang et al., 2019 [138];

Slinivka bfi$ni Anti-ENO1 | Prognosticky Tomaino et al., 2011 [120]

Retinopatic asociovand s Anti-ENO1 | Prognosticky Adamus et al., 1998 [139]

rakovinou

Chronicka lymfaticka leukémie | Anti-ENO1 | Prognosticky Griggio et al., 2017 [140]

Se vzestupem anti-ENO1 autoprotilatek se poji i nékteré infekéni choroby, konkrétné byly
popsany piipady zanétu stfedniho ucha zptisobené Streptococcus pneumoniae, at’ uz samotnou
bakterii, tak také pfi soubézné kolonizaci s kvasinkou Candida albicans. Dal§im infek¢nich
stavem je 1 poststreptokokova revmaticka horecka, kde se v ramci terapie vyuziva plazmaferéza
k odstranéni anti-ENO1 autoprotilatek. Vyskyt anti-ENO1 u infekci je obvykle piedzveésti

komplikaci ¢i moznou tvorbou specifickych tkanovych 1ézi v téle pacienta [134].

V roce 2007 byla publikovana studie Magrys et al., ktera zachycuje roli anti-ENOI1 protilatek
v patogenezi retinopatie. Pfedchozi studie téchto autort zjistily, ze autoprotilatky proti
a-enolaze jsou schopné indukovat apoptozu bunék sitnice in vitro i in vivo. Tato studie pfinesla
vyznamnou informaci o tom, ze anti-ENOI jsou schopné blokovat katalytickou funkci ENOI,
snizovat mnozstvi ATP v buiikach a zaroven také zvySovat intracelularni vapenaté ionty. Tato
souvislost zatim bohuZel neni u smrti indukované patologickymi protiladtkami vice

prozkoumana [141].
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Studie Tomain et al. z roku 2011 uvadi, ze ve zdravych tkanich slinivky bfisni byly nalezeny
celkem 4 izoformy ENOI1 (znacené jako ENOA3, ENOA4, ENOAS a ENOAG), které mély
vSechny podobnou molekulovou hmotnost 47 kDa. U pacientii s pankreatickym duktalnim
adenokarcinomem (PDAC) byla exprese téchto 4 izoforem pfiblizné 2x vyss§i. Zaroven u nich
byly nalezeny jesté dalsi dvé izoformy (znacené jako ENOAL a ENOAZ2). 62 % pacientl
s PDAC produkovalo autoprotilatky proti ENOA1 a ENOAZ2. Pacienti s témito
autoprotilatkami meli vyznamné nizSi riziko progrese onemocnéni ¢i umrti ve srovnani
s pacienty, u kterych se nachazely autoprotilatky pouze proti izoformam ENOI, které se
vyskytuji i ve zdravé tkani. Dal§im zajimavym vysledkem byla skutecnost, ze autoprotilatky
anti-ENOAL1 a anti-ENOA?2 se nachazely i u pacientd s PDAC, kteti méli zaroven normalni
hodnoty dal$iho nddorového markeru (CA 19.9) v séru. Jedna se vSak o biomarker, ktery
neposkytuje dostateCnou specificitu a ani senzitivitu. Navic mlize byt zvySen 1 pfi akutni ¢i
chronické pankreatitidé, hepatitidé ¢i obstrukei Zlu€ovych cest, i jinych typech zanéti.
Kombinace stanoveni jak CA 19.9, tak i anti-ENOAL a anti-ENOA2 by tedy mohla byt
presnéjSim diagnostickym néstrojem, nez stanoveni samotného CA 19.9 a také potencidlni
screeningovou metodou pro nadory slinivky bfi$ni do budoucna [120]. Curcio et al. k tématu
PDAC v roce 2023 doplnili opaénou informaci o roli anti-ENO1 autoprotilatek a popsali

skutecnost, ze vysoké hladiny anti-ENO1 jsou negativnim prognostickym faktorem [142].

Studie Hsiao et al. zroku 2015 zkoumala anti-enolazové autoprotilatky jako mozny
prognosticky marker u pacientl s pooperaénim nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC).
Bylo zjisténo, ze hladiny anti-ENO1 autoprotilatek u zdravych darca a pacientti pred operaci
byly odpovidajici. Pii nasledném porovnani hodnot mésic po operaci byla u vétsiny pacientti
hladina anti-ENO1 autoprotilatek zvySena. Tento vysledek naznaCuje tomu, Ze existence
nadoru vyznamné ovlivituje hladiny anti-ENO1 v krvi. Ptiblizn€¢ u 30 % pacientt s NSCLC
dochazi k recidive, ktera se nejcastéji objevi béhem prvnich dvou let od provedeni operace.
Proto byla nésledné sledovana mozna korelace mezi recidivou onemocnéni a zménami
v hladinach anti-ENO1 autoprotilatek. Zde bylo zjisténo, Ze pacienti bez recidivy maji vyssi
hodnoty anti-ENO1 autoprotilatek oproti pacientim, u kterych onemocnéni znovu propuklo
[137].

V roce 2017 zkoumali nemalobunéény karcinom plic a mozné zvyseni senzitivity zachyceni
onemocnéni pii kombinaci nadorovych markert CEA, CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu

19) a autoprotilatek anti-ENO1 také Dai et al. Anti-ENO1 byly zachyceny u 35,1 % pacientt
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s NSCLC. Nadorovy marker CEA byl zachycen u 48,7 % pacientd s NSCLC, marker CYFRA
21-1 dokonce u 61,2 % pacientii. Po zkombinovani anti-ENO1 s CEA nebo CYFRA 21-1 se
frekvence vyskytu zvysila na 68,7 %, respektive na 76,5 %. Pii detekci vSech tii biomarkert
frekvence dosahla dokonce 84 %. Tento vysledek naznacuje, Ze by autoprotilatka anti-ENO1

mohla potencidlné¢ pusobit jako komplementarni klinicky biomarker pravé v kombinaci

s nadorovymi proteiny, jakymi jsou CEA a CYFRA 21-1 [118].

Studie Griggio et al., také zroku 2017, zkoumala imunitni reakce na nadorové antigeny
u pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL). ENOI byla nejrelevantnéj$im
antigenem, ktery byl sérem pacientd s CLL rozpoznavan. Anti-ENOI1 autoprotilatky byly
zachyceny u 54 % pacientl. Pritomnost téchto autoprotildtek nebyla spojena s vyskytem
Klinickych autoimunitnich projevi a byly castéji detekovany v séru pacientti s progresivnim
onemocnéni nez u pacientl stabilizovanych. U pacientll s pozitivnimi autoprotilatkami byl
vyznamné zkraceny ¢as do prvni nutné 1é¢by (7 mésicii), nez u pacientti bez nich (107 mésict).
Jednim z moznych diivodt rozdilného klinického dopadu anti-ENO1 autoprotilatek u solidnich
nadori a u CLL je to, Ze ENOI je ve zvySené mife exprimovana intracelularné, ale ne na
bunéné membrang. I pfes to, Ze neni zndmo, jak se miZe vnitini autoantigen stat imunogenni,
piedpoklada se, Ze v pribchu apoptdzy leukemickych bunék dochazi ke zviditelnéni antigenu

a k nasledné autoreaktivni imunitni reakci [140].

Zhu et al. publikovali v roce 2018 studii na t¢éma ENO1 a rakoviny jater. Zde bylo zjisténo, ze
je ENOL1 u hepatocelularniho karcinomu jater exprimovana ve zvySené mife. Vysoka hladina
ENOL1 byla spojena s pokro¢ilym stadiem rakoviny a pacienti s vy$§imi hladinami méli kratsi
celkové preziti, nez pacienti s nizsi expresi [143]. Na tuto studii navazali v roce 2020 Zhang et
al., ktefi zjistili, ze exprese ENOI1 je vyssi v maligni jaterni tkani nez v ptipadé benignich
jaternich 1ézi. V ptipad¢ pacientl s rakovinou jater byly rovnéZz vyssi autoprotilatky anti-ENO1
V porovnani s benignimi Iézemi a kontrolni skupinou. Stejné jako studie Griggio et al. hovori
o tom, ze je mechanismus tvorby protilatek stadle nejasny. Proces bunééné smrti u nadorovych
bunék zpusobuje moznou trvalou expozici intracelularnimu antigenu. Ten nasledné prochazi
posttransla¢nimi modifikacemi a remodelacemi, coz stimuluje imunitni systém k produkci
autoprotildtek. Soucasné tvrdi, Ze k této imunitni odpovédi dochdzi jiz v Casném stadiu
nadorového onemocnéni, produkovanad autoprotilatka ma poté v periferni krvi stabilni titr

a mohla by byt pouzita jako mozny nadorovy marker [115].

70



Studie Lincz et al. z roku 2024 se zabyva expresi ENOI1 a hladinami anti-ENO1 autoprotilatek
u pacientll s myelodysplastickym syndromem a akutni myeloidni leukémii (AML). Zvysena
exprese ENOI u pacienti s AML byla vyznamné spojena se Spatnou prognozou. Autoprotilatky
anti-ENO1 byly detekovany u 80,8 % vzorkt, niz§i hladiny cirkulujici anti-ENO1 byly
nalezeny u pacienti S AML. Pacienti s AML byli nasledné rozdéleni podle evropské klasifikace
do tii skupin (pfizniva, stiedné piizniva a nepfizniva prognéza). Hladiny anti-ENO1 byly
nejnizsi u pacientli s neptiznivou prognozou, vyznamneé se vsak od dalsich dvou skupin nelisily.
Hladiny anti-ENO1 byly nasledné zkoumany i ve vztahu k celkovému pieziti pacientd s AML
(u 20 pacientl ze 34 doslo béhem dvou let ke smrti), ani zde v$ak nebyly nalezeny rozdily mezi

pacienty s nizkou a vysokou hladinou cirkulujicich autoprotilatek anti-ENO1 [144].

Zavérem lze poznamenat, ze ani v jedné ztéchto studijni nebyla nalezena korelace mezi
hladinami anti-ENO1 a pohlavim, vékem ¢i klinickym stadiem. Pouze ojedinéle byla nalezena
spojitost mezi prognoézou vyvoje onemocnéni a hladinou anti-ENO1 (at’ u negativni ¢i
pozitivni), jde tedy stale o oblast aktivniho vyzkumu. Je tedy nutné ¢ekat na nové studie, aby
bylo mozné autoprotilatky zatadit mezi potencidlni diagnostické ¢i prognostické nadorové

markery.
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CIiLE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo provést:

1)

2)

3)

4)

5)

Optimalizaci podminek Western-Blot metody s vyuzitim zatizeni Turbo-Blot

Pouzit optimalizovany postup 2D-WB s imunochemickou detekci (SERPA) pro prukaz
a monitoring vyskytu specifickych anti-ENO1 IgG molekul v lidském séru

Ov¢tit postup normalizace metody 2D-WB s imunochemickou detekci (SERPA) pro
prikaz anti-ENO1 1gG protilatek pomoci vnitiniho standardu (B-aktinu)

Promé&fit vzorky sér pacientdl a zdravych jedinct s cilem vyhodnotit klinickou
vyznamnost vyskytu téchto protilatek v séru léCenych pacienti v dobé diagnozy
a Vv prubéhu onemocnéni

Kvyhodnoceni vysledk a jejich statistické vyznamnosti pouzit vhodné

bioinformatické nastroje
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3

3.1

EXPERIMENTALNI CAST

Seznam laboratorniho vybaveni

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)

Analyzator Beckman Coulter Multisizer™ 4e Coulter Counter (Beckman Coulter,
Indianapolis, USA)

Aparatura pro diskontinualni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, CA, USA)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Blotovaci nitrocelul6zovd membrana (NC) Trans-Blot® Transfer Medium, porozita 0,2 pm

(Bio-Rad, CA, USA)
Centrifugacni zatizeni MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko)

Destilacni zatizeni pro Gpravu Cistoty vody (zdsobnik s redestilovanou vodou) Halios 40

Type 1 (Neptec, Elbtal, Némecko)

Gelové prouzky s imobilizovanym gradientem pH Immobiline™ DryStrip pH 3—10 NL,
7 cm (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko)

Kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-Rad, CA, USA)

Laboratorni ttepacky: multifunkéni Orbital Shaker PSU-201 (BioSan SIA, Riga, Lotyssko),
Vortex mixer Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy), Mini-rotator Bio RS-24 (BioSan SIA,
Riga, LotySsko)

Magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)

pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
Ptedvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Skla Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 1,0 mm Integrated Spacers (Bio-Rad, CA, USA)

Svatecka folii Freshie 1762 a plastové folie (Eta, Praha, CR)
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Spi¢ky Eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Termostat (Biosan SIA., Riga, LotySsko)

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, CA, USA)

Ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)

Zatizeni pro izoelektrickou fokuzaci PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad, CA, USA)
Zdroj napéti Power-Pac Basic (Bio-Rad, CA, USA)

Zobrazovaci systém G:BOX Chemi XX6 (CCD kamera s GeneSys a GeneTools softwary)
(Syngene, USA)

74



3.2 Seznam chemikalii

2x Laemmli Sample Buffer (roztok G, BioRad, CA, USA)

e 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat — CHAPS (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Aktin from rabbit muscle (pivod krali¢i, A9044, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Agardza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

e Bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

e Butanol (Penta, Chrudim, CR)

e Citronan sodny (LachNer, Neratovice, CR)

e Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg, Némecko)

e Destilovana voda, redestilovana voda

e DeStreak Reagent, hydroxyethyl disulfid (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Dithiothreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Dodecylsiran sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)

e DPBS, Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

e Dusi¢nan stiibrny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

e Fenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Formaldehyd (Penta, Chrudim, CR)

e Glutaraldehyd 50% ve vodé (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Glycerol (Penta, Chrudim, CR)

e Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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HexakyanoZelezitan tridraselny (Penta, Chrudim, CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Hydroxid amonny (Penta, Chrudim, CR)

Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Inaktivaéni médium (80% RPMI 1640, 20% FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

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

Kultivaéni médium pro RPMI-8226 (90% RPMI 1640, 10% FBS, 2mM glutamin, penicilin
50 ul/ml, streptamycin 50 pl/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)

Kyselina citronova bezvoda (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Kyselina octova 99% (Penta, Chrudim, CR)

Methanol (Penta, Chrudim, CR)

Mineralni olej (Bio-Rad, CA, USA)

Mocovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin, TEMED (Bio-Rad, CA, USA)
N,N’-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Odtuénéné susené mléko (Nutristar, Praha, CR)

PBS pH 7,2 (10x, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Peroxodisiran amonny, APS (Penta, Chrudim, CR)

Siran Zeleznaty heptahydrét (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Smés amfolyti Pharmalyte pH 3—10 pro IEF (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)
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Smés amfolytti Pharmalyte pH 8—10,5 pro IEF (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Svédsko)

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

Substrat Clarity Western ECL (Enhanced Chemiluminescence, luminol, peroxid vodiku,

Bio-Rad, CA, USA)
Thiomocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Thiosiran sodny (Sigma, St. Luis, MO, USA)

Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.2 um Nitrocellulose Transfer Kit, for 40 blots (Bio-Rad, CA,
USA)

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

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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3.3 Seznam biologického materialu

3.3.1 Biologicky aktivni latky

e Protilatka anti-B-aktin (pGivod mysi, A5316, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Protilatka anti-human IgG (WM, HRP, pivod kozi, A8667, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Protilatka anti-human IgG (H+L) (HRP, puvod kozi, 172-1050, Bio-Rad, CA, USA)

e Protilatka anti-mouse IgG (HRP, puvod krali¢i, A9044, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

3.3.2 Nadorové bunécné linie

e RPMI-8226 (Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH)

3.3.3 Vzorky pacientskych sér

e Sérum pacientky s mnohoc¢etnym myelomem s velmi silnou a specifickou imunoreaktivitou

(Klinika hematologie a transfuziologie LF UK, SZU a UNB)

Tato pacientka s diagnostikovanym mnohocetnym myelomem ma vysoce a specificky
imunoreaktivni anti-ENO1 protilatky. Odbér krve probihal v obdobi dlouhodobé remise.
Mnohocetnym myelom byl pacientce diagnostikovan v lednu 2002, v Narodnim onkologickém
ustavu v Bratislavé podstoupila chemoterapii a autologni transplantaci kmenovych bunék. Po
1écbé doslo k castecné remisi a také k rozvoji sekundarni amyloidézy. Béhem let 2004-2005
doslo u pacientky k relapsu a byla 1é¢ena IFN-a. Lécba vsak byla kviili intoleranci pierusena,

pacientka je stale v ¢astecné remisi a je nadale pozorovana.

e Séra dobrovolnych darci bez nadorového a autoimunitniho onemocnéni (Katedra

biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice)

Séra byla od ZD ve v€ku 50 az 75 let, kteti v dobé odbéru netrpéli naddorovym ani

autoimunitnim onemocnénim. Darci byli pouceni o Ucelu, za kterym se vzorek odebira
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a podepsali informovany souhlas. Vzorky krve byly odebrany odbornym pracovnikem

laboratofe MeDilLa spol. s r.0.

e Séra pacienti s mnohocetnym myelomem (Biobanka Kliniky hematoonkologie Fakultni

nemocnice v Ostrave)

VSsichni pacienti byli pouceni o ucelu, za kterym se vzorky odebiraji a podepsali informovany
souhlas (viz Ptiloha 2). VSechny vzorky byly oznaceny kdédem, spolecné s touto informaci bylo

uvedeno také pohlavi pacienta a datum odbéru.
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3.4  Sérologicka proteomova analyza (SERPA)

3.4.1 Priprava suché pelety bunék

Pristroje a pomiicky:

e Centrifuga, zkumavky, pipety, Spicky, kultivacni lahvicka, kryozkumavka, analyzator

Beckman Coulter, termostat

Reagencie a roztoky:

e DPBS, inaktivac¢ni médium, kultivaéni médium

Biologicky material:

e Nadorova bunééna linie RPMI-8226

Pracovni postup:

Bunky nadorové bunééné linie RPMI-8226 se vyndaji z tekutého dusiku a rozmrazi se ve vodni
lazni. Po rozmrazeni se buiiky ptenesou do zkumavky se 3 ml inaktivacniho média. Nasleduje
centrifugace pii 1500 otackach po dobu 5 minut. Po odstfedéni se odebere supernatant, peleta
na dn¢ zkumavky se resuspenduje v 1 ml kultivaéniho média. Cely obsah zkumavky se pienese
do kultivacni lahvicky, kam se ptida jesté dalSich 9 ml kultivacniho média. Kultivace bunck

trva 4 dny.

Po ukonceni kultivace se pipetou do nové zkumavky odebere pouzité kultivaéni médium, dno
kultiva¢ni lahvicky se oplachne 3 ml DPBS, aby doslo k uvolnéni bunék, které ptisedly na dno.
DPBS s uvolnénymi buitkami se ptenese do zkumavky se zbytkem pouzitého média. Nasleduje
centrifugace pfi 1500 otaCkach po dobu 5 minut. Po odstfedéni se odebere supernatant, peleta
na dné zkumavky se resuspenduje v 5 ml DPBS. Ke zjisténi poctu bunék se odebere 100 pl
smési, kterd se vlozi do analyzatoru. Po zjiS§téni poctu bunc¢k se dany objem pienese do
kryozkumavky a opét nasleduje centrifugace pii 1500 otackach po dobu 5 minut. Po odstfedéni
se odebere DPBS, peleta na dn¢ zkumavky zlstava. Kryozkumavka se nasledné tfikrat ponofti

do tekutého dusiku a uchovava se v —80 °C.
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3.4.2 Priprava bunécného lyzatu

Pristroje a pomiicky:

e Piedvazky, analytické vahy, vortex, minicentrifuga, sonikator, pipety, Spicky, zkumavky,

bunic¢ina
Reagencie a roztoky:

e Lyzac¢ni roztok (7M mocovina, 2M thiomocovina, 4% CHAPS, 1% DTT, 0,2% Pharmalyte
3-10, 1mM PMSF)

e FEthanol

Biologicky material:

e Such4 peleta bungk RPMI-8226 (5 x 108 bunék, uskladnéno v —80 °C v kryozkumavce)

Pracovni postup:

Prvnim krokem je ptiprava casti lyza¢niho roztoku. Na pfipravu 5 ml této smési se navazi
2,1 g mocoviny, 0,76 g thiomocoviny a 0,2 g CHAPS. Objem smési se doplni na 5 ml
destilovanou vodou, alikvoty se nasledn¢ skladuji po 450 ul v —20 °C. Pfed pouzitim je nutné
alikvot rozmrazit a dikladné protfepat z divodu pritomnych krystalti mo€oviny. Do zkumavky
se navazi 0,004 g DTT, ptida se 400 ul rozmrazené smési, 8 ul Pharmalyte 3-10 a 4 ul PMSF.

Po fadném rozpusténi DTT je roztok ptipraven.

Suchou peletu bungk je nutné postupné rozmrazovat. Nejprve se z —80 °C dava do mrazaku
(=20 °C), poté se piemisti do lednice (4 °C) a teprve poté se s peletou za laboratorni teploty
pracuje. 400 ul kompletniho lyza¢niho roztoku se napipetuje do kryozkumavky a dikladné se
pipetou promicha s peletou bunék. Smés lyzaéniho roztoku a bunck se pienese do nové
zkumavky a nasleduje sonikace, ktera se provadi za ucelem rozruseni bun¢k a uvolnéni
intracelularniho obsahu do roztoku. Jehla sonikdtoru se pted pouzitim otird bunicinou
s ethanolem. Podminky sonikace jsou nasledujici: cyklus 1, amplituda 80 %, ¢as 17 sekund. Po
sonikaci se opét jehla sonikatoru ocisti stejnym zplsobem a nasleduje centrifugace pfi
12 300 rpm po dobu 10 minut. Po centrifugace se supernatant odebere do nové zkumavky,
puvodni zkumavka obsahujici bunéénou peletu se vyhodi. Bunécény lyzat je mozné ihned vyuzit

k rehydrataci gelovych prouzki, piipadné Ize uchovavat v —20 °C a pouzit pozdéji.
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3.4.3 Rehydratace gelovych prouzki

Pristroje a pomiicky:
e Piedvazky, analytické vahy, gelové prouzky Immobiline DryStrip (pH 3-10 NL, 7 cm),

plastova kazetka, pinzety, stanice PROTEAN® IEF Cell, pipety, $picky, vortex

Reagencie a roztoky:

e Rehydrata¢ni roztok (6M mocovina, 2M thiomocovina, 4% CHAPS, 40mM Tris,
1,2% DeStreak, 1% bromfenolova modf)

e Pharmalyte 3-10
e Pharmalyte 8-10,5

e Mineralni olej

Biologicky material:

e Bunécny lyzat bunck RPMI-8226

Pracovni postup:

Prvnim krokem je pfiprava rehydratacniho roztoku. Na pfipravu 5 ml roztoku se navazi
1,8 g mocoviny, 0,76 g thiomocoviny, 0,2 g CHAPS a 0,024 g TRIS. Nasledn¢ se ptida
60 ul Destreak a 10 ul bromfenolové modfi. Objem smési se doplni na 5 ml destilovanou vodou
a alikvoty se nasledn¢ skladuji po 750 pl v —20 °C. Pied pouzitim je nutné alikvot rozmrazit

a diikladné protiepat z diivodu ptitomnych krystali mocoviny.

Objem smésného roztoku pro rehydrataci gelovych prouzkl se odviji od jejich poctu. Na
1 prouzek se do zkumavky napipetuje 80 pl rehydrata¢niho roztoku, 60 ul bunécného lyzatu
1,3 ul Pharmalyte 3-10 a 0,65 pl Pharmalyte 8-10,5. Pro rehydrataci se pouziva bila plastova
kazetka, do jedné jamky (na 1 prouzek) se dava 120 pl smesného roztoku.

Gelové prouzky se uchovavaji v —20 °C. Do smésného roztoku se gelové prouzky vkladaji
pinzetou, gelovou stranou dolt a nasledné se ptevrstvuji 1 ml mineralniho oleje. Pod prouzky
nesmi byt vzduchové bubliny. Pfipravena kazetka se uzavie a umisti se do stanice PROTEAN®
IEF Cell, kde se nastavuje program REHYDRATATION — PASSIVE (20 °C, bez proudu) —
START. Rehydratace gelovych prouzku trva 16-18 hodin, zahajuje se obvykle odpoledne okolo
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15. hodiny a kon¢i nasledujici den rano okolo 8. hodiny. Nasledn¢ se pokracuje v izoelektrické

fokuzaci.

3.4.4 Izoelektricka fokuzace (IEF)

Pristroje a pomiicky:

e Gelové prouzky Immobiline DryStrip (pH 3-10 NL, 7 cm), prouzky filtra¢niho papiru pro
IEF (velikost cca 2 x 7 mm), kazetka pro IEF, pinzety, filtra¢ni papiry, folie, stanice
PROTEAN® IEF Cell, pipety, Spicky

Reagencie a roztoky:
e Destilovana voda

e Mineralni olej

Pracovni postup:

Prouzky filtraéniho papiru pro IEF je nutné navlhcit destilovanou vodou a polozit na dratky
elektrod v kazetce pro IEF. Gelové prouzky se po rehydrataci oplachnou stfickou
s destilovanou vodou a osusi se filtraénim papirem, bez dotyku gelové strany. Gelové prouzky
se do kazetky vkladaji pinzetou, gelovou stranou doli a nasledné se pievrstvuji 1 ml
mineralniho oleje. Pod prouzky nesmi byt vzduchové bubliny. Pfipravena kazetka pro IEF se
uzavie a umisti se do stanice PROTEAN® IEF Cell, kde se nastavuje program STORED
METOD — 3-10 RYCHLE — RUN METHOD — zadat pocet prouzkli — nastavit 75 pA/gel
— START. IEF trvad okolo 8 hodin, pfed ukoncenim je nutné hlidat volthodiny (Vh). Pfi
hodnoté mezi 9 000 az 10 000 Vh proces IEF konéi. Usp&snou fokuzaci indikuje Zluté zbarveni
na konci gelovych prouzki. Ty se po IEF oplachnou stfickou s destilovanou vodou a osusi se
filtratnim papirem, opét bez dotyku gelové strany. Suché prouzky se vkladaji do bilé kazetky
(idealné po 2 nebo 4 ks), kazetka se uzavie, popise a zabali do folie. Piipravené gelové prouzky

se uchovavaji v —20 °C.

83



3.45 Gelova elektroforéza
1) Gelova elektroforéza SDS-PAGE ndsledujici po IEF

Pristroje a pomiicky:

e Piedvazky, analytické vahy, tfepacka, vortex, 1 mm skla, 1 mm hiebinky, aparatura pro
pripravu gelt, perlan, parafilm, nizky, pipety, Spicky, zkumavky, vi¢ka na zkumavky,
plastové misky, folie, gelové prouzky po IEF, pinzety, kovova Spachtle, filtra¢ni papir,

alobal, elektroforeticka vana, pH metr, termostat, tfepacka

Reagencie a roztoky:

e Destilovana voda

e Ethanol

e Roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)

e Roztok B (1,5M Tris-HCI, pH 8,8)

e Roztok C (1M Tris-HCI, pH 6,8)

e Roztok D (10% roztok SDS)

e Roztok E (10% roztok APS)

e TEMED

e Ekvilibra¢ni roztok (6M mocovina, 30% glycerol, 0,07M SDS, 1,5M Tris-HCI, pH 8,8)
e 1% DTT v ekvilibra¢nim roztoku

e 4% IAA v ekvilibra¢nim roztoku

e 0,5% agar6za

e Elektrodovy pufr (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3-8,6)

e Standard molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Color Standards)

Pracovni postup:

Prvnim krokem je ptiprava roztokd, ze kterych se nasledné ptipravuji gely pro elektroforézu

(viz Tabulka 7). Pfed pouzitim je nutné alikvot roztoku E rozmrazit, roztok D je pii 4 °C
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V pevném stavu, musi se pted pouzitim vlozit do teplé vody. Pfed pouzitim by mély mit roztoky

laboratorni teplotu a idealné byt i dostatecné promichany na vortexu.

Tabulka 7: Ptiprava roztokt na gely.

HCI — kyselina chlorovodikova, SDS — dodecylsiran sodny, APS — peroxodisiran amonny.

Roztok Piiprava Uchovani

11,68 g akrylamidu, 0,32 g bisakrylamidu, 12 ml destilované
Roztok A | vody; 30 minut na tfepacce (nabobtnani), poté doplnéni 4 °C (lednice)
destilovanou vodou na 40 ml

7,26 g Tris, doplnéni destilovanou vodou na 40 ml, tprava pH

Roztok B pomoci 6M HCl na 8,8 4 °C (lednice)
4,84 g Tris, doplnéni destilovanou vodou na 40 ml, uprava pH o .

Roztok C pomoci 6M HCl na 6,8 4 °C (lednice)

Roztok D | 1 g SDS, doplnéni destilovanou vodou na 10 ml 4 °C (lednice)

—20 °C (mrazak),

Roztok E | 0,1 g APS, doplnéni destilovanou vodou na 1 ml alikvoty po 250 ul

Pro piipravu gelti se musi dostate¢né umyt a ocistit 1 mm skla (pomoci perlanu ¢i ubrousku
s ethanolem). Skla se vkladaji do aparatury pro piipravu geld, ze spodni strany se zalepi
parafilmem. Objemy jednotlivych roztoku pro ptipravu gelt jsou uvedeny v Tabulce 8. Jako
prvni se pripravi 12% délici gel, po ptidani TEMEDu a roztoku E se smés bez pfistupu vzduchu
promicha a pipetuje se mezi skla. Roztok se ptevrstvi butanolem a nechava se 40 minut
polymerovat. Po ztuhnuti déliciho gelu se filtratnim papirem odsaje butanol. Zaostfovaci smés
se musi opét pred piidanim promichat. Poté se roztok pipetuje mezi skla (az po horni okraj
skel), nahoru se vklada 1 mm hiebinek tak, aby pod nim nebyly bublinky. Polymerace
zaostfovaciho gelu trva 20 minut. Skla s hotovymi gely se oplachuji destilovanou vodou
a vkladaji se do misek s folii a mokrymi papirovymi utérkami. Gely se mohou ihned pouzit

nebo se skladuji v 4 °C.
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Tabulka 8: Objemy jednotlivych roztokt pro ptipravu déliciho a zaostiovaciho gelu.
TEMED - N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin.

Roztok 12% délici gel Zaostrovaci gel
(mnoZstvi na 2 gely) | (mnoZstvi na 2 gely)

Destilovana voda | 3,36 ml 2,1 ml

Roztok A 4 ml 0,5ml

Roztok B 2,5ml -

Roztok C - 0,375 ml

Roztok D 0,1 ml 0,03 ml

Roztok E 0,1 ml 0,03 ml

TEMED 0,004 ml 0,003 ml

Pted elektroforézou je nutné rozmrazit gelové prouzky a provést jejich ekvilibraci. Na piipravu
ekvilibracniho roztoku se navazi 18 g mocoviny a 1 g SDS. Ke smési se nasledné ptida
15 ml glycerolu a 1,67 ml roztoku B. Objem se po rozpusténi mocoviny (v teplé vod¢) doplni
destilovanou vodou na 50 ml. Nasledné se pfipravi dvé zkumavky, do jedné se navazi
0,1 g DTT, do druhé 0,4 g IAA. Ob¢é zkumavky se doplni na 10 ml ekvilibra¢nim roztokem,
IAA a DTT se musi dokonale rozpustit a protiepat. Nejprve se do nové bilé kazetky napipetuje
roztok DTT. Na kazdy prouzek se do jamky da 1,5 ml, prouzky se pinzetou vkladaji gelovou
stranou dold. Inkubace s roztokem DTT probiha 15 minut na tfepacce. Nasledné se prouzky
oplachuji stiickou s destilovanou vodou a osusi se filtraénim papirem bez dotyku gelové strany.
Roztok TAA je do dalSich jamek napipetovan opét po 1,5 ml, inkubace probiha 15 minut na
tiepacce bez pristupu svétla. Béhem inkubace se piipravi elektrodovy pufr (na 1 1 se navazi
3,03 g Tris, 1 g SDS a 14,4 g glycinu, dopInéni na objem 1 | destilovanou vodu) a rozehieje se

0,5% agaroza.

Do elektroforetické vany se umisti stojanky s gely, I mm hiebinek se vynda, jamky se promyji
elektrodovym pufrem a vysusi se filtranim papirem. Po inkubaci gelovych prouzkia s IAA jsou
prouzky opét oplachnuty destilovanou vodou a osuSeny, pied vkladanim do stojanku s gely se

mohou uchovat kratce V elektrodovém pufru. Gelové prouzky se pied vkladanim do
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elektroforetické vany zasttihuji v mistech, kde konci gel. Gelova strana sméfuje k vnitinimu
(kratsimu) sklu, + konec prouzku smétfuje k jamce pro marker. Prouzky jsou nasledné
prevrstveny 250 ul agardzy a zatlacuji se kovovou $pachtli, aby pod nimi nebyly bublinky. Po
ztuhnuti agarozy se elektroforeticka vana naplni po rysku pufrem, standard molekulovych
hmotnosti (4 pul) se pipetuje do jamky pro marker u + konce prouzku. Na elektroforetickou vanu
se nasadi viko a pfipoji se ke zdroji napéti. Na pfistroji se nastavi nasledujici hodnoty: 0,03 A
(na 1 gel), 60 V, cas 5 minut — RUN. Po ub&hnuti doby se napéti prenastavuje na 180 V a Cas

na 60 minut. Elektroforéza je ukon¢ena v momenté, kdy ¢elo dosahne konce gelu.
2) Gelova elektroforéza SDS-PAGE

Pristroje a pomiicky:

e Predvazky, analytické vahy, vortex, 1 mm skla, I mm hiebinky, aparatura pro ptipravu geld,
perlan, parafilm, pipety, Spicky, zkumavky, vicka na zkumavky, plastové misky, folie,
elektroforeticka vana, pH metr, termostat, tfepacka

Reagencie a roztoky:

e Destilovana voda

e Ethanol

e Roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)

e Roztok B (1,5M Tris-HCI, pH 8,8)

e Roztok C (1M Tris-HCI, pH 6,8)

e Roztok D (10% roztok SDS)

e Roztok E (10% roztok APS)

e TEMED

e Roztok G (2x Lemmli Sample Buffer)

e Roztok aktinu 1 mg/ml

e PBS pufr

e Elektrodovy pufr (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3-8,6)
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e Standard molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Color Standards)

Biologicky material:

e Bunécny lyzat bunck RPMI-8226
Pracovni postup:

Proces piipravy roztokl na gely a piiprava geld je popsan U elektroforézy SDS-PAGE (ktera
nasleduje po IEF), rozdilny je pouze typ hiebinku. Pied samotnou elektroforézou se musi
pfipravit roztoky, které se budou pipetovat do jamek gelu. Roztok G se vzdy fedi se vzorkem,
kterym muze byt bunétny lyzat nebo aktin smichany s PBS pufrem. Pfipravené roztoky
(v pozadovaném fedéni) se 3 minuty povaii. Do jamek gelu se nasledné pipetuje 10 pl roztokd,
standard molekulovych hmotnosti se pipetuje v objemu 4 ul. Elektrodovy pufr a nastavované

podminky na elektroforetické vané jsou opét stejné jako u predchozi SDS-PAGE elektroforézy.

3.4.6 Semi-dry Western Blot

Piistroje a pomicky:

e Analytické vahy, Spachtle, Petriho misky, filtraéni papiry (tlusté i tenké), nitrocelul6zova
membrana, niizky, pinzety, valecek, valce, Trans-Blot Turbo, Trans-Blot Turbo souprava

Reagencie a roztoky:

e Komeréni transferovy pufr (20% 5x koncentrovany komeréni puft, 20% ethanol)

e Vlastni transferovy pufr (25mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, 0,05% SDS)

e Destilovana voda

Pracovni postup:

Prvnim krokem je pfiprava transferového pufru. Komercni transferovy pufr se pfipravuje
nasledovné: 40 ml 5x koncentrovaného pufru, 40 ml ethanolu a doplnéni na 200 ml
destilovanou vodou. Na vlastni transferovy pufr (1 1) se navazi 0,5 g SDS, 3,03 g Trisu
a 14,4 g glycinu. Ke smési se nasledné ptida 200 ml methanolu a doplni se na 1 1 destilovanou

vodou. Nitroceluld6zova membrana (NCM) se nastiiha podle Sablony.
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Po ukonceni elektroforézy se skla oplachnou destilovanou vodou a oddéli se Spachtli. Odstrani
se zaostiovaci Cast gelu, zbytek gelu se pfenese do Petriho misky s transferovym pufrem. Do
dalSich Petriho misek s transferovym pufrem se namoci filtraéni papiry a NCM. Na spodni ¢ast
kazety TransBlot Turbo se pinzetou poloZi tlusty mokry filtra¢ni papir, na néj se poloZi tenky
filtra¢ni papir, NCM, gel a nahoru opét tenky a nasledné tlusty filtracni papir. VSe se piiklopi
vikem a kazety se vlozi do pfistroje. Na pfistroji se nastavuje program LIST — BIO-RAD
DEFINED — zvolit pocet gela — HIGH MW (na 2 gely: 2,5 A, 25 V, 10 min). Po ukonéeni
procesu Western-Blot (WB) se membrany i gely pfenesou do Petriho misek s destilovanou
vodou, kde se tiikrat promyji, kazdé promyti trva 5 minut. Nasledujicim krokem je kontrola

uspésnosti prenosu proteint z gelu na membranu.

3.4.7 Barveni proteini na nitrocelul6zové membrané

Pristroje a pomiicky:

e Analytické vahy, nitrocelul6zova membrana (po ptenosu), Petriho misky, pinzety, G:BOX
Chemi XX6, alobal

Reagencie a roztoky:

e Destilovana voda

e Barvici roztok (0,2% AgNOs3, 0,8% FeSOa4, 2% citrat sodny)

e (Odbarvovaci roztok (50 mM thiosiran sodny, 15 mM hexakyanoZelezitan draselny)

Pracovni postup:

Pred detekci proteinti na NCM je nutné si ptipravit barvici roztok (0,17 g AgNOs, 0,8 g FeSOu,
2 g citratu sodného, doplnéni na 100 ml destilovanou vodou), ktery je nutné uchovavat ve tme¢.
Pro ptipravu odbarvovaciho roztoku je nutné si navazit 1,24 g thiosiranu sodné¢ho a 0,494 g

hexakyanoZelezitanu draselného a opét doplnit na 100 ml destilovanou vodou.

Membrany promyté destilovanou vodou zistavaji v Petriho miskdch a inkubuji se 6 minut
s barvicim roztokem na tiepacce. Po inkubaci se membrany oplachnou destilovanou vodou, aby
se odstranil pfebyte¢ny barvici roztok. Zviditelnéna proteomova mapa se vyfoti pomoci stanice

G:BOX v programu GeneSys. Po vyfoceni se membrana inkubuje s odbarvovacim roztokem.
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Nasledné se n¢kolikrat promyje destilovanou vodou, dokud neni voda i membréna Cista. Dal§Sim

krokem po barveni je imunochemicka detekce a vizualizace.

3.4.8 Barveni proteini na gelu
1) Barveni proteinit na gelu pomoci barviva Coomassie Blue

Pristroje a pomiicky:

e Analytické vahy, gel (po pfenosu) valce, Petriho misky, G:BOX Chemi XX®6, tiepacka

Reagencie a roztoky:
e Destilovana voda
¢ Fixacni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol)

e Roztok barviva Coomassie Blue (0,001% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% methanol,

10% kyselina octova)
e (Odbarvovaci roztok (0,1% kyselina octova, 14% methanol)

Pracovni postup:

Pred detekci proteinti na gelu je nutné si pfipravit barvici roztok Coomassie Blue (na piipravu
11 je nutné navazit 1 g Coomassie Brilliant Blue R-250, ptidat 500 ml methanolu, 100 ml
kyseliny octové a 400 ml destilované vody) a také fixacni roztok (na 1 | se odméfi 50 ml

kyseliny octové, 500 ml ethanolu a 450 ml destilované vody).

Gely promyté destilovanou vodou zlstavaji v Petriho miskach, nejprve se inkubuji 30 minut
s fixaCnim roztokem. Po fixaci nasleduje 30 minut rehydratace gelii v destilované vod¢. Po
rehydrataci se gely inkubuji 10 minut s roztokem barviva Coomassie Blue, po obarveni se
promyvaji v odbarvovacim roztoku (75 ml kyseliny octové, 100 ml methanolu a 530 ml
destilované vody), ktery je vhodné n€kolikrat vyménit. V odbarvovacim roztoku gely zistavaji
V lednici do druhého dne. Proteiny, které ziistaly po ptenosu na gelu, se vyfoti pomoci stanice

G:BOX v programu GeneSys. Po foceni se gely likviduji.
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2) Barveni proteinit na gelu pomoci dusi¢nanu stiibrného

Pristroje a pomiicky:

e Piedvazky, analytické vahy, gel (po pienosu), valce, Petriho misky, G:BOX Chemi XX6,
pipety, Spicky, tftepacka

Reagencie a roztoky:

e Destilovana voda

e Fixacni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol)

e 10% roztok glutaraldehydu

e 20% roztok AgNOs

e 9M roztok NaOH

e 26% vodny roztok amoniaku

e Vyvolavaci roztok (0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd)

e Ustalovaci roztok (5% kyselina octovd)

Pracovni postup:

Pied detekci proteinti na gelu je nutné si pfipravit nasledujici roztoky: fixa¢ni roztok (na 1 I se
odméfi 50 ml kyseliny octové, 500 ml ethanolu a 450 ml destilované vody), 10% roztok
glutaraldehydu (na 50 ml se odméti 10 ml 50% glutaraldehydu a 40 ml destilované vody),
20% AgNOs (6 g AgNOs se rozpusti ve 30 ml destilované vody), 9M roztok NaOH
(3,6 g NaOH se rozpusti v 10 ml destilované vody), vyvolavaci roztok (0,25 g kyseliny
citronové, 540 ul formaldehydu a 500 ml destilované vody) a ustalovaci roztok (50 ml kyseliny

octové a 950 ml destilované vody).

Gely promyté destilovanou vodou zlstavaji v Petriho miskach, nejprve se inkubuji 30 minut
s fixaénim roztokem. Po fixaci nasleduje 30 minut rehydratace geli v destilované vodé. Po
rehydrataci se gely inkubuji 30 minut s 10% roztokem glutaraldehydu. Nasleduje Sestkrat
promyti destilovanou vodou, kazdé promyti trva 5 minut. Po promyti se gel inkubuje 15 minut
s roztokem amoniakalniho stfibra (12,5 ml destilované vody, 60 pul 9M NaOH, 350 ul 26%
roztoku amoniaku, k tomuto roztoku se titruje 20% AgNO3 do bézovo-hnédé barvy). Nasleduje

promyti destilovanou vodou a inkubace S vyvolavacim roztokem, dokud nejsou proteiny na
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gelu dostatecné zviditelnéné. Poslednim krokem je vlozeni geltt do ustalovaciho roztoku

a vyfoceni pomoci stanice G:BOX v programu GeneSys.

3.4.9 Imunochemicka detekce a vizualizace reaktivnich proteinovych skvrn

Pristroje a pomiicky:
e Predvézky, analytické véhy, plastové misky, nitrocelulozovd membrana (po pienosu),

pipety, $picky, folie, svafecka folii, rotator, izolepa, tfepacka, G:BOX Chemi XX6

Reagencie a roztoky:

e PBS-T pufr (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 1,47 mM KH2PQOg4, 8,1 mM Na;HPO4 x 12 H20,
25% Tween 20)

e Blokovaci roztok (5% odtu¢néné susené mléko)
e Komeréni primarni protilatka (anti-f3-aktin)
e Konjugat (anti-human IgG, anti-mouse 1gG)

e Chemiluminescencni substrat Clarity Western ECL

Biologicky material:

e Pacientské sérum, sérum zdravého darce

Pracovni postup:

Prvnim krokem je ptiprava PBS-T pufru (na 1 I se navazi 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4
a 2,9 g Na2HPO4 x 12 H20, nasledné se piida 1,25 ml Tween 20 a vSe se doplni destilovanou
vodou na 1 1) a blokovaciho roztoku (15 g suseného mléka do 300 ml PBS-T pufru). Po obarveni
se NCM promyji destilovanou vodou a nasledné také PBS-T pufrem, dvakrat po dobu
10 minut. Po promyti nasleduje blokace membrany, 1 h s blokovacim roztokem na tfepacce. Po
inkubaci se membrany dvakrat promyji PBS-T pufrem, kazdé promyti trva 10 minut. Podle
Sablony se nastiiha zatavovaci folie a na jedné strané se svafi. Do folie se nasledn€ umisti NCM
a zatavi se dal$i strany. Pfed zatavenim posledni strany se na membranu pipetuje roztok
primarni protilatky (na jednu membranu se pipetuje 1,5 ml blokovaciho roztoku s pacientskym
sérum Ci komerc¢ni protildtkou v pozadovaném tedéni). Zatavena folie s NCM se pfilepi na

rotator, ktery se da do lednice. Inkubace s primérni protilatkou probihé ptes noc (17 h). Druhy
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den rano se membrana vynda z folie, vlozi se do plastové misky a promyje se Ctyfikrat PBS-T
pufrem, kazdé promyti trva 5 minut. Po promyti nasleduje inkubace 1 h se sekundarni
protilatkou (na jednu membranu se pipetuje 10 ml blokovaciho roztoku s konjugatem
vV pozadovaném fedéni) na tiepacce. Po inkubaci se¢ NCM promyije Sestkrat PBS-T pufrem,
kazdé promyti trva 5 minut. Poslednim krokem je chemiluminescen¢éni detekce s ECL
substratem. Roztok ECL substratu se pfipravuje nasledovné: na 1 membranu se pipetuje 1 ml
luminolu a 1 ml peroxidu vodiku. Inkubace ECL substratu s membranou se provadi v pfitmi po
dobu 30 s. NCM se nasledné vyfoti pomoci stanice G:BOX v programu GeneSys, komplexy
proteinu s primarni protilatkou, na které se navazal konjugat, sviti. Vyhodnoceni snimku

nasledné probiha v programu GeneTools.

3.5 Statistické vyhodnoceni vysledki

Statistické vyhodnoceni dat vyskytu anti-ENO1 protilatek u vzorkt sér ZD a u pacientd s MM
bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho testu. Nulovou hypotézou je, Ze mezi vzorky sér
ZD a pacienti s MM neni rozdil ve vyskytu anti-ENO1 protilatek, hladina vyznamnosti je
a=0,05.
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4  VYSLEDKY

4.1 Optimalizace podminek Western-Blot metody s vyuzZitim zarizeni
Trans-Blot Turbo

Prvnim ukolem praktické ¢asti byla optimalizace podminek pfenosu proteini z gelu po
elektroforéze na NCM. Na pavodnim pfistroji pro WB trval ptenos 70 minut. Za Géelem
zrychleni této ¢asti metody SERPA byl zakoupen piistroj Trans-Blot Turbo, cilem bylo zjistit
optimalni podminky, za kterych ptenos spolehlivé funguje, idedlné v co nejkrat§im ¢ase. Behem
optimalizace byla vzdy pouzita cela metoda SERPA (viz podkapitola 3.4). Nejprve bylo nutné
ziskat bunény lyzat (viz podkapitoly 3.4.1 a 3.4.2), poté bylo provedena rehydratace
a IEF gelovych prouzki (viz podkapitoly 3.4.3 a 3.4.4) a nasledovala SDS-PAGE elektroforéza
(viz podkapitola 3.4.5). Zména podminek se vzdy tykala pouze ¢asti semi-dry WB (viz
podkapitola 3.4.6). VSechny optimalizace byly vzdy provadény ve dvojim opakovani.

Pfi prvnim pokusu bylo postupovano dle névodu, ktery byl soucasti soupravy pro pftistroj
Trans-Blot Turbo. Pouzit byl komer¢ni pufr, jeho ptiprava je uvedena v podkapitole 3.4.6
a také tenké filtracni papiry, vSe soucasti komercniho baleni. Jelikoz jde o pfeneseni bunécného
lyzatu se smési proteind a peptidi, byl vybran byl program MIXED MW (2,5 A; 25 V; 7 min
pro dva gely). Po WB byly gely obarveny roztokem Coomassie Blue, ktery umozni vizualizaci
neptfenesenych proteini na gelu v prostiedi SDS, membrany S pfenesenymi proteiny byly

obarveny stfibrem (viz podkapitoly 3.4.7 a 3.4.8, Obrazek 15).
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Obrazek 15: Kontrola pfenosu proteind z gelt na membrany (NCM) pii programu MIXED MW.
Cést (A) a (C) — NCM s prenesenymi proteiny, ¢ast (B) a (D) — gely s nepfenesenymi proteiny

Jak lze na Obrazku 15 vidét, k pfenosu proteinii na NCM nedoslo. Zarovern lze vidét, ze v gelech

zUstala pouze ¢ast proteind.

Pfi dalsim pokusu probéhla zména podminek v pfistrojovém programu. Zvolen byl program
HIGH MW (2,5 A; 25 V; 10 min pro dva gely), ktery je uréen pro vysokomolekularni proteiny
a trva delsi dobu nez piivodné zvoleny program. Po WB byly opét gely obarveny roztokem

Coomassie Blue, membrany byly obarveny stiibrem (viz Obrazek 16).
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Obrazek 16: Kontrola pfenosu proteini z geltt na membrany (NCM) pfi programu HIGH MW.
Cést (A) a (C) — NCM s pienesenymi proteiny, ¢ast (B) a (D) — gely s nepfenesenymi proteiny

Jak lze na Obrazku 16 vidét, ani pii téchto podminkach nedoslo k pfenosu proteinii na

membrany, v gelech ziistala pouze ¢ést proteinti.

Dalsim krokem bylo zjistit, zda neni pfi pfenosu nutné zesilit kontakt gelu s membranou pomoci
vyssi vrstvy filtraéniho papiru. Uvodni proces byl opét stejny, uspoiadani vrstev pii WB bylo
nasledujici (od spodu): tlusty filtracni papir, tenky filtraéni papir, NCM, gel, tenky filtracni
papir a opét tlusty filtra¢ni papir. V tomto kroku byly provedeny dva samostatné ptenosy, prvni
pii programu HIGH MW (1,3 A; 25 V; 10 min), druhy pii programu HIGH MW (1,3 A; 25 V;
20 min). Po WB byly opét gely obarveny roztokem Coomassie Blue, membrany byly obarveny
stiibrem (viz Obrazek 17 a 18).
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Obrazek 17: Kontrola pfenosu proteint z gelu na membranu (NCM) pii dobé pienosu 10 minut.
Cast (A) — NCM s pienesenymi proteiny, ¢ast (B) — gel s nepfenesenymi proteiny
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Obrazek 18: Kontrola pfenosu proteini z gelu na membranu (NCM) pii dobé€ penosu 20 minut.

Cést (A) — NCM s pienesenymi proteiny, ¢ast (B) — gel s nepfenesenymi proteiny

Jak 1ze na Obrazku 17 a 18 vidét, pii vyssi vrstvé filtracnich papirti byl jiz pfenos na membranu
uspésny. Proto byl pro dalsi analyzy volen program HIGH MW s podminkami 2,5 A; 25 V;

10 min s vys§i vrstvou filtranich papirt.

4.1.1 Porovnani uc¢innosti prenosu pri pouZiti komeréniho a vlastniho transferového

pufru

Vzhledem k cen¢ soupravy pro Trans-Blot Turbo bylo nutné zjistit, zda je ptenos Gsp&sny i pii
pouziti vlastniho transferového pufru, ktery byl ptipravovan do pivodniho pfistroje pro WB.

Opét byla pouzita celd metoda SERPA (viz podkapitola 3.4). Piiprava vlastniho transferového
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pufru je uvedena v podkapitole 3.4.6, pro pienos byly nastaveny podminky z pfedchozi ¢asti,
tedy program HIGH MW (2,5 A; 25 V; 10 min). Po WB byly opét gely obarveny roztokem

Coomassie Blue, membrany byly obarveny stfibrem (viz Obrazek 19).
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Obrazek 19: Kontrola pfenost proteinil z gelti na membrany (NCM) pii pouZiti rozdilnych pufit.
Cést (A) a (B) — NCM s prenesenymi proteiny a gel s nepfenesenymi proteiny pii pouziti komeréniho pufru

Cast (C) a (D) — NCM s pienesenymi proteiny a gel s nepfenesenymi proteiny pii pouziti vlastniho pufru

Jak 1ze na Obrazku 19 vidét, uc¢innost pfenosu proteint z gelu na membranu je srovnatelna pti

pouziti komer¢niho 1 vlastniho pufru.
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4.2  Ovéreni postupu normalizace metody SERPA pomoci vnitiniho

standardu p-aktinu

B-aktin (BA) je izoformu aktinu, ktery je vysoce konzervovany a podili se na pohybu, struktuie
a integrit¢ bunék. Aktin ma celkem Sest izoforem, Ctyfi z nich se nachazi primarn¢ v bunkach
pficn¢ pruhovaného a hladkého svalstvo, dalsi dvé, BA a y-aktin jsou exprimovany

vSudypfitomné [145].

Normalizace pomoci vnitiniho standardu se pii WB provadi z divodu rozdilnych podminek pii
jednotlivych analyzach. Klicové chyby vznikaji ptedevsim pii ptipraveé vzorkd, pipetovani a pii
nerovnomérném pienosu proteini. Typicky se jako kontroly pouzivaji ,,house-keeping*
proteiny, u nichz jsou hladiny exprese konstantni. Pfikladem muze byt pravé BA ¢i B-tubulin
[146]. Signaly hledaného i ,,house-keeping“ proteinu je nutné po pienosu kvantifikovat,
vypocitat normaliza¢ni faktor z hodnot ,,house-keeping* proteinu a nasledné ptepocitat hodnoty

hledaného proteinu [147].

4.2.1 SDS-PAGE - kontrola komer¢niho standardu p-aktinu

SDS-PAGE elektroforéza (viz podkapitola 3.4.5) byla provadéna za tucelem nalezeni
optimélniho davkovaného mnoZzstvi BA pro dalsi analyzy a také pro zjisténi Cistoty chemikalie.
Krali¢i BA (5 mg) byl rozpustén v 5 ml ultracisté vody (tj. koncentrace roztoku 1 mg/ml), po
rozpu$téni byla vytvofena fedici fada (viz Tabulka 9). Jednotlivé smésné roztoky vznikly
smichanim roztoku BA, PBS pufru a roztoku G, byly povaieny po dobu 3 minut a nasledné
byly davkovany do jamek gelu vobjemu 10 ul. Standard molekulovych hmotnosti byl
napipetovan do prvni jamky v objemu 4 pl. Po elektroforéze byl gel obarven roztokem

dusi¢nanu stiibrného (viz podkapitola 3.4.7).
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Tabulka 9: Ptiprava tedici fady p-aktinu.

Mnozstvi p-aktinu v jamce (ng) | B-aktin (ul) | PBS pufr (ul) | Roztok G (ul)
0,25 0,5 9,5 10
0,5 1 9 10
0,75 15 8,5 10
1 2 8 10
1,25 2,5 7,5 10
15 3 7 10
1,75 35 6,5 10
2 4 6 10
2,25 4,5 55 10

M T B 4 56T 8 9: 0

250
150
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37

25

Obrazek 20: Gel po separaci p-aktinu (BA) metodou SDS-PAGE obarveny roztokem dusi¢nanu stiéibrného.
Jamka €. 1 — standard molekulovych hmotnosti, jamka ¢. 2 — BA 0,25 pg, jamka ¢. 3 — BA 0,5 pg, jamka ¢. 4 —
BA 0,75 pg, jamka ¢. 5 — BA 1 pg, jamka ¢. 6 — BA 1,25 pg, jamka ¢. 7 — BA 1,5 pg, jamka ¢. 8 — BA 1,75 g,
jamka €. 9 — BA 2 pg, jamka ¢. 10 — BA 2,25 pg.

Jak lze na Obrazku 20 vidét, v kazdé jamce byl vizualizovan intenzivni prouzek mezi 37 kDa
a 50 kDa. Molekulova hmotnost BA je 42 kDa, fragmenty BA mohou mit velikost mezi 38 kDa

az 41 kDa [148]. Koncentrace BA ve vzorku, ktera je po elektroforéze dostatecné viditelna je
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0,5 ng/10 ul (jamka €. 3), se stoupajici koncentraci BA dochazi jiz k ptesyceni separacni drahy.
Pro dalsi analyzy (s prfihlédnutim na ztraty, ke kterym dochazi béhem IEF, SDS-PAGE
elektroforézy a WB) byly pouzivané nasledujici koncentrace BA: 0,5 pug/10 ul, 1 pg/10 pl
a2,5ug/10 pl.

4.2.2 SDS-PAGE, Western-Blot (WB) a imunochemicka detekce -aktinu

Dalsim krokem bylo ovéfit, zda se na BA vazou specifické anti-p-aktin protilatky (proti
kralicimu B-aktinu (anti-rabbit p-aktin), mysi pivod) a zda na takto vznikly komplex naseda
konjugat (proti mySim IgG (anti-mouse IgG), krali¢i puvod). Nejprve byla opét provedena
SDS-PAGE clektroforéza. Redici fada BA je popsana v Tabulce 10, Gprava roztoki
a davkovany objem byly stejné jako v ptedchozi podkapitole. K analyze byly pouzity 2 gely
rozd€lené na dvé ¢asti. V kazdé ¢asti byly 4 jamky. Do prvni jamky byl pipetovan standard
molekulovych hmotnosti (4 ul), do jamky €. 2 az 4 BA v mnozstvi 0,5 pg, 1 pg a 2,5 pg. Po
elektroforéze nasledoval pienos proteini z gelu na NCM pomoci piistroje Trans-Blot Turbo
(viz podkapitola 3.4.6). Po WB byly gely obarveny roztokem Coomassie Blue, membrany byly
obarveny stiibrem (viz podkapitoly 3.4.7 a 3.4.8, Obrazek 21).

Tabulka 10: Ptiprava fedici fady p-aktinu.

Mnoizstvi p-aktinu v jamce (ug) | B-aktin (ul) | PBS pufr (ul) | Roztok G (ul)
0,5 4 36 40
1 8 32 40
2,5 20 20 40
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Obrazek 21: Kontrola pfenosu proteind z gelii na nitrocelulézové membrany (NCM).

Cast (A) a (C) — gely s neptenesenymi proteiny. Jamka ¢&. 1 — standard molekulovych hmotnosti, jamka ¢. 2 —
B-aktin (BA) 0,5 pg, jamka ¢. 3 — BA 1 pg, jamka ¢. 4 - BA 2,5 pg.

Cast (B) a (D) — NCM s pienesenymi proteiny. Jamka &. 1 — standard molekulovych hmotnosti, jamka ¢&. 2 —
BA 0,5 pg, jamka ¢. 3 — BA 1 pg, jamka ¢. 4 — BA 2,5 pug.

Poslednim krokem byla imunochemicka detekce a vizualizace (viz podkapitola 3.4.9). Piiprava
a davkovani primarni protilatky (anti-p-aktin) a konjugatu je uvedeno v Tabulce 11. Rozdilné
fedéni primarni protilatky a konjugatu bylo provedeno z diivodu nalezeni optimalniho mnozstvi
a vzajemného poméru obou slozek pro zajisténi detekovatelnosti ,,house-keeping* proteinu na
NCM. Inkubace s primarni protilatkou probihala 17 h pfes noc na rotatoru Vv ledniéce (4 °C),
inkubace s konjugatem druhy den 1 h na téepacce za laboratorni teploty. Nakonec byla pomoci
roztoku ECL provedena chemiluminescen¢ni detekce. Vyfoceni membran probéhlo na stanici
G:BOX Chemi XX6, vyhodnoceni molekulovych hmotnosti prob&hlo v programu GeneTools.
Membrany po imunochemické detekcei (s riznymi fedénimi primarni protilatky a konjugatu)

jsou zachyceny na Obrazku 22.
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Tabulka 11: Pfiprava primarni protilatky a konjugéatu a davkovany objem roztok na membranu.

Redéni Primarni protilatka Blokovaci roztok Davkovano na membranu
protilatky | (anti-p-aktin) (ul) (5% mléko, ml) (ml)

1:1500 10 15 15

1:2000 10 20 1,5

1:3000 10 30 1,5

Redéni Konjugat Blokovaci roztok Davkovano na membranu
konjugatu | (proti mySim IgG) (nl) | (5% mléko, ml) (ml)

1:3000 7 21 10

1:5000 5 25 10
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Obrazek 22: Snimky nitrocelulézovych membran (NCM) po SDS-PAGE, WB a imunochemické detekci za
riznych podminek fedéni primarni protilatky (pAb) a konjugatu (SAb).

Cast (A) — NCM po detekei, fedéni pAb 1:3000, fedéni SAb 1:3000

Cast (B) — NCM po detekci, fedéni pAb 1:2000, fedéni SAb 1:5000

Cast (C) — NCM po detekci, fedéni pAb 1:2000, fedéni sSAb 1:3000

Cast (D) — NCM po detekci, fedéni pAb 1:1500, fedéni SAb 1:5000

Jak 1ze na Obrazku 22 vidét, ani u jedné ze ¢tyf membran nebyla po imunochemické detekci

a vizualizaci imunoreaktivita prokdzana. Dle Obrazku 21 prob¢hl pifenos proteinti z gelu na

NCM v poradku, na gelech zistaly prevazné vysokomolekularni proteiny.
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4.3 Analyza sér zdravych darci metodou SERPA

Imunoproteomické profilovani vzorku sér zdravych darca (ZD) bylo provedeno za tucéelem
zjisténi Cetnosti vyskytu anti-ENO1 protilatek, aby bylo mozné ur¢it jejich vyznam u pacientii
s MM. Pro ovéfeni reaktivity pouzitych protilatek byla nejprve provedena metoda SERPA
s SDS-PAGE elektroforézou, pro porovnani ZD a pacienti s MM byla nésledné provedena
metoda SERPA s 2D-elektroforézou. Celkem byly analyzovany 4 vzorky.

4.3.1 Metoda SERPA s SDS-PAGE - optimalizace podminek analyzy vzorku sér

zdravych darci

Nejprve byla provedena SDS-PAGE elektroforéza (viz podkapitola 3.4.5) za Géelem ovéteni
reaktivity pouzitych protilatek s proteiny séra zdravych dérct. Pred elektroforézou bylo nutné
pfipravit bun&ény lyzat (viz podkapitoly 3.4.1 a 3.4.2). Redici fada bunééného lyzatu je popséna
v Tabulce 12, jednotlivé roztoky vznikly smichanim bunééného lyzatu a roztoku G. Smésné
roztoky byly povateny po dobu 3 minut a nasledné byly davkovany do jamek gelu v objemu
10 pl. K analyze byly pouzity 2 gely rozdéleny na dvé ¢asti. V kazdé ¢asti bylo 5 jamek. Do
prvni jamky byl pipetovan standard molekulovych hmotnosti, do jamky ¢. 2 a ¢. 3 bunécny
lyzat s roztokem G v fedéni 1:1 a do jamky €. 4 a ¢. 5 buné¢ny lyzat s roztokem G v fedéni 1:2.
Po elektroforéze nasledoval ptenos proteini z gelu na NCM pomoci ptistroje Trans-Blot Turbo
(viz podkapitola 3.4.6). Po WB byly gely obarveny roztokem Coomassie Blue, membrany byly
obarveny stiibrem (viz podkapitoly 3.4.7 a 3.4.8, Obrazek 23).

Tabulka 12: Ptiprava fedici fady bun&cného lyzatu.

Redéni bunééného lyzitu | Bunéény lyzat (ul) | Roztok G (ul)

1:1 100 100

1:2 70 140
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Obrazek 23: Kontrola pfenost proteinti z gelu na nitrocelul6zovou membranu (NCM).

Cast (A) — NCM s pienesenymi proteiny, ¢ast (B) — gel s nepienesenymi proteiny

Poslednim krokem byla imunochemicka detekce a vizualizace (viz podkapitola 3.4.9). Ptiprava
a davkovani séra a konjugatu je uvedeno v Tabulce 13. Inkubace s primarni protilatkou
probihala 17 h pfes noc na rotatoru v lednicce (4 °C), inkubace s konjugatem druhy den 1 h na
ttepacce za laboratorni teploty. Nakonec byla pomoci roztoku ECL provedena
chemiluminescencni detekce. Vyfoceni membran probehlo na stanici G:BOX Chemi XX6,
vyhodnoceni molekulovych hmotnosti probéhlo v programu GeneTools. Membrany po
imunochemické detekci jsou zachyceny na Obrazku 24. Vyznamné imunoreaktivni prouzky

jsou na membranach oznaceny, jejich molekulova hmotnost je zaznamenana v Tabulce 14.

Tabulka 13: Ptiprava primarni protilatky a konjugatu a davkovany objem roztokd na membranu.

T rotilstk Redéni Objem Blokovaci roztok | Davkovano na
ypp Y| protilitky | protilatky (ul) | (5% mléko, ml) | membranu (ml)

Sérum 1:500 3 15 Cely objem

Konjugat 1:5000 2 10 Cely objem
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Obrazek 24: Snimky nitrocelulézovych membran (NCM) po imunochemické detekci (SERPA s SDS-PAGE
elektroforézou).

Cést (A) — NCM zdravého darce (ZD) & C201011002349 po detekci

Cést (B) - NCM ZD ¢&. C201009107647 po detekci

Cast (C) — NCM ZD &. C201009108182 po detekci

Cast (D) — NCM ZD ¢. €201009108384 po detekci

Tabulka 14: Molekulové hmotnosti prouzkl vyznacenych na Obrazku 24.

Cast A Cast C

Prouzek | Molekulova hmotnost (kDa) | Prouzek | Molekulova hmotnost (kDa)

1 49,7 3 62,2

2 36,1 2 36,6; 33,9
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Jak 1ze na Obrazku 24 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich prouzkd u kazdé membrany. Pro nésledné porovnani ZD a pacienti s MM

bylo nutné dale provést metodu SERPA s 2D-elektroforézou.

4.3.2 Analyza vzorku sér zdravych darci metodou SERPA

Pro 2D-elektroforézu bylo nejprve nutné ziskat bunéény lyzat. Poté bylo provedena rehydratace
a IEF gelovych prouzki (viz podkapitoly 3.4.3 a 3.4.4), nasledovala SDS-PAGE elektroforéza
(viz podkapitola 3.4.5) a pienos proteint z gelu na NCM technikou WB. Uspé&snost pienosu
byla nasledné zjisténa barvenim gelu roztokem Coomassie Blue a obarvenim NCM roztokem

stiibra.

Poslednim krokem byla imunochemicka detekce a vizualizace. Ptiprava a davkovani séra
a konjugatu je uvedeno v Tabulce 15. Podminky inkubace a nasledné vyhodnoceni je stejné
jako v pfedchozi podkapitole. Membrany po imunochemické detekci jsou zachyceny na
Obrazku 25. Vyznamné imunoreaktivni Skvrny jsou na membranach oznaceny, jejich
molekulova hmotnost a izoelektricky bod (pI) jsou zaznamenany v Tabulce 16. Sledovany
protein, ENO1, ma molekulovou hmotnost 47,169 kDa a pl 7,01 [149]. Imunoreaktivni skvrna,
ktera odpovida svoji polohou na membrané proteinu ENOI, je vZdy oznacena Cervené a Cislem
1, ostatni skvrny jsou oznaceny modie. Pro vlastni identifikaci proteinu by bylo nutné provést
in-gel digest metodu spoleéné¢ s MALDI-MS analyzou (laserova desorpce/ionizace pomoci

laseru za i€asti matrice ve spojeni s hmotnostni spektrometrii).

Tabulka 15: Pfiprava protilatek a divkovany objem roztokii na membranu.

T rotilatk Redéni Objem Blokovaci roztok | Davkovano na
ypp y protilatky protilatky (ul) | (5% mléko, ml) membranu (ml)

Sérum 1:1000 10 10 1,5

Konjugat 1:5000 2 10 Cely objem
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Obrazek 25: Snimky nitrocelulozovych membran (NCM) po imunochemické detekci (SERPA

s 2D-elektroforézou).

Cast (A) — NCM zdravého darce (ZD) ¢. C201011002349 po detekci
Cést (B) - NCM ZD ¢&. C201009107647 po detekci

Cést (C) — NCM ZD ¢&. C201009108182 po detekci

Cést (D) — NCM ZD &. C201009108384 po detekci
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Tabulka 16: Molekulové hmotnosti a izoelektricky bod skvrn vyznaéenych na Obrazku 25.

Cast A Cast C

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl
1 48,2 7-8|1 52,2 7

2 64,1 9 2 63,3 7-8
3 63,3 7 3 56,6 4-5
4 73,9 4-5 |4 32,6 8-9
5 68,1 4-5

6 56,7; 53,8 5-6

7 54,3 7

8 52,2 4-5

9 51,5 5

10 35,6 3

11 36,1; 36,7; 37,5; 37,1 5-7

12 33,7 8-9

13 20,9 45

Jak lze na Obrazku 25 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A) a (C). Imunoreaktivni skvrny 1 maji molekulovou

hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENO1 (viz Tabulka 16).
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4.4  Analyza sér pacientii s mnohocetnym myelomem metodou SERPA

Imunoproteomické profilovani vzorka sér pacientd s MM bylo provedeno z divodu zjisténi
Cetnosti vyskytu anti-ENO1 protilatek. Celkem bylo (i s kontrolnimi vzorky) analyzovano
25 vzorkll. Analyza byla provedena metodou SERPA, jejiz podrobny postup je popsan
v podkapitole 3.4. Po imunochemické detekci je pro identifikaci daného proteintit moznost

provést metodu in-gel digest spoleéné¢ s MALDI-MS analyzou.

4.4.1 Analyza kontrolnich vzorkii metodou SERPA

Pozitivni kontrolou byl vzorek séra pacientky s MM, jako negativni kontrola bylo vybrano

sérum ZD ¢. C201009107647, podrobngjsi informace 0 téchto vzorcich jsou uvedeny
v podkapitole 3.3.

Nejprve bylo nutné ziskat bunéény lyzat (viz podkapitoly 3.4.1 a 3.4.2), poté bylo provedena
rehydratace a IEF gelovych prouzku (viz podkapitoly 3.4.3 a 3.4.4), nasledovala SDS-PAGE
elektroforéza (viz podkapitola 3.4.5) a pienos proteint z gelu na NCM technikou WB (viz
podkapitola 3.4.6). Usp&snost pienosu byla nasledné zji§téna barvenim gelu roztokem
Coomassie Blue (viz podkapitola 3.4.7) a obarvenim NCM roztokem stiibra (viz podkapitola
3.4.8). Poslednim krokem byla imunochemicka detekce a vizualizace (viz podkapitola 3.4.9).
Pfiprava a davkovani séra a konjugatu je uvedeno v Tabulce 17 a 18. Inkubace s primarni
protilatkou probihala 17 h ptes noc na rotatoru v lednicce (4 °C), inkubace s konjugéatem druhy
den 1 h na tfepacce za laboratorni teploty. Nakonec byla pomoci roztoku ECL provedena
chemiluminescen¢ni detekce. Vyfoceni membran prob&hlo na stanici G:BOX Chemi XX®6,
vyhodnoceni molekulovych hmotnosti probéhlo v programu GeneTools. Membrany po

imunochemické detekci 1ze vidét na Obrazku 26.

Tabulka 17: Piiprava protilatek a divkovany objem roztokii na membranu (pozitivni kontrolni vzorek).

T rotilatk Redéni Objem Blokovaci roztok | Davkovano na
ypp Y| protilitky | protilatky (ul) | (5% mléko, ml) | membrénu (ml)

Sérum 1:1500 1 1,5 Cely objem

Konjugat 1:5000 2 10 Cely objem
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Tabulka 18: Pfiprava protilatek a davkovany objem roztokti na membranu (negativni kontrolni vzorek).

T rotilstk Redéni Objem Blokovaci roztok | Davkovano na
ypp y protilatky protilatky (ul) | (5% mléko, ml) membranu (ml)
Sérum 1:1000 10 10 1,5
Konjugat 1:5000 2 10 Cely objem
B
pl 3 5 7 10 M pl 3 5 7 10
M ’ (kDn) ’
(kDa) ‘. 250 ’
‘ 100
150 . 75
ll.'” “
25 20
20
:l—. 4 .
v

Obrazek 26: Snimky nitrocelulézovych membran (NCM) po imunochemické detekci (SERPA
s 2D-elektroforézou).

Cast (A) — NCM pozitivni kontroly po detekei, ¢ast (B) — NCM negativni kontroly po detekci

4.4.2 Analyza vzorku sér pacienti s mnohocetnym myelomem metodou SERPA

Celkem bylo analyzovano 23 vzorkl sér Sesti pacientli s MM. U péti pacientl byly vzorky
odebirany v pravidelnych intervalech, u jednoho pacienta byl analyzovan pouze jeden vzorek
po transplantaci. Jinak byl vzdy prvni odbér v dob¢ stanoveni diagnozy MM, dalsi odbéry byly
uz u jednotlivych pacientll individudlng, nejcastéji pred transplantaci (Tx), pfed tandemovou

transplantaci (TTx) a po TX, ptipadné jesté v ramci kontroly po delsi dob¢ od transplantace.

Podrobny popis metody SERPA je popsan v podkapitole 3.4. Nejprve bylo nutné ziskat
bunéény lyzat, poté¢ bylo provedena rehydratace a IEF gelovych prouzki, nésledovala
SDS-PAGE elektroforéza a prenos proteint z gelu na NCM technikou WB. Uspé&snost pienosu
byla nasledné zjisténa barvenim gelu roztokem Coomassie Blue a obarvenim NCM roztokem

stiibra. Kontrolu Uispés$nosti pfenosu Ize vidét na Obrazku 27.
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Obrazek 27: Kontrola pienost proteint z gelu na nitrocelul6zovou membranu (NCM).

Cést (A) — NCM s pienesenymi proteiny, ¢ast (B) — gel s nepfenesenymi proteiny

Poslednim krokem byla imunochemickd detekce a vizualizace. Pfiprava a davkovani séra
a konjugatu je uvedeno v Tabulce 19. Podminky inkubace a nasledné vyhodnoceni je stejné
jako v predchozi podkapitole. Membrany po imunochemické detekci jsou zachyceny
u jednotlivych pacientd. Vyznamné imunoreaktivni skvrny jsou na membranach oznaceny,
jejich molekulovd hmotnost je zaznamenana v tabulkdch u jednotlivych pacienti.
Imunoreaktivni skvrna, ktera odpovida svoji polohou na membrané proteinu ENO1, je vzdy
oznacena Cervené a ¢islem 1, ostatni skvrny jsou oznaceny modre. Skvrny, které se u pacienta
objevuji na vice membranach jsou vedeny pod stejnym ¢islem. Pro vlastni identifikaci proteinu
by bylo nutné provést in-gel digest metodu spoleéné s MALDI-MS analyzou. Touto metodou
byly jiz diive provedeny identifikace imunoreaktivnich proteinti v poloze odpovidajici ENOI
a to Mgr. Rudolfem Kupc¢ikem, Ph.D. na pracovisti Centra biomedicinského vyzkumu ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové u jinych vzorki pacientd s MM, vyskyt proteinu ENO1

v nich byl potvrzen.

Tabulka 19: Ptiprava protilatek a davkovany objem roztokti na membranu.

T rotilatk Redéni Objem Blokovaci roztok | Davkovano na
ypp y protilatky protilatky (ul) | (5% mléko, ml) membranu (ml)

Sérum 1:500 10 5 15

Konjugat 1:5000 2 10 Cely objem
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Tabulka 20: Pfehled vzorkt sér pacienta €. 1.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-20-001 (A) | 2. 1. 2020 v dob¢ stanoveni diagnézy MM

M-20-091 (B) | 30. 6. 2020 + 5 M, pfed transplantaci

Muz M-20-132 (C) | 6. 10. 2020 + 9 M, pfed tandemovou transplantaci

M-21-004 (D) | 14. 1. 2021 +12 M, po tandemov¢ transplantaci

M-22-006 (E) | 12. 1. 2022 + 24 M, kontrola po 1 roce

Jak lze na Obrazku 28 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A), (C), (D) a (E). Imunoreaktivni skvrny 1 maji

molekulovou hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENO1 (viz Tabulka 21).

Tabulka 21: Molekulova hmotnost a izoelektricky bod skvrn vyznagenych na Obrazku 28.

Cast (A) Cist (C)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 53,1 891 52,0 7-8
2 51,7 3-4
Cast (D) Cast (E)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

2 53,4 4 1 51,9 8-9

3 46,8 9
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Obrazek 28: Snimky nitrocelulézovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,

pacient €. 1).
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Tabulka 22: Pfehled vzorkt sér pacienta €. 3.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-20-034 (A) | 11. 3. 2020 v dobé stanoveni diagnozy MM

M-20-106 (B) | 17. 8. 2020 + 5 M, pfed transplantaci

Zena
M-20-156 (C) | 18. 11. 2020 + 9 M, pfed tandemovou transplantaci

M-21-077 (D) | 25. 5. 2021 +15 M, po tandemové transplantaci

Jak 1ze na Obrazku 29 vidét, vSechny membrany jsou po imunochemické detekci a vizualizaci

Vv predpokladané ¢asti membrany bez imunoreaktivnich skvrn.
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Obrazek 29: Snimky nitrocelulézovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,

pacient ¢. 3).
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Tabulka 23: Pfehled vzorkt sér pacienta ¢. 4.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-20-099 (A) | 22. 7. 2020 v dobé stanoveni diagn6zy MM

M-21-025 (B) | 15. 2. 2021 + 7 M, pied transplantaci

Muz
M-21-109 (C) | 10. 8. 2021 + 13 M, po tandemové transplantaci
M-22-028 (D) | 8. 2. 2022 +15 M, po tandemové transplantaci

Jak lze na Obrazku 30 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A), (B), (C) i (D). Imunoreaktivni skvrny 1 maji

molekulovou hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENOL1 (viz Tabulka 24).

Tabulka 24: Molekulova hmotnost a izoelektricky bod skvrn vyznagenych na Obrazku 30.

Cast (A) Cast (B)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 52,2 -8 |1 52,6 7-8

Cast (C) Cast (D)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 46,9 89 |1 52,4 7-8
2 74,1 56

3 38,5 9-10

4 18,8 9-10
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Obrazek 30: Snimky nitrocelulézovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,
pacient &. 4, membrany (A), (B) a (D) pfevzaty z [153]).
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Tabulka 25: Pfehled vzorkt sér pacienta ¢. 7.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-20-019 (A) | 30. 1. 2020 v dobé¢ stanoveni diagnozy MM

M-20-103 (B) | 28. 7. 2020 + 6 M, pied transplantaci

Zena M-20-140 (C) | 2. 11. 2020 + 10 M, pted tandemovou transplantaci

M-21-068 (D) | 10. 5. 2021 +16 M, po tandemové transplantaci

M-21-140 (E) | 13. 10. 2021 + 21 M, kontrola po ptl roce

Jak lze na Obrazku 31 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A), (B), (C), (D) i (E). Imunoreaktivni skvrny 1 maji

molekulovou hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENOL1 (viz Tabulka 26).

Tabulka 26: Molekulova hmotnost a izoelektricky bod skvrn vyznagenych na Obrazku 31.

Cast (A) Cast (B)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl
1 48,3 7-8 |1 50,0; 49,8 6-7
2 54,4 4 2 56,7 4

3 51,8 9-10 |9 48,3 7-9
6 60,3 56 |10 41,1 4-5
7 42,2;419 9 11 34,9 34
8 40,2 8-9

17 45,8
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Cast (C) Cast (D)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl
1 49,1 7-8 |4 24,4 7

2 55,5 34 |5 34,9 34
3 51,9 9-10 | 16 37,6 7

4 24,6 7-8

5 34,8 34

12 74,2 45

13 63,8 8-9 | Cast (E)

14 55,3 7 Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl
15 47,7 45 |3 46,5 9-10
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Obrazek 31: Snimky nitrocelulézovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,
pacient ¢. 7).
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Tabulka 27: Pfehled vzorkt sér pacienta €. 8.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-17-075 (A) | 6.9. 2017 v dob¢ stanoveni diagnézy MM

M-18-034 (B) | 20. 3. 2018 + 6 M, pied transplantaci

Zena
M-18-070 (C) | 21. 6. 2018 + 9 M, pied tandemovou transplantaci

M-18-143 (D) | 6. 11. 2018 +14 M, po tandemové transplantaci

Jak lze na Obrazku 32 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A), (B) a (D). Imunoreaktivni skvrny 1 maji molekulovou

hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENO1 (viz Tabulka 28).

Tabulka 28: Molekulova hmotnost a izoelektricky bod skvrn vyznagenych na Obrazku 32.

Cast (A) Cist (B)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 56,8 891 66,1 8-9
2 48,5 6-8 | 2 52,1 6-8
3 37,8 463 41,4 4-6
4 41,8 794 46,9 7-9
5 37,0 895 43,4 8-9

6 27,4 7-8
Cast (D)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 59,0 8-9
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Obrazek 32: Snimky nitrocelulé6zovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,

pacient ¢. 8).
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Tabulka 29: Pfehled vzorkt sér pacienta ¢. 9.

Pohlavi | Kéd vzorku | Datum odbéru | PribliZny interval odbéru

M-17-082 (A) | 21. 9. 2017 v dob¢ stanoveni diagnézy MM

M-18-045 (B) | 10. 4. 2018 + 7 M, pied transplantaci

Muz
M-18-136 (C) | 17. 10. 2018 + 13 M, pted tandemovou transplantaci

M-19-029 (D) | 20. 2. 2019 +17 M, po tandemové transplantaci

Jak 1ze na Obrazku 33 vidét, po imunochemické detekci a vizualizaci doslo ke zviditelnéni
imunoreaktivnich skvrn u membran (A), (B), (C) i (D). Imunoreaktivni skvrny 1 maji

molekulovou hmotnost i izoelektricky bod odpovidajici proteinu ENO1 (viz Tabulka 30).

Tabulka 30: Molekulova hmotnost a izoelektricky bod skvrn vyznagenych na Obrazku 33.

Cast (A) Cast (B)

Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl

1 63,3 7 1 67,7; 61,4 7

5 69,2 7-81|2 45,5 7-8
3 48,8 7-8
4 41,7 9
6 57,3 8-9
7 34,4 9-10
8 38,39 7
9 30,4 7-8
10 32,4 4-5
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Cast (C) Cast (D)
Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl | Skvrna | Molekulova hmotnost (kDa) | pl
1 64,9 7 1 69,8 7
2 47,8 7-8 |2 49,6 7-8
3 54,9 7-8|3 57,1 7-8
4 38,9 9 4 41,6 9
11 54,9 9 11 49,7 9
12 40,6 8-9
B
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Obrazek 33: Snimky nitrocelulézovych membran po imunochemické detekci (SERPA s 2D-elektroforézou,

pacient ¢. 9).
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4.5 Statistické vyhodnoceni vysledki

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno z Tabulky 31. Pro vypocet byl vyuZit vzorec viz
Rovnice 1. Pro zjisténi p-hodnoty byla nejprve vypocitana pravdépodobnost z Tabulky 31,
nasledné byly provedeny vypocty pravdépodobnosti ostatnich tabulek pii zachovani
marginalnich Cetnosti (stejny soucet hodnot fadk i sloupcii v jednotlivych tabulkach). Hodnoty
pravdépodobnosti nizsi nebo rovné vysledku z Tabulky 31 byly secteny, vysledna p-hodnota =
0,07559>0,05, zamitdme tedy nulovou hypotézu, kterd tvrdi, Ze neni rozdil ve vyskytu
anti-ENO1 protilatek u vzorkt sér ZD a u pacienti s MM. Na Obrazku 34 lze vidét vysledny
,,Mosaic Plot*.

Tabulka 31: Vychozi hodnoty pro statistické vyhodnoceni vyznamnosti anti-ENO1 autoprotilatek.

Anti-ENO1 — protilatky proti enolaze 1, MM — pacienti s mnohocetnym myelomem, ZD — zdravi darci

Vzorky sér Celkem
Anti-ENOL1 protilatky MM ZD
+ (pfitomny) 10 (A) 5 (B) 15
- (nepiitomny) 5(C) 11 (D) 16
Celkem 15 16 31 (N)

Rovnice 1: Vzorec pro vypocet pravdépodobnosti.

((A) + (B)!((A) + (N ((C) + (D) ((B) + (D))!
(N (A)! (B! (O)! (D)!
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Mosaic plot

Pacienti s MM

Anti-ENO1 +

11
o

Anti-ENO1 —

Obrazek 34: ,Mosaic plot* zachycujici vyskyt anti-ENO1 protilatek u pacienti s mnoho¢etnym myelomem
a u zdravych darct.

Anti-ENOL1 — protilatky proti enolaze 1, MM — mnohodetny myelom, ZD — zdravi darci
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5 DISKUZE

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla rozdélena na 5 ¢asti — optimalizace podminek
WB metody, pouziti optimalizovaného postupu pro priikkaz a monitoring vyskytu specifickych
anti-ENO1 autoprotilatek v lidském séru, ovéfeni postupu normalizace metody pomoci
vnitiniho standardu, promeéteni vzorki sér pacienti s MM a ZD scilem prokéazat vyskyt
anti-ENO1 autoprotilatek u obou skupin a pouziti bioinformatickych nastroji k vyhodnoceni

vysledkd.

Pro optimalizaci podminek WB metody s vyuZzitim Trans-Blot Turbo bylo provedeno nékolik
pokust. Nejprve bylo postupovano dle névodu, ktery byl soucasti soupravy pro pfistroj
(program MIXED MW, 2,5 A; 25 V, 7 minut). Tento pokus nebyl Gspésny, proto doslo pii
nasledném pokusu ke zméné podminek, konkrétné byl prodlouzen €as potfebny pro pienos
proteini z gelu na membranu (program HIGH MW, 2,5 A, 25 V, 10 minut). Ani za téchto
podminek k pfenosu proteinti nedoslo. Pfi dal§im pokusu byla vyuzita vyssi vrstva filtracniho
papiru pro zlepSeni kontaktu gelu s NC. Zde byly provedeny dva samostatné pienosy za
ruznych podminek, prvni pii programu HIGH MW (1,3 A; 25 V, 10 minut), druhy pfi programu
HIGH MW (1,3 A; 25V, 20 minut). Pfi vy$si vrstvé filtra¢nich papirii byla jiZ t¢innost pfenosu
vyrazné lepSi. Z Obrazkl 17 a 18 také vyplyva, Ze neni nutné prodluZovat dobu analyzy,
optimalniho vysledku je dosazeno jiz po 10 minutach. Na obou obrazcich lze vidét nizsi
ucinnost prenosu v oblasti vysokomolekularnich proteini (mezi 100 kDa a 50 kDa). Protein
ENOI, ktery se stanovuje v dalSich analyzach experimentalni ¢asti, ma molekulovou hmotnost
47,169 kDa [149]. Utinnost pfenosu proteinii je v oblasti o dané molekulové hmotnosti

dostatecna.

S cilem nahradit komer¢ni roztoky dodavané firmou jako soucast soupravy roztoky vlastnimi,
levnéj$imi, byla porovndvana Gc¢innost pfenosu proteinii na membrany v roztocich o rtizném
sloZeni. Jak lze na Obrazku 19 vidét, uc¢innost pfenosu je pii pouZziti komeréniho i vlastniho
transferového pufru srovnatelnd. Pii pouziti komeréniho pufru doSlo k pfenosu mirné
ucinnéjSimu, avSak v oblasti ocekdvané polohy ENOI1 srovnatelnému. Detailni slozeni
komer¢niho pufru bohuzel neni znamo, rozdilem by mohlo byt pouziti ethanolu pfi piipraveé
komer¢niho pufru a methanolu pii piipravé vlastniho transferového pufru. V nésledujicich

experimentech byl pouZit vlastni transferovy puft.
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Dalsim ukolem bylo nastavit podminky umoziujici normalizaci vysledkt ziskanych metodou
SERPA, a to za pouziti vnitfniho standardu, konkrétné¢ B-aktinu. Nejprve byla provedena
SDS-PAGE elektroforéza B-aktinu. Na Obrazku 20 Ize vidét intenzivni prouzek mezi 50 kDa
a 37 kDa a vys$§i mnozstvi mén¢ vyraznych prouzki o vy$si molekulové hmotnosti, coz mohou
byt oligomerni struktury az agregaty BA. Dostatecné viditelna koncentrace BA je
0,5 pg/ 10 pl, vzhledem k dal$im analyzam (a moznym ztratam béhem nich) byly zvoleny také
koncentrace 1 pg/ 10 ul a 2,5 pg/ 10 pl. Pro ovéfeni vazby specifickych anti-f-aktinovych
protilatek na BA byla provedena SDS-PAGE clektroforéza, WB a imunochemicka detekce. Jak
lze na Obrazku 22 vidét, ani u jedné ze Ctyf membran nebyla po detekci prokazana
imunoreaktivita, dle Obrazku 21 prob¢hl pienos proteint z gelu na NC v pofadku. Pti¢inou
muze byt pravdépodobné nefunkéni anti-BA protildtka, pfipadné nefunkcéni konjugét.
Vzhledem k vysokym nakladiim na pofizeni a otestovani funkénosti dalSich protilatek a dle
pokyni Skolitele se v dalSich krocich optimalizace Vvramci této diplomové prace

nepokracovalo.

Za G¢elem zjisténi Cetnosti vyskytu anti-ENO1 autoprotilatek bylo provedeno u étyt ZD tzv.
imunoproteomické profilovani. Otazkou bylo, zda je nutné proteiny lyzatu separovat jak IEF,
tak i pomoci SDS-PAGE eclektroforézy. Naklady na sérii analyz se pii pouziti IEF vyrazné
zvySuji, nejdrazsi polozkou jsou gelové prouzky s gradientem pH, vlastni technika IEF navic
Cas analyzy vyrazné prodluzuje. Toto byly diivody, pro¢ byla nejprve provedena série testi se
separaci proteini pouze dle molekulové hmotnosti (1D-SDS-PAGE). Pomoci této metody byla
testovana reaktivita separovanych proteint se séry ZD. Oproti oCekavani byla témét u vSech
vzorkd zfejma vyrazna reaktivita, a to hlavné v oblasti nizkych molekulovych hmotnosti
(25 kDa, viz Obrazek 24). Vice reaktivnich prouzki 1ze vidét v pfipade¢ fedéni bunééného lyzatu
a roztoku G v poméru 1:1 u membrany (A) a také u membrany (C). Molekulové hmotnosti
jednotlivych imunoreaktivnich prouzkii lze najit v Tabulce 14. Imunoreaktivni prouzek 1
u membrany (A) ma molekulovou hmotnost 49,7 kDa, pravdépodobné se miize jednat 0 reakci
anti-ENO1 IgG protilatek s proteinem ENOL. Dalsi imunoreaktivni prouzky jsou Vv rozdilnych
molekulovych hmotnostech, jde pravdépodobné pouze o nespecifické interakce a nedostatecné
rozdéleni proteini bunééného lyzatu. Tyto experimenty jasn¢ ukazaly, ze chceme-li studovat
reaktivni molekuly v séru pacienti S MM ¢i u ZD, je nutné provést daslednou separaci vSech
proteint lyzatu, a to jak dle molekulové hmotnosti, tak i dle pl. Jedin¢ tak lze zajistit, Ze

imunoreaktivni skvrna bude s vysokou pravdépodobnosti reakci specifické protilatky pouze

129



s jednim konkrétnim specifickym proteinem. Nésledujici analyzy vzorki sér pacientd s MM
a ZD probihaly v klasickém uspotfadani metody SERPA, kde byla komplexni smér proteini

bunécného lyzatu separovana dle dvou na sob¢€ nezavislych parametrt.

Pro porovnani sér ZD a pacientd s MM byla tedy u sér ZD provedena také metoda SERPA
s 2D-elektroforézou. Jak 1ze na Obrazku 25 vidét, po vizualizaci byly nalezeny imunoreaktivni
skvrny u membran (A) a (C). Membrana (A) obsahuje po imunochemické detekci vysoké
mnozstvi reaktivnich skvrn. Imunoreaktivni skvrna 1 ma molekulovou hmotnost 48,19 kDa,
vzhledem K jeji poloze se muze jednat o reakci anti-ENO1 IgG protilatek s proteinem ENOL.
Membrana (C) obsahuje po imunochemické detekci také imunoreaktivni skvrny, skvrna 1 ma
molekulovou hmotnost 52,19 kDa, opét by se mohlo jednat o reakci anti-ENO1 s proteinem
ENO1. U membrany (B) a (D) nebyly prokazany zadné imunoreaktivni skvrny. Metoda SERPA

s 2D-elektroforézou byla nasledné provedena i u Sesti pacienti s MM (viz Tabulka 32).

Tabulka 32: Ptehled imunoreaktivnich skvrn a zhodnoceni jejich intenzity u pacientii s mnohoc¢etnym myelomem.

M-20-001 (A) | M-20-091 (B) | M-20-132 (C) | M-21-004 (D) | M-22-006 (E)
Pacient ¢. 1 | vstup +5M,pted Tx | +9M,pfedTx | + 12M,poTx | +24 M
muz
- L T @ -

U pacienta ¢. 1 byla v dob¢ stanoveni diagnozy MM (A) zachycena stfedné intenzivni imunoreaktivni
skvrna 1 (pravdépodobné reakce anti-ENO1 IgG s proteinem ENO1), pfi dalSim odbéru (B) nebyla
reaktivita prokdzana. Pii dalSim odbéru pred transplantaci (C) se opét skvrna 1 objevila, tentokrat
siln¢ intenzivni. Po transplantaci (D) nebyla opét reaktivita prokazana. Pii posledni odbéru (E) se
opet silng intenzivni skvrna 1 objevuje. Na membrané se vyskytuji i dal§i imunoreaktivni skvrny (viz
Obrazek 28).

M-20-034 (A) | M-20-106 (B) | M-20-156 (C) | M-21-077 (D)

Pacient & 3 | vstup +5M,pted Tx | + 9 M, pted Tx | + 15 M, po Tx

zena

U pacienta ¢. 3 nebyly v pfedpokladané ¢asti membrany zachyceny Zadné imunoreaktivni skvrny.
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M-20-099 (A) | M-21-035 (B) | M-21-109 (C) | M-22-028 (D)
Pacient & 4 | Vstup +7M,piedTx | +13MpoTx |+ 19MpoTx
muz
1 E .

U pacienta ¢. 4 byla v dobé¢ stanoveni diagnozy MM (A) zachycena slabé intenzivni imunoreaktivni
skvrna 1 (pravdépodobné reakce anti-ENO1 IgG s proteinem ENO1), pii dalSim odbéru (B) byla
skvrna stejné intenzity. Pfi dalSich odbérech po transplantaci (C) a (D) byla stale skvrna 1 pfitomna,
pti odbéru (C) stiedné intenzivni, pti odbéru (D) jiz opét slab¢ intenzivni (viz Obrazek 30).

M-20-019 (A) | M-20-103 (B) | M-20-140 (C) | M-21-068 (D) | M-21-140 (E)
Pacient & 7 | Vstup +6M,predTx | +10M,pted T | + 16 M,po Tx | +21 M
Zena
.I “ - - - - “

U pacienta €. 7 byla v dob¢ stanoveni diagndézy MM (A) zachycena siln¢ intenzivni imunoreaktivni
skvrna 1 (pravdépodobné reakce anti-ENO1 IgG s proteinem ENO1), pii dalsim odbéru (B) byla jiz
skvrna 1 pouze stfedné intenzivni. Pfi dalSim odbéru pied transplantaci (C) byla opét skvrna 1
pritomna, tentokrat opét stfedni intenzity. Po transplantaci (D) a (E) nebyla reaktivita prokazana. Na
membrané se vyskytuji i dal$i imunoreaktivni skvrny (viz Obrazek 31).

M-17-075 (A) | M-18-134 (B) | M-18-070 (C) | M-18-143 (D)
Pacient & 8 | Vstup +6 M, pred Tx | +9 M, pfed Tx | + 14 M, po Tx
Zena .
e <o - - -

U pacienta ¢. 8 byla v dob¢ diagnézy MM (A) zachycena siln¢ intenzivni imunoreaktivni skvrna 1
(pravdépodobné reakce anti-ENO1 IgG s proteinem ENOL1), pfi dal§im odbéru (B) byla jiz skvrna 1
pouze stfedné intenzivni. Pfi dalSim odbéru pted transplantaci (C) nebyla reaktivita prokazéna, po
transplantaci (D) se opét objevuje siln¢ intenzivni skvrna 1. Na membrané se vyskytuji i dalsi
imunoreaktivni skvrny (viz Obrazek 32).

M-17-082 (A) | M-18-045 (B) | M-18-136 (C) | M-19-029 (D)
Pacient & 9 | Vstup +7M,pred Tx | +13M,poTx | +17M
muz . - oo
EE - : - .. g

U pacienta €. 9 byla v dobé¢ stanoveni diagnézy MM (A) zachycena stfedné intenzivni imunoreaktivni
skvrna 1 (pravdépodobné reakce anti-ENO1 IgG s proteinem ENOL1), pti dalsim odbéru (B) byla jiz
skvrna 1 pouze slabé intenzivni. Pii dal§ich odbérech po transplantaci (C) a (D) intenzita
imunoreaktivni skvrny 1 zesilila. Na membrané se vyskytuji i dal$i imunoreaktivni skvrny (viz
Obrazek 33).
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Pro statistick¢é vyhodnoceni vysledk bylo nutné zapocist i vysledky analyz, které byly
provedeny v ramci piedchazejicich diplomovych praci realizovanych v letech 2020-2023 (viz
Ptiloha 3).

Pro vyhodnoceni klinické vyznamnosti anti-ENO1 autoprotilatek v ¢ase u pacientd s MM byly
vyuzity vysledky vysSetfeni vzorkd sér 10 pacientt (viz Obrazek 36 a 37), vzorky poskytla
Fakultni nemocnice v Ostravé. Vzdy byla porovnavana piitomnost anti-ENO1 protilatek v dobé
diagnozy a nasledné po transplantaci. U sedmi pacientd s MM byly anti-ENO1 autoprotilatky
ptitomny Vv dob¢é diagndzy, pouze u jednoho pacienta (¢. 8) nebyla po transplantaci
imunoreaktivita prokazana. U tfi pacientti nebyly anti-ENO1 autoprotilatky v dobé diagnozy
pfitomny, u jednoho pacienta (¢. 5) byla imunoreaktivita prokdzana az po transplantaci.
Z celkového poctu 10 pacientli byly anti-ENO1 protilatky nalezeny u 7 pacientl v dobé

diagndzy a u 6 pacientl po transplantaci.

Pro statistické vyhodnoceni vyskytu specifickych anti-ENO1 autoprotilatek u pacientd s MM
byly vyuzity vysledky vySetieni vzorki sér 10 pacientd z Fakultni nemocnice v Ostravé (viz
Obrazek 36 a 37), ale i dalsich vzorkd sér 5 pacientd z Fakultni nemocnice v Brné (viz Obrazek
35). Vzorkt sér ZD bylo celkem 16, vzorky poskytla Fakulta chemicko-technologicka
Univerzity Pardubice. U deseti pacientd s MM byly anti-ENO1 autoprotilatky pfitomny v dobé
diagnozy, u péti pacientt se v dob¢ diagnozy nevyskytovaly. Ve vzorcich sér ZD byly nalezeny
anti-ENO1 u péti jedinci. Pro vypocet vyznamnosti byl proveden Fisheriv exaktni test.
Nulovou hypotézou bylo, Ze mezi vzorky sér ZD a pacienti s MM ve vyskytu anti-ENO1
protilatek neni rozdil, hladina vyznamnosti a byla 0,05. Vysledna p-hodnota vysla 0,07559.
Jelikoz je vysledek vyssi nez hladina vyznamnosti, zamitdme nulovou hypotézu. P-hodnota je
vSak velmi blizka hodnoté 0,05 a je tedy na hran€ statistické vyznamnosti. K ovéfeni zamitnuti
nulové hypotézy by bylo vhodné navysit pocet vzorki, idealné na 40-50 vzorkl sér pacientli

S MM a stejny pocet vzorki sér ZD.

Vyssi vyskyt anti-ENO1 autoprotilatek u pacienti s MM muze souviset pravé jiz s diive
zminénou vys$si expresi ENO1 na povrchu nadorovych (a tedy i myelomovych) bunék [17]. Jak
dokladaji vysledky a pozorovani v jinych studiich, lze vztdhnout vyskyt téchto protilatek
Kk reakci imunitniho systému praveé na vyssi expresi a aktivitu ENO1 u jedinct s nddorovym
onemocnénim [115, 120, 137, 140, 144]. Bude-li tento pifedpoklad u pacienti s MM

experimentalné potvrzen, mohlo by byt stanoveni anti-ENOI1 autoprotilatek do budoucna
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doplikovym diagnostickym markerem. Bude-li analyzou vétsiho mnozstvi sér pacienti s MM
zhodnocen také pribeh onemocnéni, ucinnost 1é¢by, délka obdobi remise, ¢etnost a zavaznost
relapsti onemocnéni, mohly by byt anti-ENO1 protilatky také prognostickym markerem, ENO1
by bylo mozné zaradit mezi nové terapeutické cile pii boji s MM a podani anti-ENO1 protilatek

by mohlo byt soucasti budouci 1é¢by.
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6 ZAVER

Nédorova onemocnéni se fadi mezi nejcastéjsi pri¢iny umrti v populaci. Diagnostiku usnadnuji
predevs§im biomarkery specifické pro dané onemocnéni ¢i organ, ne vzdy lze vSak specificky
biomarker pfifadit pouze ke konkrétni nemoci. Pravé proto jsou onkologickd onemocnéni
i vdne$ni dobé pomérné Spatn¢ diagnostikovatelnd, zvlasté v prvnich fazich rozvoje
onemocnéni. Pfiznaky se zpravidla objevuji az v pokroCilych fazich, kdy uz je pocet
nadorovych bun¢k znacné zvysSeny. Pfi navrhovani 1é¢by je tézké predikovat, jak bude dany
pacient na 1écbu reagovat. Proto by bylo vhodné nalézt k rozliSeni zdvaznosti onemocnéni
biomarker, ktery informuje 0 schopnosti imunitniho systému zapojit se do protinadorové
imunity, odrazi zmény v nadorové zatézi a poskytuje informace také o odpovédi organizmu na
probihajici 1é¢bu. Praveé touto molekulou by mohly byt autoprotilatky proti enolaze 1, které se
tvofi v reakci na vysSi expresi a aktivitu enoldzy 1 u nadorovych bunék. Imunitni systém
pomoci nich pravdépodobné kontroluje mnozstvi nddorovych bunck, na které mohou mit

cytotoxicky efekt.

K 1é€bé mnohocetného myelomu se stile vyuzivd kombinace chemoterapie a autologni
transplantace, do popfedi se pomalu dostdvaji bispecifické protilatky a 1écba
CAR-T-lymfocyty. Pouziti obou novéjsich metod terapie je vSak v dnesni dob¢ stale omezeno,
hlavné z dtivodu vyrobni kapacity a také vysoké ceny. Pokud by byly v dalSich experimentech
potvrzeny autoprotilatky proti enoldze 1 jako mozny diagnosticky a také prognosticky marker,
mohla by byt enolaza 1 novym potencialnim terapeutickym cilem. Snaha inhibovat enolazu 1
je jiz v nékolika studiich popsana ([127, 129, 130]), samotné podani anti-enolazovych protilatek
by mohlo byt do budoucna novou moznosti terapie, kterd organizmu zcela jist€ neptfinese

takovou zatéz, jako chemoterapie.

V ramci této diplomové prace byla porovnavana cetnost vyskytu autoprotilatek proti enolaze 1
u pacientl s mnohoCetnym myelomem a také u zdravych darch. Bylo zjiSténo, ze se
autoprotilatky vyskytovaly u obou skupin, ve vyS$$i mife u pacientdl s mnohocetnym
myelomem. Vysledkem statistického vyhodnoceni bylo, Ze rozdil mezi piitomnosti
autoprotilatek proti enoldze 1 u pacientl s mnohocetnym myelomem a u zdravych darct
existuje, vyslednd p-hodnota byla vSak velmi blizko hladiné¢ vyznamnosti. K ovéfeni tohoto

vysledku je nutné ziskat vice vzorkl sér jedinct z obou skupin.
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Dale byl porovnavan vyskyt anti-enolazovych protilatek u pacientti s mnohoc¢etnym myelomem
v dob¢ diagno6zy a nasledné po transplantaci. Z celkového poctu 10 pacientti byly autoprotilatky
proti enolaze 1 nalezeny u 7 pacientii v dobé diagndézy a u 6 pacientii po transplantaci.

Momentalné tedy nelze potvrdit rozdil ve vyskytu protilatek v pritbéhu 1€€by onemocnéni.

Pro zatazeni anti-enolazovych protilatek mezi diagnostické a prognostické markery
a potencialni terapeutickou moznost (stejné jako zarazeni ENOI1 jako terapeutického cile) je
nutné dale pokraCovat ve vyzkumu, rozsifit pocet vzorkli sér pacientl s mnohocCetnym

myelomem, a pfedevsim tyto pacienty sledovat dlouhodobg.
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PRILOHY

Priloha 1: Rozdéleni hematolymfoidnich nadori
Myeloidni proliferace a novotvary

e Myeloidni prekurzorové léze
o Klonalni hematopoéza
» Klonalni hematopoéza nejasného vyznamu
e Chronické myeloidni novotvary
o Myeloproliferativni novotvary
* Chronickéd myeloidni leukémie
* Pravé polycytémie
o Mastocytoza
» Sarkom zirnych bunék
o Myelodysplastické novotvary (MDN)
* Se zvySenymi blasty
o MDN / akutni myeloidni leukémie (AML)
* S mutaci NPM1
o MDN v détstvi
* Myelodysplasticky syndrom v détstvi
o MDN s vyvojem proliferace
=  Chronickd myelomonocytarni leukémie
e Akutni myeloidni novotvary
o AML s definovanymi genetickymi abnormalitami
* Akutni promyelocytarni leukémie
o AML s definovanou diferenciaci
= Akutni bazofilni leukémie
o Myeloidni sarkom a dalsi
= Myeloidni sarkom
e Sekundarni myeloidni novotvary
o Myeloidni novotvary a proliferace asociované

predisponujicimi stavy
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= Myeloidni novotvar po cytotoxické 1écbé

Myeloidni / lymfoidni novotvary a dal$i leukémie nejednozna¢ného piivodu
e Myeloidni / lymfoidni novotvary s eozinofilii a definovanou genovou piestavbou
= S fuzi PCM1-JAK2
e Akutni leukémie nejednoznacného ptivodu

=  Akutni leukémie s fizi BCR-ABLL1 s riiznorodym fenotypem

Novotvary histiocytarnich / dendritickych bunék
e Novotvary plazmocytoidnich dendritickych bun¢k
o Novotvary plazmocytoidnich dendritickych bunék
* Novotvar blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék
e Novotvary Langerhansovych bun¢k
o Novotvary Langerhansovych bun¢k
» Sarkom Langerhansovych bun¢k
e Novotvary histiocytli / makrofagi
o Novotvary histiocytl
* Juvenilni xanthogranulom
e Spojeni dendritickych bun¢k
o Novotvary vzniklé spojenim dendritickych bun¢k

= Sarkom vznikly spojenim dendritickych bunék

Novotvary a lymfoproliferativni onemocnéni B-lymfocyti
e Léze podobné nddoriim s prevahou B-lymfocytl
= Castlemanova nemoc
e Novotvary prekurzori B-lymfocyt
o Akutni B-lymfoblastické leukémie
= S hyperdiploidii
e Novotvary zralych B-lymfocyti
o Chronicka lymfoidni leukémie
=  Monoklonalni lymfocyt6za B-lymfocytil
o Novotvary B-lymfocytl ve sleziné
= Vlasatobunécna leukémie

o Lymfoplazmaticky lymfom
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* Lymfoplazmaticky lymfom
Lymfom marginalni zony
=  Extranodalni lymfom marginalni zony
Folikularni lymfom
» |n situ folikularni novotvar B-lymfocyt
Kozni novotvary folikularniho centra
*  Primarni kozni lymfom folikularni centra
Lymfom plastové zony
* Lymfom plastové zony
Transformace z neaktivnich lymfomu B-lymfocytd
» Transformace z neaktivnich lymfoma B-lymfocytt
Velké lymfomy B-lymfocytl
» ALK pozitivni velké lymfomy B-lymfocytt
Burkitttv lymfom
» Burkittdv lymfom
Lymfom B-lymfocytt vysokého stupné dale nespecifikovany
= Lymfom B-lymfocytt vysokého stupné dale nespecifikovany
Novotvary B-lymfocytt a lymfoproliferativni onemocnénimi spojené s HHV8
*  Primarni efuzni lymfom
Lymfoproliferativni onemocnéni spojené s imunodeficitem

* Primarni lymfoproliferativni onemocnéni spojené s imunodeficitem

e Hodkingtiv lymfom

» Klasicky Hodkingtiv lymfom

e Novotvary plazmatickych bun¢k a lymfoplazmatické

o

Monoklonalni gamapatie
=  Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

Nemoci charakterizované uklddanim monoklonalniho imunoglobulinu
* Amyloiddza spojena s imunoglobulinem

Nemoc tézkych fetézct
* Nemoc téZkych fetézci gamma

Novotvary plazmatickych bun¢k

= Plazmocytom
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Novotvary a lymfoproliferativni onemocnéni T-lymfocyti
e [éze podobné nadorim s prevahou T-lymfocytl
= Kikuchiho nemoc
e Novotvary prekurzort T-lymfocytt
o Akutni T-lymfoblastickd leukémie / lymfom
= Akutni T-lymfoblasticka leukémie / lymfom dale nespecifikovany
e Novotvary zralych T-lymfocyta
o Leukémie zralych T-lymfocytt
= Sezaryho syndrom
o Primarni kozni novotvar T-lymfocyti
= Mycosis fungoides
o Novotvary a lymfoproliferativni onemocnéni T-lymfocytl ve stievé
» Lymfom T-lymfocyti asociovany s enteropatii
o Lymfom T-lymfocyti v oblasti jater / sleziny
= Lymfom T-lymfocyta v oblasti jater / sleziny
o Anaplastické velké lymfomy T-lymfocytt
* Anaplasticky velky lymfom T-lymfocytli, ALK pozitivni
o Periferni lymfom T-lymfocytt s TFH fenotypem
» Folikularni lymfom T-lymfocytt
o Periferni lymfom T-lymfocytl
» Periferni lymfom T-lymfocyti dale nespecifikovany
o EBV-pozitivni lymfoproliferativni onemocnéni v détstvi

= Té&zka alergie po bodnuti komarem

Novotvary NK-bunék
= Agresivni leukémie NK-bunck

= Chronické lymfoproliferativni onemocnéni NK bunck

Novotvary pochazejici ze stromatu lymfatické tkané
e Novotvary mesenchymalnich dendritickych bun¢k
o Folikuldrni novotvary dendritickych bunék
= Folikuldrni sarkom dendritickych bunék
e Nadory stroma sleziny

o Kapilarni angiom sleziny
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= Kapilarni angiom sleziny

Genetické nadorové syndromy
* Fanconiho anémie

= Bloomitiv syndrom
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Priloha 2: Informovany souhlas

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Sokolska 581, 500 05 Hradec Krilové
1CO: 00179906
IV. interni hematologicka klinika

Souhlas 0O pacienta/tky nebo o zdravého dobrovolnika s odbérem
a uchovavanim biologického materialu pro analyzu imunoproteomu
pro vyzkumné ucely

ititek pacienta (tky), zdravého jedince razitko oddéleni

Divod vykonu (x): (srozumitelné, laicky):
QOdbér periferni krve pacienta za ucelem analyzy sloZeni séra pro sledovani stavu
imunitni odpovédi
0 Odbér periferni krve zdravého dérce za iéelem analyzy sloZeni séra pro sledovani
fyziologického stavu imunitniho systému
0 Odbér krvetvornych bunék za téelem zisku télu vlastnich antigenii pro detailni
analyzy imunoproteomu
icky material bude odeslin a uchovavan v laboratofi imunochemie:
0 0Oddéleni imunochemie a molekularni biologie Fakultu chemicko-technologické,

Univerzity Pardubice

0 Hematologické laboratof I'V. interni hematologické kliniky Fakultni nemocnice
Hradec Kraloveé

O JENAE e e ee e s e eeeeneseae

Pouéeni o vyie uvedeném vykonu je uvedeno na strané 2, které ma 1 stranu a je nedilnou soudasti
tohoto souhlasu.

Byly mi srozumitelné& vysvétleny a zodpovézeny divody a viechny dotazy s timto odbérem spojené.
Byl/a jsem informovina, Ze odebrané vzorky krve budou vyfetfeny a nisledné uchovavany ve vyie
uvedené laboratofi.

Souhlasim s navrhovanym postupem:

O s jednim odbérem a uchovavanim vzorku na analyzu imunoproteomu ve vyie uvedené
laboratofi

[0 s opakovanymi odbéry a uchovavanim vzorkt na analyzu imunoproteomu ve vyse
uvedené laboratofi

Hradec Kralové dne: ..............ovecchodo
Podpis pacienta/ky, dobrovolnika

Hradec Kralové dne: ..............oveenhode o
Jmenovka a podpis 1ékate/ky

/x/ vyplni zdravotnicky zaméstnanec, nehodici se §krtne
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POUCENI O VYKONU — odbér a uchovivini_biologického materiglu_ze vzorku krve
nebo kostni diené (analyzu imunoproteomu) za védeckym uicelem

Diivody odbéru a uchovavani biologického materialu

Imunitni systém, jako obrana lidského téla, reaguje jak na pfitomnost patogent prichazejicich
z vnéjsiho prostiedi, tak i na zmény organismu samotného. Bojuje tedy i proti nadorovym
bujenim, Gasto o uspéSnosti 1éCby rozhoduje pravé kooperace podavanych 1éCiv spolu
s imunitnim systémem. Tyto mechanismy se védci po nékolik let snazi popsat a vyuzit pro
cilenou, na miru ptipravenou lécbu. V krevnim séru se nachazeji protilatky, zakladni slozka
specifické imunitni odpovédi, které rozpoznavaji, oznaCuji molekuly (patogenni &i télu
vlastni), a tim aktivuji imunitni reakci proti nim. V ramci vyzkumného projektu maji byt
sledovany zmény piitomnosti a specifity protilatek u pacientii oproti protilatkdm pfitomnych u
zdravych dobrovolnikli. Krvetvorné buiiky pacienta jsou pouZivany pro cilenou identifikaci
jeho vlastnich protilatek, tedy by mélo byt omezen vliv molekularni diverzity jednotlivct.
Piipadné podrobnéjsi informace poda a Vase dotazy zodpovi Vas oSetiujici 1ékat.

Vyzkum s vyuzitim analyz imunoproteomu jednotlivych vzorkd se provadi na pracovisti
Oddéleni imunochemie a molekularni biologie Fakulty chemicko-technologické, Univerzity
Pardubice. Laboratorni metody pro vyzkumné ucely jsou velmi komplikované, museji se
v laboratofi opakovat a zpravidla se srovnavaji s pfedchozimi testy. K tomu je nutné
uschovéavani zmrazenych vzorkii krve nebo kostni diené v laboratofi. Laboratof nesmi bez
souhlasu pacienta pouZit vzorky k jinym tcelim.

Provedeni odbéru vzorku
Jedna se o odbér vzorku krve ze Zily cca 5 -10 ml nebo odbér 5-10 ml kostni diené.

Mozné komplikace odbéru krve ze Zily
Vytvoteni krevni podlitiny pfi odbéru krve ze Zily.

Opatieni po odbéru krve ze Zily
Kontrola mista vpichu, zda-li nekrvaci. Pokud je misto vpichu klidné (nesakne, nekrvaci) l1ze
kryti za 10 minut odstranit.

Odbér kostni diené a jeho mozné komplikace jsou popsany v informovaném souhlasu
s provedenim punkce kostni diené, ktery Vam bude v ptipadé odbéru kostni diené ptedloZen.
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Priloha 3: Vysledky piedchozich analyz

Vzorky sér pacienti s mnohoetnym myelomem (Interni hematologicka a onkologicka

klinika FN Brno)

V ramci diplomové prace Mgr. Katefiny Stépatové byly vysetieny vzorky sér 5 pacientti s MM.
Vzorky pacientii s MM poskytla biobanka Interni hematologické a onkologické klinika FN Brno
(doc. MUDr. Ludék Pour, Ph.D., doc. RNDr. Sabina Sevcikovda, Ph.D. ). Pacienti s MM
podepsali informovany souhlas a byli pouceni o vwkonu a ucelu odbéru. Odber vzorkii byl
schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice v Brné. Prvni odbér byl proveden v dobé stanoveni
diagnozy, dalsi odbéry nasledovaly vzdy po trech mésicich, az do doby, nez pacient dosahl
remise. U nékterych pacientii nedoslo k dosazeni remise, informace o jejich dalsi lécbé nebo

stavu nejsou naddle znamy ([150], viz Obrdzek 35).

VzorKky sér pacientii s mnohocetnym myelomem (Biobanka Kliniky hematoonkologie

Fakultni nemocnice v Ostravé)

V ramci diplomovych praci Mgr. Michaely Dvotdkové a Mgr. Tomase MikeSe byly vySetfeny
vzorky sér 10 pacienti s MM. Vzorky pacientii s MM poskytla Biobanka Kliniky
hematoonkologie Fakultni nemocnice v Ostravé (prednosta kliniky, pan prof. MUDr. Roman
Hajek, CSc., a vedouci vyzkumné laboratore s biobankou, pani Mgr. Lucie Broskevicova).
Pacienti podepsali informovany souhlas a byli pouceni o ucelu odbéru. Vzorky jim byly
odebirany v pravidelnych intervalech. Prvni odbér byl proveden v dobé stanoveni diagnozy
a dalsi odbery byly planovany u kazdého pacienta individudlné podle priibéhu onemocnéni
a typu terapie. V pripade, Ze pacientovi byly transplantovany kmenové krvetvorné buiiky, byl
odber proveden pred i po transplantaci. Vzorky pacientii byly oznaceny kodem a bylo u nich
uvedeno pouze pohlavi pacienta a datum odbéru, zZadné dalsi informace o vzorcich poskytnuty

nebyly ([151; 152], viz Obrdzek 36 a 37).
Vzorky sér zdravych darci (Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice)

V ramci této diplomové prace a vyse zminénych diplomovych praci byly vysetieny vzorky sér

cvwr
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Prehled vyskytu ENO1 reaktivnich spotti v éase (vyiezy membran s vyskytem

imunokomplexu ENOI1 proteinu a anti-ENO1 protilatek):

DG DG+3 DG+6 DG+9 CR CR+3 CR+6

- ~— ‘e - -

1-13-128

Obrazek &. 65 - VyFezy z NC membradn po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra 1-13-128
v misté viskytu ENOI (pFitomnost protilatek anti-ENOI u viech sér)

DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12 DG+15 CR

1-13-130

Obrazek €. 66 - VyFezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra 1-13-130
v misté vyskytu ENO! (negativni)

DG DG+3 DG+6 DG+9 DG+12

1-13-131

e ‘e - ‘. ‘o

Obrazek ¢é. 67 - Vyrezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protildtek z pacientského séra
1-13-131 v misté vyskytu ENOI (pFitomnost protilatek anti-ENO1 u viech sér, chybi CR)

DG DG+3 DG+6 CR CR+3 CR+6

MM-15-41

Obrazek é. 68 - Vyrezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra
MM-15-41 v misté vyskytu ENOI (pFitomnost protilatek anti-ENOI i jiné neznamé imunoreaktivity)

0 DGH3 DG+6 DG+9 DG+12 DG+15 DG+18
S DG
v
ND
=
n.d.
=

Obrazek é. 69 - Vyrezy z NC membran po detekci imunoreaktivity protilatek z pacientského séra
MM-15-108 v misté vyskytu ENOI (negativni chybi CR)

Obrazek 35: Piehled imunoreaktivnich skvrn v ¢ase u pacienti s mnohocetnym myelomem z Fakultni nemocnice

Brno.
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M-20-001 M-20-091 M-20-132 M-21-004 M-22-006

DG +5M, +9M, +12 M, +24 M
pfed Tx pfed TTx po TTx
Pacient &. 1,
muzZ
.- - - -
-

M-20-002 M-20-087 M-20-131 M-21-047 M-21-121 M-22-022
DG +5M, +9M, +15 M, +20M +25M
pfed Tx pted TTx po TTx

Pacient &. 2,
Zena

M-20-034 M-20-106 M-20-156 M-21-077
DG +5M, +9M, +15M,
pied Tx pred TTx po TTx

Pacient &. 3,
Zena

M-20-099 M-21-025 M-21-109 M-22-028
DG +7M, +13 M, +19M
pied Tx po Tx

Pacient ¢. 4,
muz

.

M-20-060 M-20-138 M-21-036 M-21-130 M-22-054
DG +5M, +11 M, +16 M +22M
pfed Tx po Tx

Pacient &. 5,
muz .-

Obrazek 36: Prehled imunoreaktivnich skvrn v ¢ase u pacientd s mnohocetnym myelomem z Fakultni nemocnice

Ostrava (prvni ¢ast).
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M-20-120 M-21-037 M-21-125 M-22-047
DG + 6 M, +12M, + 18 M,
pfed Tx po Tx
Pacient ¢. 6,
Zena .
M-20-019 M-20-103 M-20-140 M-21-068 M-21-140
DG +6 M, +10M, +16 M, +21 M
pfed Tx pfed TTx po TTx
Pacient ¢. 7,
Zena
- cow o @ -
M-17-075 M-18-034 M-18-070 M-18-143
DG +6 M, +9 M, + 14 M,
pred Tx pted TTx po TTx
Pacient ¢&. 8,
Zena
M-17-082 M-18-045 M-18-136 M-19-029
DG +7M, +13 M, +17 M,
pfed Tx po TTx po TTx
Pacient ¢. 9,
muz
" . ' S . -9
v
M-20-038 M-20-117 M-21-064 M-21-132 M-22-049
DG + 6 M, +13 M, +18 M +24 M
pred Tx po TTx
Pacient ¢&. 10,
muz o g
- d -

Obrazek 37: Prehled imunoreaktivnich skvrn v ¢ase u pacientli s mnohocetnym myelomem z Fakultni nemocnice

Ostrava (druha Cast).
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Tabulka 33:

Ptehled imunoreaktivnich skvrn u zdravych dérca.

Zdravy darce Zdravy darce

C201011002349 @ C201009108777
C201009107647 C201009107810
C201009108182 C201009107638
C201009108384 C201009108955
C201009109161 C201009107368
C201011010299 C201011004570
C201009108417 C201011010304
C201009108381 C201011004430
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