Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Katedra Fyziologie Zivocichii a vyvojové biologie

Kalretikulin — autoantigén u autoimunitnych a

nadorovych ochoreni

Aneta Pekarikova

Praha, 2007



Veduci diplomovej prace: Doc. RNDr. Ludmila Tuckova, DrSc.

Prehlasujem, Ze som tto pracu vypracovala samostatne s pouZitim citovanej

literatary a pod vedenim veduceho diplomovej prace.



Pod’akovanie

Dakujem mojej $kolitelke Doc. RNDr. Ludmile Tugkovej, DrSc. za odborné
vedenie mojej diplomovej préace, za cenné rady a konzultécie pri jej vypracovani.

Moja vd’aka patri i prof. MUDr. Helene Tlaskalovej, DrSc. za pomoc a odborné
pripomienky k diplomovej préci.

Dalej by som rada podakovala Ing. Danielovi Sanchezovi, Ph.D. za
neocenite'ni pomoc, ochotu a trpezlivost’, s ktorou sa mi venoval po¢as celého méjho
pdsobenia v laboratdriu.

Dakujem i ostatnym ¢lenom nasho laboratoria, menovite Mgr. Jane Cinovej,
Pavle Kasparove;, MUDr. Andrei Kitanovicovej, Ing. Barbare Pecharovej a Mgr.
Petrovi Sotkovskému za vytvéranie prijemného pracovného prostredia.

Dakujem MUDr. Ive Hoffmanovej z Fakultnej nemocnice Kralovské Vinohrady,
prednostovi MUDr. Zdenkovi BeneSovi z Thomayerovej nemocnice a MUDr. Pavlovi
Drastichovi z IKEMu, ktori ndm poskytli vzorky sér a klinické data pacientov. Bez nich
by tato praca nemohla vzniknut'.

V neposlednom rade chcem podakovat’ i mojej rodine za podporu po celé

obdobie stadia.

Tato diplomova praca vznikala vrokoch 2004 — 2007 abola finanéne
podporovana z grantovych projektov 310/03/H147, NPVI1637, 310/07/0414 Grantovej
agenttry CR a grantom A500200709 AV CR, v.v.i..



Kalretikulin — autoantigén u autoimunitnych a nadorovych ochoreni

Uvod: Kalretikulin, véapnik viazici protein a chaperon, je ¢asty autoantigén u
autoimunitnych ochoreni. Nedavno boli protilatky proti kalretikulinu (CRT) preukéazané
v sérach niektorych pacientov s karcindmom pecene (CaH) a pankreasu (CaP) pouzitim
kombinacie dvojrozmernej elektroforézy a Western blotu. Ciele: Ciel'om tejto prace
bolo a) kvantifikovat’ hladiny IgA a IgG protilatok proti CRT v sérach pacientov s CaH,
CaP (metastazujicimi, nemetastazujucimi), nddorom hrubého cCreva, pankreatitidou a
virusovou hepatitidou, b) analyzovat’ antigénne epitopy CRT, c) pripravit’ prvi polovicu
Pudského rekombinantného CRT. Metddy: Priamym ELISA testom s ludskym
rekombinantnym CRT sme testovali vySky hladin sérovych protilaitok. Metodou
PEPSCAN so syntetickymi dekapeptidmi CRT sme analyzovali antigénne epitopy CRT
rozpoznavané IgA a IgG protilatkami v sérach pacientov s CaH a CaP. Rekombinantnou
technologiou bola pripravend a nasledne afinitnou chromatografiou izolovana prva
polovica l'udského rekombinantného CRT. Vysledky: a) V porovnani s kontrolnymi
sérami zdravych krvnych darcov (2/35) sme preukazali signifikantne zvySené hladiny
IgA anti-CRT protilatok u pacientov s CaH (P< 0,01, 8/13), CaP (P< 0,05, 17/38), CaP
S metastazami v peceni (P< 0,01, 2/8) a pankreatitidou (P< 0,05, 4/14). Signifikantne
zvySené hladiny IgG anti-CRT protilatok boli detegované u pacientov s CaH (P< 0,01,
8/13) a CaP (P< 0,01, 15/38) v porovani s kontrolnymi sérami zdravych krvnych darcov
(2/135); b) IgA protilatky vSetkych pacientov sCaH aCaP reagovali
s aminokyselinovymi sekvenciami EVKIDNSQVESG a RKEEEEAEDKED na
molekule CRT. IgG protildtky pacientov s CaH i CaP rozpoznavali spolo¢nu
aminokyselinovu sekvenciu EEDKKRKEEEEAEDKED, s niz$ou frekvenciou i peptidy
FAEAPFSNKGQT, ERAKIDDPTD a DKAPEHIPDP; c¢) Prva polovica
rekombinantného CRT bola po expresii v E.coli viazana na bunkové inkluzie, preto sme
ju museli solubilizovat’ roztokom mocoviny a izolovat’ za denaturacnych podmienok.
Zaver: Nase vysledky poukazuji na pravdepodobni existenciu epitopov Specificky
rozpoznavanych protilatkami pacientov s onkologickymi ochoreniami. Testovanie
protilatok proti tymto epitopom by mohlo sluzit' k diagnostickym ¢i prognostickym
ucelom.

Krucové slova: kalretikulin, protilatky, nadory pecene, nadory pankreasu, antigénne
epitopy, ELISA, PEPSCAN



Calreticulin — an autoantigen in autoimmune and tumor diseases

Introduction: Calreticulin, a calcium binding protein and chaperon, is a common
autoantigen in autoimmune diseases. Antibodies (Ab) against calreticulin (CRT) were
recently detected in sera of some patients with hepatocellular carcinoma (CaH) and
pancreatic tumors (CaP) using a combination of two-dimensional electrophoresis and
Western blotting. Aims: The aims of this study were a) to quantify the levels of IgA and
IgG Ab against CRT in sera of patients with CaH, CaP (metastatic, non metastatic),
colorectal carcinoma, pancreatitis and viral hepatitis. b) to analyse the antigenic
epitopes of CRT, c) to prepare the first half of human recombinant CRT. Methods:
Direct ELISA test with human recombinant CRT as antigen was used for testing the
levels of serum Ab. Antigenic epitopes of CRT recognised by serum IgA and 1gG Ab
were analysed by PEPSCAN method in patients with CaH and CaP. The first half of
human recombinant CRT was prepared by recombinant technology and subsequently
purified by affinity chromatography. Results: We found significantly elevated levels of
IgA anti-CRT Ab in sera of patients with CaH (P< 0,01, 8/13), CaP (P< 0,05, 17/38),
CaP with liver metastasis (P< 0,01, 2/8) and pancreatitis (P< 0,05, 4/14) in contrast to
healthy controls (2/35). Significantly elevated levels of 1gG anti-CRT Ab were detected
in sera of patients with CaH (P< 0,01, 8/13) and CaP (P< 0,01, 15/38) in contrast to
healthy controls (2/35); b) IgA Ab of all patients with CaH and CaP reacted with amino
acid sequences EVKIDNSQVESG and RKEEEEAEDKED on CRT molecule. IgG Ab
of patients with CaH and CaP bound the same amino acid sequence
EEDKKRKEEEEAEDKED and with lower frequency also the peptides
FAEAPFSNKGQT, ERAKIDDPTD and DKAPEHIPDP, c) The first half of human
recombinant CRT was associated with inclusion bodies after its cell expression; for this
reason we solubilised this fragment by urea and subsequently purified it under
denaturising conditions. Conclusions: Our results suggest the existence of epitopes
specifically recognised by Ab of both patients with CaH and CaP. Testing of the Ab

specifically binding the epitopes could be useful for diagnostic or prognostic purposes.

Key words: calreticulin, antibodies, hepatocellular carcinoma, pancreatic tumors,
antigenic epitopes, ELISA, PEPSCAN



OBSAH

1. Z0ZNAM SKIALIEK . ... i 8
20 U1V o RO 10
3. Prehlad HEETatlry ...cooveieiiie et 11
3.1. Nadory a nadorové antigény, protinddorova imunita............c.cceeeeerveieennennnnnn. 11
3.2, KAIPELIKUTIN ..t e e sraeeesnneee s 14
3.2.1. Strukttira KalretiKUINU ......c.ovvreiiceieiieeee s 14
3.2.2. Lokaliz&cia KalretiKUlINU .........cccooieiieiie e 16
3.2.3. Biologické vlastnosti Kalretikulinu.............cccoocviiiieieiiee e, 17
3.2.3.1. Kalretikulin ako Chaperon ...........ccoieiiiiie i 17
3.2.3.2. Kalretikulin ako regulator Ca>* hOMEOStAZY ..........c..ccccovevvveersrsrnnnen, 18
3.2.3.3. Uloha Kalretikulinu v embryogenéze................covoveeevevereveveeeccrenenans 18
3.2.3.4. Ovplyvnenie bunkovej adhézie kalretikulinom..............ccccccoviiiinnn, 18
3.2.3.5. Vplyv kalretikulinu na génovu expresiu steroidnych horménov .......... 19
3.2.3.6. Uloha kalretikulinu pri fagocytdze apoptickych buniekK ....................... 19
3.2.4. Interakcia kalretikulinu s extracelularnymi a intracelularnymi ................... 20
MOIEKUTAIMI ... 20
3.3. Vyskyt autoprotilatok proti KalretiKulinu .............ccovveiiireiiine e 20
3.4. Analyza antigénnych epitopov kalretikulinu rozpoznavanych
antikalretikulinovymi protilatkami ............ccceiviieiiiie e 21
3.5. PriCiny autoreaktivity proti kalretikulinu ............cccovvviiiiiiniiiiiiiiiii, 22
3.6. NAAOIOVE MATKEIY ... ..viiiiiie ettt et e e e e e e snee e 24
3.7. Onkologické ochorenia a KalretiKulin .............cccooiiiieiiin e 25
3.7. 1. NAAOTY PECENC ....iiiiieiiieeeee sttt et e e e e e st a e e e e s st e e e e e s s s bbbbeeeaeeas 26
3.7.1.1. Karciném pecene a rizikoveé faktory..........cccccoovveiiiiiiiec e, 26
3.7.1.2. Karcindm pecene a KalretikKulin...........c.cccoovviiiiic i, 27
3.7.1.3. Metastatické nddory PECENE .........ccerruirrieiiiiiiieeiiiiie e 29
3.7.2. NAAOIY PANKIBASU .......vveeiireeeiiieesieeestte e e stee e stte e e st e e e e e e e sae e e sntaeesbaaesaeeeas 29
3.7.2.1. Nadory pankreasu a rizikové faktory..........c.cccoeeeiviieiiiec e, 29
3.7.2.2. Nadory pankreasu a Kalretikulin..............cccoeevviieiiic e, 31
3.7.3. Nadory hrub€ho Creva..........oocouiiiiiiiiiiii e 32
3.7.3.1. Kolorektalny karcindm a rizikové faktory ...........cccoceevveiinieiiiecenn, 32
3.7.3.2. Kolorektalny karcindm a kalretikulin ..............cccccoooeeiiiiiic e, 33



4. MALerialy @ MELOTY .......ooeeiiieiiieie ittt neas 34
4.1. Priprava a purifikacia I'udského rekombinantného kalretikulinu a jeho
FrAGMENTOV ...ttt 34

4.1.1. Transformécia plazmidu s kalretikulinovym fragmentom do kompetentnych

buniek E.coli BL 21 (ADE3) a indukcia Jeho exXpresie ........c.cccovvvvrivveiviinnenineenn, 34
4.1.2. Analyza solubility 1.polovice 'udského rekombinantného kalretikulinu..... 36
4.1.3. Purifikacia 'udského rekombinantného kalretikulinu na TALON ™
SUPETFIOW ™ MALTIX........cvoceceeceeeeee et 36
4.2, SDS-PAGE ......coi ettt 38
4.3 WESEEIM DIOT.....coiiieeiie ettt e et e et eennaeeennneee s 39
4.4. Testovanie hladin pacientskych protilatok proti kalretikulinu a tkanivovej
transglutaminaze metOdou ELISA ..o 40
4.5. Analyza antigénnych epitopov kalretikulinu metodou PEPSCAN...................... 42
4.6. Statistické SPracoOVANIE dat.........cccveveveerrrerererereseseseseecsseeseseseseseses s s eneeseeesesns 43
6.0, ELISA . e 43
4.6.2. PEPSCAN ..o 43
4.7. Zoznam pouzitych chemikalii a pristrojov .......cccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiceee e 44
4.7.1. Zoznam pouzitych chemikalii..........ccccvviiiiiiiiiiiii e 44
4.7.2. Zoznam pouzitych suprav a Protilatok ............ccccceeviveiiiie i, 45
4.7.3. Zoznam pouzitych pristrojov a programov ..........eeeeeeeeeersiirrrreeeeeeeesssnnnnnnns 46
T A Y] [=T | QPSSP TSOURRR 47
5.1. Purifikacia I'udského rekombinantného kalretikulinu a jeho fragmentov........... 47
5.1.1. 1zolacia prvej polovice kalretikulinu na Talonovej kolone ............c............ 47

5.2. Stanovenie hladin protilatok proti kalretikulinu a tkanivovej transglutaminaze . 51

5.2.1. Stanovenie hladin IgA a IgG protilatok proti kalretikulinu........................ 51
5.2.2. Stanovenie hladin IgA protilatok proti tkanivovej transglutaminaze........... 52
5.3. Analyza antigénnych epitopov kalretikulinu ...............cccoovveiiini e, 57
5.3.1. Reaktivita sérovych protilatok triedy IgA s dekapeptidmi kalretikulinu...... 58
5.3.2. Reaktivity sérovych protilatok triedy 1gG s dekapeptidmi kalretikulinu ..... 58

5.4. Zmeny hladin antikalretikulinovych protilatok a ich $pecificity v priebehu
ochorenia u pacientov s onkologickymi ochoreniami..............cccccoovvviiiiie e, 66
B. DISKUSIA ... veetee ettt ettt ettt et e st e bt et e et e e ne e e nreeanees 69
4 V] SRR PR 77
8. POUZItA HLETAtUIA .....ccceeeeeeeee e 79



1. ZOZNAM SKRATIEK

2DE
AFP
ALP
ALT
AMK
APC
APC
AST
ATP
AU
BCA
CaCo
CaCo+
CaH
CaP
CaP+
CEA
CRT
CRT 32
CRT 18
CT
DNA
E.coli
ECL
EDTA
ELISA
ER

Gp

IPTG
LB

dvojrozmerna polyakrylamidova elektroforéza
a-fetoprotein

alkalicka fosfataza

alanin aminotransferaza

aminokyselina

adenomatous polyposis coli

antigén prezentujlca bunka

aspartat aminotransferaza

adenozintrifosfat

arbitrary units

bicinchoninova kyselina

karcinom hrubého ¢reva

karcindm hrubého ¢reva s metastazami v peceni
primarny karcindm pecene

karcindm pankreasu

karcindm panreasu s metastazami v peéeni
karcinoembryonalny antigén

kalretikulin

skratena forma kalretikulinu s molekulovou hmotnost'ou 32 kDa
skratend forma kalretikulinu s molekulovou hmostnost'ou 18 kDa
pocitacova tomografia (computed tomography)
deoxyribonukleové kyselina

Escherichia coli

chemiluminiscencia (enzyme conjugated luminiscence)
ethylendiaminotetraoctova kyselina

enzyme-linked immunosorbent assay

endoplazmatické retikulum

glykoprotein

imunoglobulin

izopropyl B-D-thiogalaktopyranosid

Luria-Bertani



LRP
MHC
Mr

NS
NTA
OPD
PBS
PCR
PDI
PSA
RI
RNA
SDS
SLE
TBS
Tris
uv

LDL-receptor-related protein

hlavny histokompatibilny komplex (major histocompatibility complex)
molekulova hmotnost’

pocet pacientov

nesignifikantny

nitrilotrioctova kyselina (nitrilotriacetic acid)
orthofenylendiamin

fosfat-fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)
polymeréazova retazova reakcia

disulfid izomeraza (protein disulphid isomerase)
prostaticky Specificky antigén

index reaktivity

ribonukleotidova kyselina

dodecylsulfat sodny

systémovy lupus erythematodes

tris-fyziologicky roztok (Tris Buffered Saline)
tris(hydroxymetyl)aminomethan

ultrafialové



2. UVOD

Kalretikulin je vapnik viaziici chaperon a stresovy protein s celou radou d’alSich
biologickych funkcii a ¢asty autoantigén u autoimunitnych ochoreni. Tato molekula je
primarne lokalizovana v endoplazmatickom retikule, no vplyvom stresu, nekrozy ¢i
apoptdézy dochaddza K jej translokacii na plazmaticki membranu, do jadra ¢&i k jej
uvolneniu z buniek.

Zvysena expresia kalretikulinu bola preukazana v naddorovych tkanivach pecene,
pankreasu a hrubého ¢reva. Protilatky proti kalretikulinu boli detegované v sérach
niektorych pacientov s karcindmom pecene a pankreasu pouzitim dvojrozmernej
elektroforézy (2DE) a Western blotu. Poznatky o pritomnosti a biologickych
vlastnostiach autoprotilatok u nadorovych ochoreni su zna¢ne limitované. Doposial
neboli u onkologickych pacientov kvantifikované sérové hladiny antikalretikulinovych
protilatok. Nebol stanoveny vztah vyskytu tychto protilatok k patogenéze ochorenia ani
definovany ich prognosticky a diagnosticky vyznam.

Ciele préace:

1. ELISA testom kvantifikovat’ hladiny protilatok proti a) kalretikulinu a b)
tkanivovej transglutaminaze v sérach pacientov s onkologickymi ochoreniami
traviaceho traktu, pacientov rizikovych skupin a kontrolnych skupin zdravych
krvnych darcov.

2. Statisticky vyhodnotit’ vysledky testovania a ziskané hodnoty porovnat
s klinickymi a biochemickymi datami pacientov.

3. Monitorovat’ vysky hladin sérovych antikalretikulinovych protilatok u vyssie
zmienenych pacientov v priebehu ochorenia.

4. Analyzovat antigénne epitopy kalretikulinu rozpoznavané sérovymi protilatkami
pacientov s onkologickymi ochoreniami a skupiny zdravych krvnych darcov
metodou PEPSCAN.

5. Pre navézujlice experimenty pripravit’ prvi polovicu 'udského rekombinantného
kalretikulinu procesom zahrfiujucim transformaciu produkéného kmena E.coli
BL 21 (ADE3) plazmidom obsahujicim gén pre pozadovany proteinovy
fragment, indukciu expresie tohto fragmentu a jeho purifikaciu metddou

afinitnej chromatografie
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3. PREHLAD LITERATURY

3.1. NADORY A NADOROVE ANTIGENY, PROTINADOROVA
IMUNITA

Bunkové delenie je za fyziologickych podmienok presne regulovany proces.
NarusSenie tejto regulacie moze viest’ ku vzniku nadoru.

Nadory sa vo vztahu k zavaznosti ochorenia, ktoré je nimi spdsobeng,
schématicky ¢lenia na benigne (nezhubné) a maligne (zhubné). Benigne nadory su
vacSinou diferencované, pomaly rastll a nemaju schopnost’ prenikat’ do d’alSich tkaniv
hostitel'a (metastazovat’). Oproti tomu maligne nddory su horSie diferencované,
rychlejSie rastll a mézu metastazovat’. Preto su vel'mi nebezpecné.

Existuje velké mnozstvo nadorovych typov. NajCastejSie maligné nadory
pochadzaju z epitelialnych buniek a nazyvaju sa karcindmy. Z mezenchymalneho
tkaniva vznikaju sarkomy. Solidné maligné nadory lymfatickych tkaniv sa nazyvajd
lymfomy a nadory lymfocytov z ostatnych hematopoetickych buniek leukémie.

Rozvoj nadoru byva sprevadzany reakciou imunitného systému. Na histologickej
arovni boli preukazaneé mononuklearne infiltraty T lymfocytov, NK (natural Killer)
buniek a makrofagov v okoli niektorych typov nadorov  a taktiez proliferacia
lymfocytov v spadovych lymfatickych uzlinach. Imunitny systém dokaze Specificky
rozpoznat nadorové bunky. Rozhodujdcu ulohu vtomto rozpoznavani zohrava
existencia nadorovych antigénov. Tieto antigény rozdel'ujeme do 2 zakladnych skupin.

Prvit skupinu tvoria nadorovo S$pecifické antigény (TSA, tumor-specific
antigens), ktoré sa za fyziologickych podmienok na bunkach nevyskytujd. Vznik tychto
antigénov moéze byt vysledkom mutacii, chromozomalnych translokdcii, atypickych
postranslaénych modifikacii obvyklych bunkovych proteinov, expresii genémov
onkogénnych virusov ¢i vysledkom expresii fiznych génov vzniknutych inzerciou
virusoveho gendému do bunkovych proto-onkogénov a tumor supresorovych génov.

Druhd skupinu nadorovych antigénov tvoria tzv. s nadorom asociované antigény
(TAA, tumor-associated antigens). Tieto antigény sa mdézu nachadzat na niektorych
bunkach, obvykle vsak v nizkych hladindch. U nadorov mozu byt tieto antigény
zvySene exprimované alebo se mozu atypicky vyskytovat na bunkéch, na ktorych sa za

fyziologickych  podmienok nevyskytuju. Patria sem onkofetalne antigény
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(karcinoembryonélny antigén (CEA), a-fetoprotein (AFP)) normalne pritomné na
embryonélnych bunkach, melandmové antigény (MAGE-1, Melan-A) silne
exprimované na melanémovych bunkéch, antigén HER/2 neu zvySene exprimovany na
bunkach niektorych karcindmov mlie¢nej zlazy, adhezivna molekula EPCAM,
prostaticky Specificky antigén (PSA) i tzv. diferenciacné antigény leukemickych buniek
(CALLA- common acute lymphoblastoid antigen). Stanovenie tkanivovej alebo
bunkovej expresic TAA ¢i detekcia ich solubilnych foriem v periférnej krvi sd
vyuzivané ako pomocné diagnostické markery (HOREJSI a BARTUNKOVA 2005,
RIHOVA 2005).

V protinddorovej imunite sa uplatiiuji pravdepodobne vsetky zlozky imunitného
systému. Za hlavni efektorovil populaciou sa vsak povazuju CDS8* cytotoxické T
lymfocyty (T¢), ktoré rozpoznavaju peptidy nadorovych antigénov v komplexe s MHC
gp | na povrchu malignych buniek. K zahajeniu imunitnej odpovede zalozenej na T,
musi prekurzor T rozpoznat komplexy MHC gp 1 s nddorovymi peptidmi na povrchu
APC (antigen presenting cell). Cez kostimula¢né a adhezivne molekuly poskytne APC
prekurzorom T, signédl k proliferacii a diferenciacii na klon zrelych efektorovych
cytotoxickych buniek. Dolezitii tlohu pritom zohravaji aj pomocné CD4" lymfocyty.
S vyznamnymi producentmi cytokinov nevyhnutnych pre koneéni diferenciaciu CD8*
T lymfocytov v cytotoxické T bunky. V boji proti nadorom sa u¢astnia CD4" bunky
taktiez sekréciou cytotoxickych a rastovych cytokinov; INF-y aktivuje makrofagy
a zaroven zvySuje expresiu MHC gp I na povrchu nadorovych buniek. Oproti CD8"
bunkam, CD4" bunky st schopné rozpoznavat’ antigénne peptidy nadorov v komplexe
s MHC gp II, ktoré st pritomné na povrchu APC. APC im zaroven poskytuju i potrebné
kostimula¢né signaly pre kone¢nt diferenciaciu a aktivaciu.

Funkcia oboch populacii lymfocytov (CD8* aj CD4") je zavisla na pritomnosti
APC exprimujucich na svojom povrchu kostimula¢né molekuly a komplexy MHC gp
I i MHC gp Il snadorovymi peptidmi. Nadorové bunky (pokial’ nevznikaji z APC)
neexprimuju na svojom povrchu kostimulaéné molekuly. Rozpoznanie antigénu na
bunkach neposkytujucich druhy signal vedie k atlmu lymfocytov. Aby doslo k G¢innej
aktivacii T bunkovych klonov Specifickych pre nadorovy antigén, je nutné, aby bola
nadorova bunka fagocytovana APC. Pre navodenie $pecifickej protinadorovej reakcie
CD8" cytotoxickych buniek je preto zrejme velmi ddlezity proces nazyvany cross-

prezentacia, pri ktorom APC pohlcuju rozpadnuté nddorové bunky ¢i z nich uvolfiované
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proteiny a prezentujd ich v komplexe s MHC gp I. Tie sU rozoznané aktivovanymi
cytotoxickymi lymfocytmi stimulovanymi pomocou kostimulaénych molekul na
povrchu APC. Okrem toho APC prezentuju pohltené nadorové antigény i v komplexe
s MHC gp 11, ¢im aktivuji CD4" lymfocyty. Aktivované a zrelé cytotoxické lymfocyty
uz moézu bez dalSej stimuldcie Specificky zabijat’ nadorové bunky exprimujice na
svojom povrchu komplex nadorového peptidu s MHC 1.

V boji proti nddorom sa zacastiuju aj makrofagy a NK bunky. Makrofagy su
Casto kumulované na okrajoch nadorovej masy. V pokusoch in vitro lyzuji nadorové
bunky s omnoho vicSou intenzitou ako bunky nenadorové. Makrofagy modzu zabijat
nadorové bunky réznymi mechanizmami: lyzozomalnymi enzymami, kyslikovymi
radikdlmi ¢i produkciou cytokinov (TNF). NK bunky =zabijaju cytotoxickymi
mechanizmami nadorové bunky, ktoré majd obmedzenu expresiu MHC gp |.

Uloha protilatok pri destrukcii nadorovych buniek bola zatial’ preukdzana len in
vitro. Zahrnuje aktivaciu komplementu a ADCC (antibody-dependent cell cytotoxicity)
(RIHOVA 2005).

Ku vzniku nadoru dochadza pravdepodobne ddosledkom ochromenia ucinnych
efektorovych mechanizmov protinddorovej imunity.

U pacientov s nadorovymi ochoreniami se pomerne ¢asto vyskytuja protilatky
proti réznym autoantigénom (IMAI et al. 1993, TAN 2001, HONG et al. 2000, LE
NAOUR et al. 2002, MADRID 2005, HERMSEN et al. 2007). Nedavno bola popisana
v sérach niekol’kych pacientov s karcindmom pecene a pankreasu pritomnost
autoprotilatok proti multifunkénému proteinu kalretikulinu (HONG et al. 2000, LE
NAOUR et al. 2002).
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3.2. KALRETIKULIN

Jednym z pomerne cCastych autoantigénov preukdzanych u réznych
autoimunitnych ochoreni je vSadepritomny a multifunkény protein kalretikulin
(CRT), ktory je Studovany i v naSom laboratoriu. Kalretikulin je rozpustny, kysly (pl
4,65), kalcium viazci protein a chaperon (SPIRO et al. 1996, KRAUSE a
MICHALAK 1997, MICHALAK et al. 1999). Jeho molekulova hmotnost’ je 46 kDa,
avSak na SDS-PAGE migruje vdaka mnozstvu zaporne nabitych skupin v C-
terminalnej oblasti ako molekula o hmotnosti 60-63 kDa (WAISMAN et al. 1985).

Kalretikulin bol popisany vroku 1974 ako Ca®" viazuci protein v
sarkoplazmatickom retikule kostrového svalu (OSWALD a MACLENNAN 1974).
Neskdr bol objaveny aj v endoplazmatickom retikule (ER) a gény kddujlce tento
protein boli izolované z viacerych stavovcov, bezstavovcov i vyS$ich rastlin. Protein
sa nachadza vo vSetkych bunkach obsahujicich ER s vynimkou kvasiniek a
prokaryot (MICHALAK et al. 1999).

Gén pre kalretikulin je silne evolu¢ne konzervovany, comu nasvedéuje viac
ako 70% homoldgia nukleotidovych sekvencii (s vynimkou intronu 3 a 6) u 'udského
a mySieho génu. Cudsky gén je lokalizovany na lokuse pl3.3- p13.2 devatnasteho
chromozému. Homoléogny gén u mysSi je mapovany na chromozéme 8

(MCCAULIFFE et al. 1992, WASER et al. 1997).

3.2.1. Struktiara kalretikulinu

Kalretikulin pozostdva zo 400 aminokyselinovej sekvencie a je arbitrarne
Cleneny do troch Struktirne a funkéne odliSnych domén so Specializovanymi
funkciami — N, P, C (obr. 1).

N-domeéna kalretikulinu (AMK 1-180) — ma globularnu $truktru. Pozostava
z 8 anti-paralelnych B retazcov s jednym disulfidickym mostikom a z 2 Usekov
kratkych o helixov. Predpoklada sa, Ze disulfidicky mostik medzi Cys 120 a Cys 146
moze hrat’” dolezitu Glohu pri spravnom zlozeni N-terminalnej oblasti kalretikulinu
(MATSUOKA et al. 1994). Tato doména viaze Zn”" a interaguje in vitro s d’aliimi
chaperonmi endoplazmatického retikula, s DNA vazbovou doménou jadrovych

receptorov a s nukleovymi kyselinami (RNA rubella viru) (BURNS et al. 1994b,
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DEDHAR et al. 1994, ATREYA et al. 1995, BAKSH et al. 1995, MICHALAK et al.
1996, MICHALAK et al. 1999).

P-doména Kkalretikulinu (AMK 181-290) — ide o doménu kalretikulinu, bohatu
na prolin, ktord vykazuje aminokyselinové sekven&né podobnosti s ostatnymi Ca?*
viazicimi chaperonmi, ako st kalnexin (BERGERON et al. 1994) a kalmegin
(WATANABE et al. 1994). Doména pozostava z troch kratkych helixov, troch anti-
paralelnych f listov a z dvoch stiborov aminokyselinovych repeticii. Tato doména
utvéra dlhi ramennu Strukturu a interaguje s ostatnymi chaperonmi v lumene ER.
Nachadza sa tu vysoko afinitné, ale zaroven nizkokapacitné vdzbové miesto pre
vapnik (1 mol Ca**/mol proteinu) (MICHALAK et al. 1999).

P-doména mé& spolu s N-doménou najkonzervovanej$iu aminokyselinovd
sekvenciu. Obe domény su zodpovedné za chaperonovu funkciu proteinu
(NAKAMURA et al. 2001b, MICHALAK et al. 2002). Nedavne stadie ukazali, ze
mutécia v pozicii His™®
2003).

C-doména Kalretikulinu (AMK 291-400) — obsahuje vysoké mnozstvo

N-domény zrusi chaperonovti funkciu proteinu (GUO et al.

negativne nabitych aminokyselin a je v nej lokalizované vysokokapacitné vézbove
miesto (20-30 mol Ca®*/mol proteinu) viazice Ca** s nizkou afinitou (OSTWALD a
MACLENNAN 1974, BAKSH et al. 1991, NAKAMURA et al. 2001b). Téato
doména ma doélezitt ulohu pri regulacii interakcii kalretikulinu s proteinmi (PDI-
protein disulfid izomeraza, ERp57 a mozno d’alSie chaperony) (CORBETT et al.
1999). C-doména CRT je zakoncena sekvenciou KDEL — retenénym signalom

endoplazmatického retikula, ktory umoziiuje umiestnenie proteinu do jeho lumenu

(MICHALAK et al. 1996).
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Amino acid residue ... 1 SH .- ' 170 285 ' 400
T R A B
Residue ... I R L ) a
NH,* =KDEL COO"

Signal sequence M-domain P-domain C-clomain

Obr.1 Kalretikulin. Molekula sa arbitrarne ¢leni na tri domény: N, P a C. V N-
doméne proteinu je zndzorneny disulfidicky mostik (120-146) a cysteinovy zvySok
Vv pozicii 88. Fialové trojuholniky a S$tvorceky v P-doméne CRT predstavujd
aminokyselinové repeticie. V poziciach 162 a 327 st Sipkami oznacené potencialne
glykozyla¢né miesta (prevzaté z ¢lanku MICHALAK et al. 1999).

3.2.2. Lokalizacia kalretikulinu

Kalretikulin je primarne pritomny v endoplazmatickom retikule. Jeho vyskyt
bol preukazany aj v inych kompartmentoch bunky, ako napr. v jadre nadorovych
buniek a lytickych granuliach T lymfocytov (DUPUIS et al. 1993, YOON et al.
2000, BRUNAGEL et al. 2003). Za fyziologickych podmienok sa kalretikulin
objavuje v nizkych koncentraciach na povrchu buniek; preukdzanad bola asociacia
kalretikulinu s o retazcom MHC gp I bez f, mikroglobulinu a s agp; integrinmi
(ZHU et al. 1997, ANDRIN et al. 1998, AROSA et al. 1999, GARDAI et al. 2005).
Za patologickych podmienok bola zistend pritomnost’ kalretikulinu aj extracelularne
(v krvi, v mo¢i) (KISHORE et al. 1997b, KAGEYAMA et al. 2004). Jeho uvol'nenie
Z bunky zvycCajne nastava v dosledku virovej infekcie, nekrozy ¢i programovanej
bunkovej smrti. NezanedbateI'ni ulohu pri bunkovej translokécii kalretikulinu ma aj
stres spdsobeny tepelnym Sokom (heat shock), UV Ziarenim, pritomnostou t'azkych
kovov ¢i porusenim normalnej funkcie endoplazmatického retikula (EGGLETON a
LLEWELLYN 1999). Mechanizmy, ktorymi je kalretikulin transportovany na
povrch bunky, nie st Uplne jasné. Bola popisand i pritomnost’ kalretikulinu
Vv apoptickych telieskach uvolfiovanych z bunky pocas programovanej bunkove;j
smrti (CASCIOLA-ROSEN a ROSEN 1997). Dal§im z moznych vysvetleni vyskytu

kalretikulinu mimo ER je, ze by mohol byt exprimovany ako forma bez signdlnej
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sekvencie pre ER alebo by mohlo dojst k odStiepeniu tejto sekvencie
posttranslaénymi upravami (CORBETT a MICHALAK 2000).

3.2.3. Biologickeé vlastnosti kalretikulinu

Funkcia kalretikulinu je pleiotropna. Je to vysoko univerzalny chaperon
lektinovej povahy (SAITO et al. 1999, TROMBETTA 2003b), ktory hra délezita
Glohu pri regulacii Ca®* homeostdzy a Ca®* zavislych metabolickych — dréah
(NAKAMURA et al. 2001b, MICHALAK et al. 2002), v embryogenéze (MESAELI
et al. 1999), pri modifikacii bunkovej adhézie (COPPOLINO et al. 1997), zmene
génovej expresie (MICHALAK et al. 1999, BURNS et al. 1994a, DEDHAR et al.
1994), fagocytoze apoptickych buniek (GARDAI et al. 2005) a potencialne i indukcii
protinddorovej imunity (OBEID et al. 2007, CLARKE a SMYTH 2007).

3.2.3.1. Kalretikulin ako chaperon

Kalretikulin sa podiel'a na skladani rozlicnych bielkovin, napr. povrchovych
receptorov, integrinov, transportérov ¢i idbnovych kanalov (MICHALAK et al. 1999).
Tato funkcia je vyznamne spojend stzv. kalretikulin-kalnexinovym cyklom, v
ktorom sa kalretikulin spolu s d’alSimi chaperonmi ER (kalnexin, Erp57, PDI)
podiel'a na skladani novosyntetizovanych glykoproteinov. CRT a kalnexin viazu
prostrednictvom svojich P-domén monoglukosylovany, vysoko mandzovy
oligosacharid (Glc;MangGICNAC;) a rozpoznavaju termindlnu glukézu a Styri
interné manozy glykoproteinu (TROMBETTA 2003b). Kalretikulin interaguje
s tymito glykoproteinmi az do okamziku, nez nadobudnu prirodzent tercidlnu ¢i
kvartérnu Strukturu (SAITO et al. 1999).

Vel'mi dolezitou funkciou kalretikulinu je jeho ti¢ast’ na skladani MHC gp I
(SOLHEIM et al. 1997). Tento proces sa zahajuje vazbou kalnexinu na o retazec
MHC gp I hned’ po jeho syntéze. Po asociacii Bo-mikroglobulinu s o retazcom MHC
gp | dochddza kuvolneniu kalnexinu z komplexu. Nasledne sa vzniknuty
heterodimér viaze na Kkalretikulin a tapasin. Peptidove fragmenty, ktoré su

degradované v proteazémoch v cytosole, su transportované prostrednictvom TAP
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pumpy do lumenu ER. MHC gp | sa po kompletnom zlozeni uvolnuje z komplexu
proteinov a spolu s peptidmi je transportovany na membranu.
Kalretikulin je povazovany i za stresovy protein; jeho expresia sa zvysuje

nasledkom bunkového stresu napr. tepelnym Sokom (CONWAY et al. 1995).

3.2.3.2. Kalretikulin ako regulator Ca** homeostazy

Kalretikulin hra zasadn( Glohu v regulacii Ca?* homeostazy. Zvysena hladina
kalretikulinu ~ zvy§uje mnozstvo Ca®’* v intracelularnych  zasobérfiach
(BASTIANUTTO et al. 1995). Naopak kalretikulin-deficientné bunky maju znizent
koncetréaciu Ca** v ER v porovnani s bunkami s fyziologickou hladinou kalretikulinu
(NAKAMURA et al. 2001b). Kalretikulin pravdepodobne modifikuje transportnd
aktivitu sarkoplazmatickej/endoplazmatickej ATPazy, ktora transportuje Ca** do
lumenu ER (CAMACHO et al. 1995, JOHN et al. 1998).

3.2.3.3. Uloha kalretikulinu v embryogenéze

Experimentélne bola preukazana uloha kalretikulinu vo vyvoji srdca u mysi.
Disrubcia génu pre kalretikulin bola pre mysi letdlna. Histologicka analyza embryi
kalretikulin-deficientnych mysi preukazala defekty vo vyvoji srdca, predovsetkym
stensenie srdec¢nej steny. Popri anatomickych zmenach srdca bola u tychto mysi
preukazana aj omphalocele (umbilikalna hernia) (MESAELI et al. 1999).

Expresia kalretikulinu bola v embryonalnych bunkéach vysoka a po narodeni
prudko klesala (MESAELI et al. 1999). ZvySena postnatalna expresia kalretikulinu
vsrdei mysi viedla krozvoju tazkych srdeénych aritmii a bloku atrio-

ventrikularneho prevodného srde¢ného systému (NAKAMURA et al. 2001a).
3.2.3.4. Ovplyvnenie bunkovej adhézie kalretikulinom

Kalretikulin  asociuje s cytoplazmatickou ¢astou o podjednotky
membranovych integrinov, ktoré sprostredkdvaju bunkova adhéziu (ROJIANI et al.

1991, KRAUSE a MICHALAK 1997). U mysi s knock-outom génu pre kalretikulin

bolo pozorované porusenie integrinmi sprostredkovanej adhézie na fibronektin a
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laminin, priom mnozstvo exprimovanych integrinov zostalo nezmenené

(COPPOLINO et al. 1997).

3.2.3.5. Vplyv kalretikulinu na génovu expresiu steroidnych horménov

Véazba Kkalretikulinu s DNA vazbovou doménou jadrovych steroidnych
receptorov potlacuje génovi expresiu. Kalretikulin Specificky interaguje s dvoma
receptormi steroidnych hormonov (glukokortikoidnym, androgénym) (BURNS et al.
1994b, DEDHAR et al. 1994). Predpoklada sa, Ze by tieZ mohol viazat
progesteronovy receptor. Steroidné hormény sa viazu na intracelularne receptory a
vytvaraju tak komplexy hormén — receptor, ktoré priamo ovplyviuju transkripciu
génov. V pritomnosti kalretikulinu vSak DNA védzbova doména steroidnych
receptorov nemoze interagovat’ s prislusnou nukleotidovou sekvenciou promotoru
génu, ¢o vedie k inhibicii transkripcie. Je moZné, Ze napadnéd sekvencnd podobnost’
medzi o podjednotkou integrinu a DNA véazbovou doménou steroidnych receptorov

suvisi s vazbou kalretikulinu k obom molekulam (BURNS et al. 1994a).

3.2.3.6. Uloha kalretikulinu pri fagocytdze apoptickych buniek

Kalretikulin slizi spolu s fosfatidylserinom ako rozhodujuca molekula pre
rozpoznanie a odstranenie apoptickych buniek fagocytmi (GARDAI et al. 2005).
Fagocytujuce bunky rozpoznavaju kalretikulin na povrchu apoptickych buniek
prostrednictvom receptoru CD91/LRP (LDL-receptor-related protein) (BASU et al.
2001). GARDAI et al. (2005) preukazal neschopnost’ ¢i zniZzent schopnost
fagocytov pohltit’ kalretikulin-deficientné bunky.

Mechanizmus fagocyt6zy apoptotickych buniek je prisne regulovany. Aby sa
zabranilo nekontrolovanej fagocyt6ze buniek, na ich povrchu su pritomné proteiny
(CD 47, CD 200) rozpoznavané povrchovymi inhibicnymi receptormi fagocytov
(SIRP-a, CD 200R). Ich aktivaciou sa vysielaju inhibi¢né signaly oznacované ako
“don’t eat me* signaly (HOREJSI a BARTUNKOVA 2005). Pri premene bunky na
apoptotickl, dochadza (eSte pred stratou membranovej integrity) k zmendm na jej
povrchu. Zvysi sa pritomnost’ kalretikulinu na povrchu, jeho molekuly sa zhlukujd
navzajom a aj s fosfatidylserinom a sluzia ako “eat me* signaly. Tieto zmeny

pravdepodobne blokuju “don’t eat me* signalizaciu (vdzbu CD 47 a SIRP-a) a
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kalretikulin tak dokaze efektivnejsie stimulovat’ receptor CD91/LRP na fagocytoch
(GARDAI et al. 2005). Mechanizmy tohto procesu nie st doposial’ dostatocne
objasnené. Uvazuje sa i o tom, ze kalretikulin méze na povrchu buniek stabilizovat
povrchové molekuly, ktoré su dolezité pre aktivaciu fagocytov (CLARKE a SMYTH
2007).

OBEID et al. (2007) oznacili tlohu Kkalretikulinu v rozvinuti protinddorovej
imunitnej odpovede za klucova a naértli moznost pouzitia kalretikulinu
v protinddorovrj terapii. Experimentalne navodili rychlu translokéciu kalretikulinu na
povrch nadorovych buniek prostrednictvom cytostatika anthracyklinu (OBEID et al.
2007)

V suvislosti s protinddorovym efektom je zaujimavy inhibi¢ny efekt N-
domény kalretikulinu, oznaovane; niektorymi autormi ako vasostatin, na

novotvorbu ciev nadorov (PIKE et al. 1999, SUN et al. 2005).

3.2.4. Interakcia kalretikulinu s extracelularnymi a intracelularnymi

molekulami

Okrem vysSie uvedenych molekul, kalretikulin interaguje i1 s receptorom pre
vitamin D, RNA viru Rubeoly, perforinmi cytolytickych granil (ANDRIN 1998,
FRASER et al. 2000), komponentmi ribonukleoproteinového komplexu Ro/SS-A
(CHENG et al. 1996, SINGH et al. 1994, EGGLETON a LLEWELLYN 1999) a s
Clg komponentom komplementu. Schopnost’ viazby kalretikulinu s C1q je dana jeho
Struktarnou podobnostou s C1q receptorom (MALTHORA et al. 1993, KISHORE et
al. 1997a).

3.3. VYSKYT AUTOPROTILATOK PROTI KALRETIKULINU

Fenomén vyskytu antikalretikulinovych protilatok je znamy u velkej rady
autoimunitnych a parazitarnych ochoreni. Ako historicky prvé izotypy protilatok
proti Kkalretikulinu boli popisané triedy IgG a lgM v sérach pacientov so SLE,
reumatickou artritidou, Sjogrenovym syndromom, kongenitdlnym srde¢nym blokom
a zmieSanou chorobou spojiva (ORTH et al. 1996, KISHORE et al. 1997b,
ROUTSIAS et al. 1993, EGGLETON a LLEWELLYN 1999). IgM a IgG protilatky
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boli preukazané i v sérach pacientov infikovanych parazitmi Schistosoma japonicum,
Onchocerca volvulus a Trypanosoma crusi (LUX et al. 1992, HUGGINS et al. 1995,
MARCELAIN et al. 2000).

Aj napriek Sirokému vyskytu antikalretikulinovych protilatok izotypu IgG,
antikalretikulinove protilatky triedy IgA boli detegované iba u pacientov
s niektorymi gastrointestinalnymi chorobami. IgA autoprotilatky proti kalretikulinu
boli popisané i v sérach pacientov s glutén senzitivnou enteropatiou - celiakiou, ktora
sa dnes povazuje za autoimunitné ochorenie, aj ked’ je u geneticky citlivych oséb
vyvolavana potravinovym lepkom (KARSKA et al. 1995, TUCKOVA et al. 1995).
V sérach 92% celiakalnych pacientov boli preukazané zvysené hladiny IgA a 1gG
antikalretikulinovych protilatok. Popri izotype 19gG algM protilatok, IgA
antikalretikulinové protilatky boli detegované aj u niektorych pacientov s primarnou
bilidrnou cirhézou, autoimunitnou hepatitidou, alkoholickou cirh6zou pecene
a yersiniozou (KREISSEL et al. 1999, SANCHEZ et al. 2003). Zvysené hladiny IgA
protilatok proti kalretikulinu boli popisané i u niekol’kych pacientov s roztrdsenou
skler6zou a nespecifickymi érevnymi zapalmi (KREISEL et al. 1999, SANCHEZ et
al. 2000).

3.4. ANALYZA ANTIGENNYCH EPITOPOV KALRETIKULINU
ROZPOZNAVANYCH ANTIKALRETIKULINOVYMI
PROTILATKAMI

Pre objasnenie tvorby antikalretikulinovych protilatok ¢i pre priblizenie ich
Ulohy u jednotlivych chordb je dolezité charakterizovat’ Specificitu tychto protilatok
pre jednotlivé casti kalretikulinu. Zaroveni analyza epitopov tohto proteinu
rozpoznavanych protildtkami pacientov moéze byt vyznamnd aj z hladiska ich

diagnostickej alebo prognostickej hodnoty.

Informéacie o protildtkami rozpoznavanych epitopoch kalretikulinu sd
obmedzené. Antigénne epitopy kalretikulinu rozpoznavané IgG protilatkami boli
popisané u pacientov s reumatickymi ochoreniami (SLE, Sjogrenov syndrém,
reumatoidnd artritida). K tomuto ucelu autori zvolili ELISA metodu, v ktorej pouzili
ako antigén syntetické peptidy a rekombinantne pripravené fragmenty kalretikulinu
(ROUTSIAS et al. 1993, EGGLETON et al. 2000). V tychto stadiach autori

21



detekovali najviac antigennych epitopov v N- a P- terminalnej Casti kalretikulinu.
Epitopy boli rozpoznavané protilatkami 69% pacientov s aktivnou formou SLE,
zatial' ¢o C-doména nebola 1gG protildtkami tychto pacientov rozpoznavana
(EGGLETON et al. 2000). Rozpoznévanie N-domeény Kkalretikulinu 1gG protilatkami
pacientov so SLE preukazal taktiez KISHORE et al. (1997b), ktory tito doménu
povazuje za imunodominantni. Oproti tomu u pacientov s hepatocelularnym
karcindmom indukovali imunitna odpoved’ epitopy lokalizované v C terminalnej
Casti kalretikulinu (LE NAOUR et al. 2002). To naznacuje odlisnosti v epitopoch
kalretikulinu vyvolavajlcich autoreaktivitu u jednotlivych choréb.

Neskdr SANCHEZ et al. (2003) charakterizovali pomocou metddy
PEPSCAN iepitopy rozpoznavané IgA protildtkami u pacientov s celiakiou,
primarnou cirh6zou pecene, autoimunitnou hepatitidou a alkoholickou cirh6zou
pecene. U tejto metddy boli pouzité syntetické dekapeptidy kovalentne naviazané na
celulozovi membranu. Tieto peptidy pokryvali celid sekvenciu molekuly
kalretikulinu a vzajomne sa pritom prekryvali o osem aminokyselin. Pacientské
sérove IgA protilatky reagovali s vel'kym mnozstvom peptidov korespondujicich so
sekvenciami vSetkych troch casti kalretikulinove; molekuly. Najviac antigénnych
epitopov rozpoznavanych protilatkami pacientov bolo lokalizovanych v N- a C-
doméne molekuly. Zakladnym zistenim tohto Stidia bol néalez spolo¢nych a pre

chorobu Specifickych antigénnych epitopov kalretikulinu rozpoznavanych sérovymi

IgA protilatkami pacientov (SANCHEZ et al. 2003).

3.5. PRICINY AUTOREAKTIVITY PROTI KALRETIKULINU

Existuje niekolko vzdjomne sa dopliujicich konceptov, ktoré objasiiuju

vznik autoreaktivity proti kalretikulinu.

Autoreaktivita proti kalretikulinu je spojovana sjeho uvolnenim do
extracelularneho prostredia. Toto uvolnenie spdsobené deStrukciou buniek ma za
nasledok konformaéné zmeny proteinu a odhalenie mnozstva kryptickych epitopov,
ktoré boli doposial’ pre imunitny systém nedostupné (EGGLETON a LLEWELLYN
1999).
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Vznik autoimunitnej reakcie proti kalretikulinu moze tiez vyvolat’ asocidcia
proteinu s molekulami, ktoré indukujti imunitni odpoved’. U pacientov trpiacich
Sjogrenovym syndromom a SLE sa kalretikulin vyskytuje v komplexe s Ro/SS-A.
Tento rozpustny ribonukleoproteinovy komplex, ktory pozostava zo S$tyroch
proteinovych komponentov (60-,52- 46 kDa proteiny a kalretikulin) a d’alsich
Styroch malych cytoplazmatickych RNA (hYRNA 1, -3, -4 a -5), je uvoltiovany
Z poskodenych buniek. Uvolneny Ro/SS-A moze vyvolat autoimunitnii reakciu,
ktora sa rozSiruje na vSetky molekuly komplexu vratane kalretikulinu (,.epitope
spreading*) (KINOSHITA et al. 1998, EGGLETON a LLEWELLYN 1999).

Pri¢inou spustenia autoimunitnej reakcie proti kalretikulinu moéze byt aj
mechanizmus molekularnych mimikier — podobnost’ mikrobialnych antigénov
s molekulami telu vlastnymi. Parazity mo6zu uvolfiovat molekuldrne homology
kalretikulinu, aby unikli imunitnej odpovedi hostitela. Takymto homoldégom
kalretikulinu je napr. Ral-1 sekretovany parazitom Onchocerca volvulus. Ral-1,
podobne ako kalretikulin, sa viaze na podjednotku Clq komplementovej molekuly
Cl, atym mobze blokovat klasicki drahu komplementu (EGGLETON a
LLEWELLYN 1999). Sacasne na zvySené mnozstvo Ral-1 molekuly v hostitel'skych
tkanivach reaguje imunitny systém hostitel'a tvorbou protilatok (MCCAULIFFE et.
al 1990, LUX et al. 1992). Boli preukdzané homologne sekvencie kalretikulinu
s molekulami niektorych parazitov (Onchocerca volvulus (MC CAULIFFE et al.
1990), Schistosoma japonicum (HUGGINS et al. 1995), Leischmania donovani
(JOSHI et al. 1996), Amblyomma americanum (SANDERS et al. 1998), Necator
americanus (PRITCHARD et al. 1999)). V tejto stvislosti je zaujimavé, Ze niektoré
z antigénnych epitopov kalretikulinu rozpoznavanych IgA protildtkami pacientov
s gastrointestinalnymi chorobami vykazovali 90% homologie so sekvenciami
kalretikulinového homologu parazita O. volvulus (peptid ASKPEDWDEW), ale aj s
niektorymi  sekvenciami molekdl Vibrio cholerae (peptid SIYAYDNFGV)
(SANCHEZ et al. 2003).

Tvorbu protilatok proti kalretikulinu méze indukovat’ taktiez expresia aberantne
¢i atypicky posttranslaéne modifikovanych foriem tohto proteinu. V sérach pacientov
s halotanovou hepatitidou boli preukéazané protilatky proti trifluoroacetylovanej forme

kalretikulinu i protilatky proti intaktnej molekule kalretikulinu (GUT et al. 1995).
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3.6. NADOROVE MARKERY

Za nadorové markery sa povazuji molekuly, ktoré maju suvislost' s
pritomnost'ou nadoru a jeho progresiou. Predstava idedlneho néadorového markera
zahfna:

1.) $pecificitu pre malignitu (v idealnom pripade pre konkrétny typ nadoru) a jej
lokalizéciu

2.) pozitivnu korelaciu s mnozstvom nadorového tkaniva

3.) primerant dynamiku hladin markera vo vztahu k mnozstvu nadorového tkaniva

4.) jednoduchy pristup k prislusnej molekule (pritomnost’ v telesnych sekrétoch)

Aj napriek velkej snahe, doposial Ziaden nadorovy marker nespiiia vietky
vysSie uvedené kritéria (LAI 2003). Stanovenie pritomnosti ¢i hladin tychto molekul sa
v klinickej praxi pouziva  pre screening, stanovenie diagnézy a progndzy,
monitorovanie odpovede na lieCbu ¢i pre v€asnu detekciu opakovaného vyskytu.
Vicsina molekual pouzivanych ako nadorové markery pochadza z nadorovych buniek,
no moézu byt produkované organizmom aj ako odpoved’ na nadorovy rast.

Pre diagnostiku nadorov gastrointestinalneho traktu (kolorektalneho karcinomu,
hepatocelularneho karcinomu a nadorov pankreasu) sa V klinickej praxi najviac
pouzivaju nadorové markery pritomné v sérach pacientov: karcinoembryonalny antigén
(CEA), alfa-fetoprotein (AFP) a mucinové markery (CA-19-9) (SEREGNI et al. 2001).

Karcinoembryonalny antigén (CEA) bol prvykrat popisany v roku 1965
Goldom a Freedmanom v extrakte adenokarcindbmu hrubého ¢reva (GOLD
a FREEDMAN 1965). CEA je glykoprotein patriaci do imunoglobulinovej superrodiny.
Je to adhezivna molekula pritomna v plazmatickej membrane. Pravdepodobne
umoziiuje vzajomnu adhezivitu nadorovych buniek. CEA je exprimovany vo vysokej
hladine v naddorovych bunkach, ale nie v bunkach zdravych dospelych jedincov. Za
fyziologickych podmienok bola vysoka expresia CEA popisana iba na bunkach creva,
pankreasu a pecene pocas embryonalneho vyvoja. CEA sa pouziva ako marker pre
diagnostikovanie kolorektalneho karcindmu. Tento marker vSak nie je Specificky len pre
toto ochorenie. Jeho hladina byva zvySend aj u karcindmu prsnika, Zalidka, pankreasu,

moc¢ového mechura apefene ale aj unemalignych zapalovych ochoreni pecene
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a pankreasu (SEREGNI et al. 2001, RIHOVA 2005). Stanovenie hladin CEA mé vsak
vyznam pri sledovani remisie ochorenia po ukonéeni lie¢by (RTHOVA 2005).

Alfa-fetoprotein (AFP) je glykoprotein fyziologicky produkovany zltkovym
vakom apecenou fétu. V dospelosti je vsére pritomny len v malom mnoZstve.
V klinickej praxi sa pouziva ako diagnosticky marker hepatocelularneho karcindému,
avSak jeho vyuzitelnost je obmedzena kvoli zvySenym sérovym hladindam AFP
u zavaznych ochoreni pecene (hepatitida, cirhoza) (BAYATI et al. 1998, MOTOLA-
KUBA et al. 2006). Zvysené hladiny AFP boli preukazané iv sérach pacientov
snadormi Zaludka, pankreasu a zarodo¢nych bunick (BRODANOVA a KORDAC
1993, RIHOVA 2005).

Mucin CA 19-9 je vysokomolekularny glykoprotein, ktory sa pravdepodobne
tvori v dosledku poruchy syntézy karbohydratovych postrannych retazcov. Zvysené
sérové hladiny CA 19-9 boli popisané u viacerych malignit (gastrointestinalnych,
respiranych, urogenitalnych). Testovanie hladin CA 19-9 sa vyuziva hlavne
v diagnostike karcinomu pankreasu, ale zvySené hladiny tohto mucinu boli preukazané
aj u nemalignych ochoreni pankreasu a pe¢ene (GUPTA 1985, SEREGNI et al. 2001,
RIHOVA 2005).

Do dnesnej doby nie je identifikovany dostato¢ne u€inny biomarker pre v€éasnu
diagnostiku karcinomu pankreasu, kolorektalneho karcindmu a hepatocelularneho
karcinomu, ¢i pre ich rozliSenie od chronického zapalového ochorenia, ktoré predchadza

tymto ochoreniam.

3.7. ONKOLOGICKE OCHORENIA A KALRETIKULIN

V niekol’kych Studidch bola preukdzana zvySena expresia kalretikulinu ¢i vyskyt
jeho atypickych foriem v nadorovych tkanivach pecene, pankreasu, mo¢ového mechura,
hrubého Creva, prsnika a prostaty. Pri¢iny tychto zvySenych expresii zatial’ nie s presne
zname. V stadiach zaoberajucich sa touto problematikou bolo poukazané i na moznost’
pouzitia kalretikulinu ¢i protilatok proti kalretikulinu ako markera pre diagnostiku
niektorych nadorovych ochoreni (BINI et al. 1997, ALAIYA et al. 2000, YOON et al.
2000, LE NAOUR et al. 2002, BRUNAGEL 2003, HONG et al. 2004, KAGEYAMA et
al. 2004).
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3.7.1. Nadory pecene

3.7.1.1. Karciném pecene a rizikové faktory

Karcindm pecene je Siestym najCastejSie sa vyskytujucim typom rakoviny na
svete. Vzhl'adom k zlej progndze pacientov s karcindmom pecene, je tento nador jednou
Z najcastejSich pri¢in umrti pacientov na onkologické ochorenia. Medzi krajiny
snajvy$Sou incidenciou nadorov pedene patria vychodni a juhovychodna Azia,
Melanézia a sub-saharska Afrika (PARKIN et al. 2005).

Karciném v peceni rastie ako homogénna masa, ktora utlaca okolity parenchym.
Neskor vytvara satelitné uzly, ktoré moézu splyvat s pbvodnym uzlom. Karcindm
v cirhoze ma multilokularnu formu s pocetnymi malymi uzlami, ktoré postupne
prerastaji do okolitého parenchymu. Casté st nekrotické zmeny nadorovej masy najma
uprostred vi¢sich uzlov (BRODANOVA a KORDAC, 1993).

K diagnostike karcindbmu pecene sa pouziva sonografia, poc¢itaCova tomografia,
laparoskopia, scintigrafick¢é  vySetrenie, angiografia, magnetickd rezonancia
a histologické vySetrenie tkaniva peCene. Laboratdrne sa testuju sérové hladiny alfa-
fetoproteinu (AFP) (MOTOLA-KUBA et al. 2006, KLENER et al. 2001).

Hlavnym rizikovym faktorom pre vznik karcindmu pecene je infekcia virusom
hepatitidy B a hepatitidy C. Prekonanie tychto choréb zvySuje riziko karcindmu pecene
az 20 nasobne (DONATO et al. 1998). 25 percent pacientov s hepatocelularnym
karcindmom je chronickym nositefom virusu hepatitidy B v USA (MARRERO 2003).
V sucasnej dobe je zvySujuca sa incidencia karcindmu pecene vo svete vysvetlovana
roz§irovanim Vvirusu hepatitidy v populacii. V oblastiach s vysokym vyskytom nadorov
pecene sa ako prevencia UspeSne uplatituje ockovanie novorodencov proti virusovej
hepatitide B (CHANG et al. 1997). Vyznamnu ulohu pri vzniku hepatocelularneho
karcinomu zohrdva i cirh6za pecene, hepatotoxiny (predovsetkym aflatoxin
produkovany plestiou Aspergillus flavus), porfiria, tyrosinémia 1. typu a hereditarna
hemochromatdza (FRACANZANI et al. 2001, KLENER et al. 2001, BRODANOVA a
KORDAC 1993, MOTOLA-KUBA et al. 2006).

Virusové hepatitidy predstavuju  roznorodi skupinu ochoreni pecene
charakterizovanti poskodenim jej tkaniva zapalovym ¢&i nekrotickym procesom. Su

vyvolané hepatotropnymi virmi. Priebeh ochorenia mdze byt rozny, od spontanne
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mizniuceho poskodenia az po nenavratné poskodenie pecene. Vo vztahu ku vzniku
primarneho karcindmu pecene je vyznamna virusova hepatitida typu B a C (KLENER et
al. 2001).

Virusova hepatitida B je sp6sobena Hepadnavirusom. Z celosvetového hladiska
ide o stale Castu formu virusovych hepatitid. Pocet virusonosi¢ov sa odhaduje az na 300
miliénov. Virusy st obsiahnuté v telovych tekutinach. Spdsob prenosu virusovej
hepatitidy B je horizontalny a vertikalny. NajcastejSie formy horizontalneho prenosu st
krvné transfuzie, injek¢éna aplikdcia drog a pohlavny styk. Sérum pacientov
infikovanych virusom hepatitidy B obsahuje proti tomuto virusu protilatky, ktorych
detekcia je zakladom pre sérovu diagnostiku. V lie¢be sa vyuziva interferon alfa,
lamivudin, adefovir a entecavir (KLENER et al. 2001, MARCELLIN et al. 2007).

Virusova hepatitida C je spbsobend Flavivirusmi. Cesty prenosu su v podstate
totozné s hepatitidou B. Virus infikuje periférne mononukleary, ktoré su potom
rezervoarom infekcie. V terapii sa vyuziva podavanie interferonu alfa a ribavidinu
(KLENER et al. 2001).

3.7.1.2. Karcinom pecene a kalretikulin

LE NAOUR et al. (2002) identifikovali pomocou 2DE v hepatomovych
bunkovych linidch (PLC-PRF5 a Huh7) osem proteinov, ktoré boli rozpoznavané
sérovymi protilatkami u niektorych pacientov s hepatocelularnym karcinomom, ale nie
protildtkami zdravych jedincov. Tieto molekuly sG zastupcami rozli¢nych skupin
proteinov ako chaperony (kalretikulin a hsp60), Struktarne proteiny (cytokeratin 8,
cytokeratin 18 a B tubulin), enzymy (creatin kindza-B, F1-ATP synthase [-subunit
a nukleosid phosphate kinaza A). V tejto studii autori detekovali v nddorovych liniach
pecene skratent formu kalretikulinu s molekulovou hmotnost'ou 32 kDa, ktort oznacili
ako CRT 32 (obr. 2). Hmotnostna spektrometria a Western blotova analyza pouzitim
Specifickych protildtok proti C- a N- termindlnemu peptidu potvrdila, ze CRT 32 ma
skratent N- doménu. V porovnani s nemalignym tkanivom pecene bolo mnozstvo CRT
32 v nadorovom tkanive pecene vyssie (LE NAOUR et al. 2002).

Obe formy kalretikulinu, kompletna molekula kalretikulinu a CRT 32, boli
rozpoznavané IgG protilatkami v sérach pacientov s hepatocelularnym karcinbmom.
Protilatky proti CRT 32 sa vyskytovali len v dvoch z 24 sér pacientov s nadorom

prsnika a v dvoch z 52 sér pacientov s nadorom pl'ic. Neboli zistené ziadne protilatky
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proti kalretikulinom u pacientov s nddorom mozgu (n=16), melandbmom (n=7)
a nadorom pazeraku (n=17) (LE NAOUR et al. 2002).

YOON et al. (2000) preukazali hojné zastupenie kalretikulinu v jadre buniek
hepatocelularneho karcindmu (ale nie v jadrach nemaligneho tkaniva pec¢ene).

Nedavno CHIGNARD et al. (2006) identifikovali skratent formu kalretikulinu —
CRT 18 vnadorovom tkanive hepatocelularneho karcindmu. Jej aminokyselinova
sekvencia kore$ponduje s N-koncovou ¢ast'ou kalretikulinu. V porovnani s CRT 32,
zastupenie CRT 18 bolo signifikantne zniZené v nddorovom tkanive pecene. Pritomnost’
CRT 18 autori preukazali iv médiu bunkovej linie PLC-PRF5. Celd molekula
kalretikulinu je pravdepodobne v bunké&ch hepatocelularneho karcindmu Stiepena na
CRT 32 aCRT 18, pricom proteinovy fragment CRT 18 je uvolnovany do
extracelularneho prostredia. 1zoformu kalretikulinu CRT 18 detegovali aj v sérach
pacientov s hepatocelularnym karcindmom. Metdédou ELISA preukazali signifikantne
zvySené hladiny CRT 18 vsérach pacientov s hepatocelularnym karcinbmom
v porovnani so sérovymi hladinami CRT 18 u pacientov rizikovych skupin pre vznik
ochorenia (chronicka hepatitida a cirh6za) a zdravych kontrol (CHIGNARD et al.
2006).

LE NAOUR et al. (2002) predpoklada, ze k vyvolaniu humoralnej odpovede
proti kalretikulinu a CRT 32 moze prispiet’ zvySena expresia CRT 32 v nadorovych
tkanivach. CHIGNARD et al. 2006 predpokladaju, ze pri¢inou vzniku autoprotilatok
proti kalretikulinu v sérach pacientov s hepatocelularnym karcindmom by mohlo byt
Stiepenie kalretikulinu na fragmenty CRT 32 a CRT 18 (CHIGNARD et al. 2006).
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Obr. 2 Kalretikulin a jeho skratend forma CRT 32 (prevzaté z ¢lanku LE NAOUR et al.
2002).

3.7.1.3. Metastatické nadory pecene

Pecen je najpriaznivejSim miestom pre vznik metastaz. Vd’aka svojmu cievnemu
zasobeniu a intenzivnemu prekrveniu, peCent vychytdva maligné bunky prinasané
obehom. Metastatické nadory pecene tvoria az 95% vSetkych nadorov pecene. Hlavnym
zdrojom metastaz v peceni sU nadory traviaceho traktu (najma kolorektalny karcindm)
ale inadory prsnika, bronchidlny karcindm ¢&i karcindm obli¢iek a tyreoidey
(BRODANOVA a KORDAC 1993, KLENER et al. 2001).

Metastatické postihnutie pecene sa prejavuje v pokrocilych stadiach tlakovou
bolestou v mezogastriu, ascitom, zvySenymi teplotami ¢i rychle progredujucou
kachektizaciou a anemizaciou. PeCenl je vyrazne zviac¢Sena a tvrda. ZvySuje sa aktivita
ALP, GMT a aminotransferaz. Diagnostika je zaloZena na vyuzivani ultrasonografie,
pocitadivej tomografie, laparoskopie a biopsii pedene (BRODANOVA a KORDAC
1993, KLENER et al. 2001).

3.7.2. Nadory pankreasu
3.7.2.1. Nadory pankreasu a rizikové faktory

Pacienti s rakovinou pankreasu maji najhorsiu prognézu zo vsetkych pacientov
s onkologickymi ochoreniami (PARKIN et al. 2005). Median prezitia pacientov

s nadorom pankreasu sa pohybuje vrozmedzi 3-6 rokov. Nadory pankreasu su
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najCastejSie maligne novotvary derivované z vystelky exokrinnej Casti pankreasu —
adenokarcindbmy (95%) (KLENER et al. 2001).

Vcasné diagnostikovanie nadoru pankreasu je obtiazne, pretoze symptémy
ochorenia su neSpecifické a premenlivé. To je pri¢inou odhalenia az pokrocilejSich
stadii, kedy uz nador prerastd do okolitych tkaniv a tvori dcérske loziska (LUTTGES
a KLOPPEL 2000). Klinické priznaky sa vyznacuju epi- a mezogastralnou bolest'ou
u asi 90% pacientov. Pri lokaliz&cii karcinbmu v oblasti kaudy pankreasu sa intenzita
bolesti meni so zmenou polohy. Postihnutim hlavy pankreasu moze dojst’ k obstrukeii
zléovodu nadorovymi masami a vzniku Zltacky (KLENER et al. 2001).

V stucasnosti pre diagnostiku vyuzivané metddy (ultrasonografia, pocitacova
tomografia, endoskopickéa retrogradna cholangiopankreatografia a laparoskopia) su
laboratérnym testom pre diagnostiku nadorov pankreasu je stanovenie hladiny CA 19-9
v séru (KLENER et al. 2001, KARACHRISTOS et al. 2005).

Pri¢iny vzniku nadorov pankreasu st nejasné. Ako rizikové faktory pre vznik
tohto ochorenia sa uvadzaju prislusnost’ k muzskému pohlaviu, vek, fajcenie, diabetes
mellitus ¢i diéta s vysokym obsahom tuku. V poslednej dobe sa vyznamna uloha pri
vzniku nadoru pankreasu pripisuje pankreatitidam (KLENER et al. 2001, WAYNE et
al. 2007).

Pankreatitidou je oznaCovany zapal pankreasu. Je vyvolany porusenim tkaniva
traviacimi enzymami pred¢asne aktivovanymi uz v samotnom pankrease. V klinickej
praxi je pankreatitida rozdel'ovana na akutnu a chronicku.

Akutna pankreatitida sa prejavuje prudkou epigastralnou bolest'ou sprevadzanou
obvykle zvy$enim koncentracie pankreatickych enzymov v Krvi a v mo¢i, leukocytézou,
popr. Sokom. Mo6ze sa vyskytnat’ i opuch brucha, zvracanie ¢i horacka. NajcastejSou
pricinou byvaji ochorenia zI¢ovych ciest a konzumécia alkoholu. Diagnéza sa
stanovuje na zdklade klinickych priznakov, laboratérnych vysetreni sérovych hladin
pankreatickych amylaz a lipdz a sonografiou ¢i pocitatovou axialnou tomografiou
(KLENER et al. 2001).

Hlavnym rysom chronickej pankreatitidy je dlhotrvajice poskodenie tkaniva
pankreasu. Véac¢Sina pacientov trpi typickou, stdlou bolestou lokalizovanou
predovsetkym v hypogastriu a pod oboma rebrovymi oblikmi. Bolest' sa spravidla
zintenziviiuje prijmom potravy a tekutin. St vSak zndme 1 tazSie pokrocilejSie formy

pankreatitid, kedy bolest’ uplne vymizne navzdory tazkého poSkodenia pankreatického
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tkaniva. NajcastejSou pri¢inou vzniku chronickej pankreatitidy je dlhodob4d nadmerna
konzumacia alkoholu. Medzi d’alsie rizikové faktory patri poSkodenie pankreatického
vyvodu po prekonani akutnej pankreatitidy, dlhodobé podavanie analgetik ¢i stavy
doprevadzané zvySenou hladinou vapnika (hyperkalcémia) a inymi metabolickymi
poruchami. Na vznik chronickej pankreatitidy moéze mat vplyv 1 heritabilita
(hereditarna pankreatitida) a kongenitalna pankreaticka abormalita (pancreas divisum).
Diagnostika je zaloZzend na sérologickom vySetreni enzymatickej aktivity pankreasu
a pouzitim morfologickych metéd ako sonografia, endoskopicka retrogratna

cholangiopankreatografia a pocitatova axialna tomografia (KLENER et al. 2001).

3.7.2.2. Nadory pankreasu a kalretikulin

V sérach 50% pacientov s nadormi pankreasu boli preukézané sérové protilatky
proti niekol’kym proteinom (transmembranovému glykoproteinu MUCI, p53, Rad51)
(RAEDLE et al. 1996, MAACKE et al. 2002, HAMANAKA et al. 2003). HONG et al.
(2004) identifikovali pomocou kombinacie 2DE a Western blotu dve izoformy
kalretikulinu, ktoré boli rozpoznavané IgG sérovymi protilatkami 58% pacientov
s nadorom pankreasu. Pritomnost’ tychto izoforiem kalretikulinu nebola obmedzena iba
na bunky nadoru pankreasu ale boli tieZ preukazané v rovnakej koncentracii i u d’alSich
nadorov (pltac, hrubého c¢reva, vajecnikov). Sérové protilaitky pacientov s tymito
nadormi na rozdiel od protilatok pacientov s nadormi pankreasu nereagovali
s izoformami kalretikulinu. Vzhl'adom k tomu autori povazuju za nepravdepodobné, ze
by expresia izoforiem Kkalretikulinu v nddorovych tkanivach prispievala k tvorbe
antikalretikulinovych protilatok. Hoci v nddorovej bunkovej linii pankreasu bola zistena
pritomnost’ skratenej formy kalretikulinu CRT 32, nebola voc¢i nej vyvolana

imunoreaktivita (HONG et al. 2004).
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3.7.3. Nadory hrubého ¢reva

3.7.3.1. Kolorektalny karcindm a rizikove faktory

Karciném hrubého ¢éreva (kolorektalny karcindm) je v Ceskej populdcii Gastou
malignitou (KLENER et al. 2001). Kolorektalny karcinom ma v porovnani s ostatnymi
frekventovanymi malignitami relativne dobrd progn6zu; mortalita predstavuje asi
polovicu z diagnostikovanych pripadov tohto ochorenia (PARKIN et al. 2005). Horsiu
prognoézu vSak maju vzdy metastazujiice nadory.

Histologicky najcastejSim typom kolorektalneho karcindmu je adenokarciném,
ktory sa vyskytuje v 90% pripadov. Z ostatnych typov nadorov sa vyskytuju lymfomy
a squamozne karcindbmy. Najvyznamnejsimi klinickymi prejavmi ochorenia st
pritomnost’ krvi ¢i hlienu v stolici, zmeny v jej frekvencii, kvalite a konzistencii a
krvacanie z kone¢nika. Ochorenie je sprevadzané ineSpecifickymi priznakmi: Gnava,
chudnutie, anémia, subfebrilia. Kolorektalne karcindomy ¢asto metastazujii do pecene,
menej do plic, nadobli¢iek, peritonea, mozgu a skeletu (KLENER 2001).

V diagnostike sa uplatiluje viacero vySetrovacich metdd: kolonoskopické
vySetrenie s bioptickou verifikaciou, dvojkontrastna irigoskopia, vySetrenie okultného
krvacania v stolici a testovanie hladin karcinoembryonalneho antigénu (CEA) v sére
(SEREGNI et al. 2001).

Na vzniku kolorektalneho karcindému sa podielaji faktory genetické (mutacia
K ras genu, inaktivacia génu p53, APC) i faktory vonkajSieho prostredia. Geneticky je
podmienenych 10-15% vSetkych nadorov hrubého c¢reva. O vplyvoch vonkaj$ieho
prostredia svedéia predovsetkym velké rozdiely vo vyskyte ochorenia v rdznych
geografickych oblastiach (PARKIN et al. 2005, KLENER et al. 2001). Vyznamnu
Ulohu zohrava najmi zla zivotosprava (vysoky obsah tukov v potrave, nizky obsah
vlakniny a vitaminov, obezita, nedostatok fyzickej aktivity), vek, dlhotrvajice
nesSpecifické Crevné zapaly, pritomnost’ adematéznych polypov na sliznici hrubého
¢reva, nadmerna konzumacia alkoholu a fajéenie (MCKEOWN-EYSSEN 1994,
KLENER et al. 2001).
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3.7.3.2. Kolorektalny karcinom a kalretikulin

BRUNAGEL et al. (2003) preukazali pritomnost’ kalretikulinu v jadrovej matrix
buniek kolorektalneho karcindmu pouzitim kombinacie 2 DE a Western blotu. Expresia
kalretikulinu v jadre malignych buniek bola signifikantne vy$$ia v porovnani s jeho
expresiou V jadrach buniek v zdravom tkanive hrubého ¢reva (BRUNAGEL et al.
2003).
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4. MATERIALY A METODY

4.1. PRIPRAVA A PURIFIKACIA CUDSKEHO
REKOMBINANTNEHO KALRETIKULINU A JEHO
FRAGMENTOV

Pre testovanie hladin antikalretikulinovych protilatok v sérach pacientov
s onkologickymi ochoreniami bolo potrebné pripravit ludsky rekombinantny
kalretikulin, ktery sme pouzili ako antigén Vv ELISA testoch. V spolupraci
s laboratoriom Dr. Seba boli pripravené okrem kompletnej molekuly kalretikulinu aj jej

polovice a stvrtiny vo forme fuznych proteinov s ret'azcom Siestich histidinov (6xHis).

4.1.1. Transformacia plazmidu s kalretikulinovym fragmentom do

kompetentnych buniek E.coli BL 21 (ADE3) a indukcia jeho expresie

Kultiva¢né média:
LB médium: 10 g Bacto-tryptone, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl, 11
deionizovanej H,O
MDO meédium: 1 g NaH,POy4, 3 g NA;HPO,, 2 g NH,Cl, 0,5 g Na,SO4, 10 mg
thiaminu, 20 mg kvasni¢ného extraktu, 20 mg glycerolu, 1000 ml
deionizovanej H,O
(pomocou 5 mol/l NaOH upravit’ na pH 7; sterilizacia autoklavovanim (0,12 MPa, 20

minut)).

Plazmidovy konstrukt (pET 28b) nesuci gén pre 1. polovicu kalretikulinu bol
vopred pripraveny v spolupréci s rakuskym pracoviskom Odd. patologie Viedenskej
univerzity (Profesor Valenta, Dr.Swoboda, RNDr. Jelinkova, Ph.D.). DNA kddujlca
Pudsky rekombinantny kalretikulin bola amplifikovand pomocou PCR pouzitim
Specifickych primerov a cDNA T'udského kalretikulinu pochéadzajucej z Genbank, ¢.
M32294.

Vytvoreny plazmid sme transformovali do kompetentnych buniek produkéného

kmena E.coli BL 21 (ADE3). 50 pl buniek E.coli BL21 zmiesanych s 1ul plazmidovej
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DNA (100 pg/ml) sme preniesli z Tadu na vodny kupel’ (37 °C), pridali 0,5 ml LB
(Luria-Bertani) média a nechali d’al$iu hodinu pri 37 °C vo vodnom kupeli. Po uplynuti
inkubaénej doby sme preniesli 200 ul transformovanych buniek na vopred pripravené
Petriho misky s agarom a antibiotikom kanamycinom (100 pl agaru, 60 pul kanamycinu)
a nechali inkubovat’ cez noc pri 37 °C. Na druhy dent sme sterilnou bakteriologickou
kl'u¢kou urobili ster niekol’kych kolonii a zaoCkovali ,,prekultiru® do banky s 50 ml LB
média a 30 ul kanamycinu. Bunky sme nechali rast’ cez noc za staleho trepania pri 37
°C. Ré&no sme odobrali 15 ml suspenzie z 50 ml ,,prekultary*“ do vytemperovanych 5 1
Erlenmeyerovych baniek s médiom MDO a kanamycinom (500 ml MDO, 300 ul
kanamycinu). Zaroven sme pre SDS-PAGE analyzu odobrali i1 ml suspenzie ako
negativnu kontrolu bez indukcie expresie proteinového fragmentu. Po 45 mindtach
intenzivneho trepania sme zacali v pravidelnych Casovych intervaloch merat optick

denzitu (OD) kultary na spektrofotometri pri vinovej dizke 600 nm (tab. 1).

Tab. 1
CAS (min) oD
0 0,175
25 0,245
50 0,319
75 0,419
100 0,721

Po dosiahnuti optiméalnej optickej denzity (0,721), kedy je kultdra na pociatku
exponencialnej fazy rastu, sme pridali do 5 | banky 5 ml IPTG (izopropyl B-D-
thiogalaktopyranosid), ¢im sme indukovali expresiu prvej polovice kalretikulinu.
Inkubécia prebiehala za staleho trepania 4 hodiny pri 30 °C. Nasledovalo prudkeé
ochladenie kultury, z ktorej sme odobrali 1 ml pre analyzu vzorky na SDS-PAGE
v porovnani so vzorkou odobranou pred indukciou IPTG. Vzorky sme centrifugovali
(13000 ot/1 min) a vzniknuty pelet resuspendovali v 200 pul TUE (50 mM Tris, 8 M
Urea, 2 mM EDTA, pH 8). Takto spracované vzorky sme nariedili v reduké¢nom pufri

(kapitola 4.2.) a nanasali na gél.
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Po centrifugécii kultury (3400 ot/30 min) bol pelet resuspendovany v 20 ml
sonika¢ného pufru (Tris 50 mM, NaCl 150 mM) a nasledne opat’ scentrifugovany
(5 000 ot/ 10 min). Supernatant sme zliali a pelet tvoreny bunkami E.coli sme zmrazili
a uchovali pri -20 °C.

4.1.2. Analyza solubility 1. polovice Pudského rekombinantného

kalretikulinu

E.coli BL 21 (ADE3) sexprimovanym Kkalretikulinovym fragmentom boli
resuspendované v sonika¢nom pufre (20 ml Tris 50 mM, NaCl 150 mM ) a lyzované na
sonikatore (vykon 50 W). Kyvetu s resuspendovanymi bunkami sme upevnili tak, aby
sa nedotykala sondy sonikatora a ponorili ju do l'adového kupela. Sonikacia prebiehala
4x 30-60 sekund s 30 sekundovymi prestavkami na chladenie. Vznikol opalescentny
roztok, ktory sme scentrifugovali pri 3000 ot/10 min. Tym sme odstranili
nezosonikované bunky. Supernatant sme opéat’ odstredili pri 20 000 ot/30 min, ¢im sa
usadili bunkové inklazie.

V d’alsom kroku bolo potrebné zistit’, €i je 1. polovica kalretikulinu rozpustna
v cytosole alebo sa nachddza v bunkovych inkldziach. Solubilitu fragmentu
kalretikulinu sme analyzovali pomocou SDS-PAGE. Na gél sme nanasSali vzorku
supernatantu, v ktorom by sa fragment kalretikulinu v pripade rozpustnosti nachadzal.
Ak by bol nami pozadovany proteinovy fragment nerozpustny, jeho pritomnost’ by sme
preukazali v bunkovych inklGziach, teda v pelete po centrifugacii (20 000 ot/30 min).

Z peletu bunkovych inkluzii sme roztokom 4M mocoviny a 50 mM TRISu
odmyli bunkové membrany. Nasledne sme pridali 10 ml roztoku 7M mocoviny a 50
mM TRISu, intenzivne mieSali 30 min a odstredili pri 20 000 ot/30 min. Supernatant
(mocovinovy extrakt), ktory by v pripade nerozpustnosti 1.polovice Kkalretikulinu

obsahoval tento fragment, sme nanasali na gél.

4.1.3. Purifikacia Pudského rekombinantného kalretikulinu na

TALON ™ Superflow ™ matrix

Prva polovica kalretikulinu bola purifikovand metédou afinitnej chromatografie

pouzitim TALONovej matrix s imobilizovanym kobaltnatym iénom. Prostrednictvom
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tohto i6nu sa moze Struktira tvorena Siestimi histidinmi na konci fragmentu

kalretikulinu Specificky viazat’ na matrix.

Roztoky:
Ekvilibraény roztok: 50 mM Tris, 8 mM Urea, 300 mM NacCl
Premyvaci roztok: 50 mM Tris, 8 mM Urea, 300 mM NaCl, 1 mM imidazol

Elu¢ny roztok: 50 mM Tris, 8 mM Urea, 300 mM NacCl, 150 mM imidazol

Kolénku sme naplnili 7 ml TALONovej matrix a preplachli deionizovanou
vodou a ekvilibraénym roztokom. Potom sme k matrix pridali mocovinovy extrakt,
v ktorom sme po analyze na SDS-PAGE preukazali kalretikulinovy fragment. Tuto
zmes sme umiestnili na rotacny pristroj a za staleho rotovania sme nechali proteinovy
fragment navédzovat’ na matrix 30 min pri izbovej teplote. Po uplynuti inkubacie sme
mocovinovy extrakt nechali pretiect’ kolonkou a nasledne kolonku postupne premyvali
ekvilibraénym roztokom (asi 20 ml), premyvacim roztokom (asi 10 ml) a nakoniec
eluénym roztokom. Pocas premyvania kolonky eluénym roztokom doSlo vdaka
zvySenej koncentracii imidazolu k uvolneniu fragmentu kalretikulinu z TALONovej
matrix. Ako je vidiet’ na obr. 3, imidazol je molekulovy analog histidinu a kompetuje
s histidinom o vdzbové miesto na Co?* TALONovej matrix. Preto pri 150 mM
koncentracii imidazolu v eluénom roztoku dochadza k uvolneniu 1. polovice
kalretikulinu.

Frakcie sme nasledne precistili gélovou filtraciou na Sephadexe G25. Sephadex
G25 bolo potrebné premyt’ deionizovanou vodou a ekvilibracnym roztokom, pretoze sa
uchovdva v2 mM Kkyseline octovej. Az potom bolo mozné nanaSat na koldonku
izolované frakcie.

Jednotlivé frakcie obdrzané v priebehu afinitne-chromatografickej izolacie
fragmentu Kalretikulinu z bakteridlneho lyzatu boli separované elektroforézou
v polyakrylamidovom géle v prostredi s SDS (sodiumdodecylsulfat sodny) a nasledne
ofarbené roztokom Coomassie® Brilliant Blue R-250 (kapitola 4.2.). Pritomnost’ 1.
polovice kalretikulinu bola verifikovand po preneseni na nitrocelul6zovi membréanu
reaktivitou s antikalretikulinovymi protilatkami (kapitola 4.3.).

Na stanovenie koncentracie proteinov v izolovanych frakciach sme pouzili BCA
Kit.
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H3N+—(l}H-GOO_
GH

histidin Imidazol
Obr. 3 Histidin a imidazol — molekulérne anal6gy

4.2. SDS-PAGE

Roztoky :

10% SDS: 10g SDS /100 ml H,O

Tris pufor pH 8,8: 18,15 g Tris /60 ml H,0, upravit’ pH pomocou HCI a doplnit’ do 100
ml H,O

Tris pufor pH 6.,8: 6 g Tris /60 ml H,0, upravit’ pH pomocou HCI a doplnit’ do 100 ml
H,O

Elektrédovy pufor: 9g Tris, 43,2 g glycin, 3 g SDS, 600 ml H,O

10% roztok aminopersiranu: 0,19 (NH,).S;0g (peroxodisiran aménny) /1 ml H,O
Redukujuci K-pufor: 2,4 ml Tris pufru (pH 6,8), 2 ml 10% SDS, 1 ml glycerolu, 4 ml
H,0, 0,5 ml 2-merkaptoethanolu

Coomassie brilliant blue roztok: 250 ml methanol, 50 ml konc. kyselina octova, 200 ml

H,0, 1 g Coomassie® Brilliant Blue R-250

Odfarbovaci roztok: 40 ml methanol, 10 ml kyselina octova, 50 ml H,O

Susiaci roztok: 10 ml glycerol, 50 ml methanol, 140 ml H,O

Priprava geélov:

Elektroforéza v polyakrylamidovom géle v prostredi sSDS bola pripravena
modifikaciou metddy LAEMMLI a FAVRE (1973). Desat’ percentny akrylamidovy
deliaci gél (4, 05 ml H,0, 2,5 ml Tris pH 8,8, 100 ul 10% SDS, 3,3 ml akrylamidu, 50
ul 10% persiranu, 5 ul TEMEDu) sme aplikovali pomocou injekcnej striekacky medzi
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skl4 v stojanoch elektroforetickej supravy. Gél sme prevrstvili destilovanou vodou
a nechali polymerizovat’ (30 minut, 37 °C). Potom sme vyrobili zaostrovaci gél (6,1 ml
H,0, 2,5 ml Tris 6,8, 100 ul 10% SDS, 1,3 ml akrylamid, 50 pl 10% aminopersiranu,
10 ul TEMEDu), ktory sme po zasunuti hrebenov do priestoru medzi sklami naniesli na
deliaci gél. Po spolymerizovani (30 minuat) sme skompletovali elektroforetickd sdstavu
a zaliali roztokom elektrédového pufru (60 ml elektrodového pufru, 240 ml H,0). Na
gél sme nanasali vzorky v redukénom pufri povarené po dobu 5 minut (10 pl vzorky, 10
pl K-pufru, 2 pl bromfenolovej modrej) a zmes Standardov. Elektroforéza prebiehala pri
35 mA a 90-180 V po dobu asi 45 minut. Jednotlivé proteiny migrovali gélom rozli¢ne
rychlo v zévislosti na molekulovej hmotnosti. Separované proteiny so znamou M;
(Standard) nam slazili k zisteniu molekulovych hmotnosti delenych bielkovin vo
vzorkach. Po uvolneni zo stipravy sme gél ofarbili roztokom Coomassie® Brilliant Blue
R-250 (30 min na mieSacke alebo cez noc). Po zliati roztoku sme pozadie gélu odfarbili

odfarbovacim roztokom a nakoniec gél vysusili v suSiacom roztoku.

4.3. WESTERN BLOT

Roztoky:
Blotovaci roztok: 14,4 g glycin, 3 g Tris, 200 ml methanol, doplnit’ do 1 1 H,O

Chemiluminiscenény roztok I: 18 ml H,O, 2 ml 1M Tris pufru (pH 8,5), 90 ul kyseliny
kumarové (90 mmol/l, rozptastadlo- DMSO), 200 pl luminolu (250 mmol/I,
rozpustadlo- DMSO)

Chemiluminiscenény roztok I1: 18 ml H,O, 2 ml 1M Tris pufru (pH 8,5), 12 ul H,0,
(30%)

Aby sme sa presved¢ili o pritomnosti izolovaného rekombinantného
kalretikulinu v jednotlivych frakciach, pouzili sme k jeho detekcii metédu Western
blotu. Pri tejto metdde separované molekuly, ktoré interakciou s SDS ziskali zaporny
naboj, prechadzaju z polyakrylamidového gélu cez blotovaciu membranu na anodicku
stranu blotovacej jednotky. Molekuly zachytené na membrane je nasledne mozné
detekovat napr. pomocou protilatok.

Pripravili sme si fotomisku do ktorej sme naliali pripraveny blotovaci roztok. Na

drziak blotu sme postupne ukladali prenosovu podlozku, filtrany papier rovnakej
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velkosti a nitrocelulézovii membranu vystrihnuttt podla velkosti gélu. Po skonceni
elektroforézy sme preniesli na membrénu gél a prilozili filtraény papier a prenosovu
podlozku. Drziak sme vlozili do blotovacej nadoby a priliali zbytok blotovacieho
roztoku tak, aby bol drziak s membranou plne ponoreny. Blotovacie zariadenie sme
napojili na zdroj elektrického pradu (250 mA). Vlastné blotovanie prebiehalo 1 hodinu.
Po skonceni blotacie sme vybrali membranu z blotovacieho zariadenia a nechali ju
ususit’.

Postup vlastnej imunodetekcie kalretikulinu bol nasledujici. VoI'né miesta na
celulézovom povrchu membrany s prenesenymi proteinmi bolo nutné zablokovat’ 3%
mliekom v 0,1% PBS-Tween® (PBS-T) po dobu 2 hodin. Po premyti (3x po 5 min 0,1%
PBS-T) membrany 0,1% PBS-T sme pridali krali¢iu primarnu antikalretikulinova
protilatku (ABR, UK) nariedenti v blokacnom roztoku (1% mlieko v 0,1% PBS-T)
a nechali inkubovat’ 12 hodin na trepacke pri 4 °C. Potom sme membranu opat’ premyli
a aplikovali sekundarnu protilatku proti krali¢im imunoglobulinom konjugovant
s peroxidazou riedenud v bloka¢nom roztoku (1 % mlieko v 0,1% PBS-T). Po hodinove;j
inkubacii na trepacke pri izbovej teplote sme membranu opdtovne premyvali.

Prostrednictvom chemiluminiscenénej reakcie sme vdzbu protilatok k peptidu
vizualizovali pomocou chemiluminiscen¢nych roztokov I a II zmiesanych v pomere 1:1.
Svetelné kvantd emitované v miestach vazby protilatok boli zachytené na rentgenovom

filme.

4.4, TESTOVANIE HLADIN PACIENTSKYCH PROTILATOK
PROTI KALRETIKULINU A TKANIVOVEJ
TRANSGLUTAMINAZE METODOU ELISA

Roztoky:

PBS: 36 g NaCl, 0,8 g NaH;PO4, 4,8 g Na;HPO4.12 H,0, doplnit’ do 4 1 H,O a upravit’
pHna7,2-7,4

Citratovy pufor: 2,94 g citronanu sodného/100 ml H,0, pomocou 0,1M kyseliny

citronovej upravit’ pH na 4,2
Vyvolavaci pufor: 10 ml citratoveho pufru (pH 4,2), 10 mg OPD (orthofenylendiamin),
7,5 },ll HzOz
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K testovaniu hladin pacientskych protilatok proti kalretikulinu a tkanivovej
transglutaminaze sme pouzili priamy dvojstupniovy ELISA test, u ktor¢ho v prvom
kroku je antigén naadherovany na povrch mikrotitratnej dosticky. VoI'né miesta na
dosticke st obsadené vhodnym bloka¢nym c¢inidlom. Nasledne su na dosticku
aplikované séra vhodne nariedené v blokaénom roztoku. Pritomnost’ naviazanych
pacientskych protilatok je detekovand pomocou sekundarnej protilatky proti danému
izotypu l'udskych protilatok. Sekundarne protilatky st konjugované s enzymami, ktoré
menia pbvodne bezfarebny chromogénny substrat na farebny. Miera zafarbenia
substratu pozitivne koreluje s mnozstvom pacientskych protilatok naviazanych na
antigén.

Metodicky postup ELISA testu pre stanovenie IgA a IgG antikalretikulinovych
protilatok bol prevzaty z prac KARSKA et al. (1995), SANCHEZ et al. (2000) a je
momentalne sucastou patentového riadenia. Ako antigén sme pouzili ludsky
rekombinantny kalretikulin pripraveny v nasom laboratoriu.

ELISA test pre testovanie hladin protilatok proti tkanivovej transglutaminaze bol
prevzaty z prace DIETERICH et al. (1998). Ako antigén sme pouzili komercne
dostupnu tkanivovu transglutaminazu izolovanu z pecene morciat. Zasobny roztok
morcacej tkanivovej transglutaminazy (1,1 mg solid rozpusteny v1 ml PBS) sme
nariedili v PBS v pomere 1:100 a naniesli na mikrotitratnii dostiCku Nunc-Maxisorp
vV objeme 50 pl na jamku a nechali navézovat’ k jej povrchu cez noc pri 4 °C. Na druhy
dent sme roztok s nenaviazanym antigénom zliali a volné miesta na dosticke sme
obsadzovali 1% roztokom BSA v PBS (100 pl na jamku) 1 hodinu pri izbovej teplote.
Nasledne sme dosticku premyli 3 x PBS, 3 x PBS-Tween (0,05%), 3 x PBS. Pacientské
séra a Standard tvoreny zmesou redlnych pacientskych sér sme nariedili v pomere 1:20 a
1:100 v 1% BSA, nanasali v tripletoch na dosticku v objeme 50 pl na jamku a
inkubovali 2 hodiny pri izbovej teplote. Potom sme dosticky premyli (3 x PBS, 3 x
PBS-Tween (0,05%), 3 x PBS) a nanaSali sekunddrne protilatky proti l'udskému IgA
konjugované s chrenovou peroxiddzou riedené 1:750 v 10 % normalnom ovéom sére
vPBS (50 pl na jamku). Po hodinovej inkubacii pri izbovej teplote sme dosticky
opatovne premyli (3 x PBS, 3 x PBS-Tween (0,05%), 3 x PBS) a pridali citratovy pufor
s rozpustenym OPD (orthofenylendiamin) a H,O, (5 ml citratového pufru, 5 mg OPD,
7,5 ul Hz0). Chromogénnu reakciu sme zastavili pomocou 2 M H,SO,. Optickl

denzitu vzoriek i §tandardu sme merali na ELISA readeri pri vinovej dizke 492 nm.
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4.5. ANALYZA ANTIGENNYCH EPITOPOV KALRETIKULINU
METODOU PEPSCAN

Metéda PEPSCAN bola pouzita k analyzovaniu detailnej Specificity
pacientskych sér ¢i sér kontrolnej skupiny zdravych krvnych darcov. Metoda PEPSCAN
vyuziva syntetické dekapeptidy kalretikulinu kovalentne naviazané na celulézova
membranu. Stbor dekapeptidov koreSponduje s kompletnou sekvenciou molekuly

kalretikulinu. Susediace dekapeptidy sa navzajom prekryvaju o osem aminokyselin.

Roztoky:
TBS pH 8 — z&sobny: 80 g NaCl, 2 g KCI, 61 g Tris, 800 ml H,O — upravit’ pH 8
Doplnit’ do 1000 ml

TBS — riedeny: 100 ml TBS pH8 (zasobny), 900 ml H,O
TBS-Tween (0,1%): 1000 ml TBS riedeny, 1 ml Tween
Blokovaci roztok (4%): 4 g mlieka do 100 ml 0,1% TBS/ Tween
Reaktiva¢ny roztok I: 6,05g Tris HCI , 11 H,O — upravit’ pH 6,7
pridat’ 7,1 ml 2-merkaptoethanol, 10 g SDS

Reaktiva¢ny roztok I1: 1,88 g glycinu, 500 ml H,O — upravit’ pH 4

VysuSeni membranu sme najprv aktivovali metanolom po dobu 8 minut.
Nasledovalo premyvanie 3 x 5 min v TBS-Tween (TBS-T). Po premyti bola membrana
blokovana v blokovacom roztoku po dobu 1 hod. Séra sme riedili 1:100 v 2% mlieku
v0,1% TBS-T ainkubovali s membranou 2 hodiny pri izbovej teplote. Potom sme
membranu premyvali 3 x 5 min v TBS-T anéasledne inkubovali 1 hodinu so
sekundarnou protilatkou (anti-l'udskou IgA/IgG) konjugovanou s peroxidazou, riedenou
1:750 v2% mlieku vO0,1% TBS-T. Vazba protildtok ku dekapeptidom bola
vizualizovana chemiluminiscen¢nou reakciou, analogicky ako v pripade metddy
Western blotu (kapitola 4.3.). Aby sme ¢o najobjektivnejSie ohodnotili reaktivitu
sérovych protilatok s jednotlivymi dekapeptidmi karletikulinu, porovnavali sme ¢asovo
rozli¢ne dlhé expozicie.

Membrany sme pouzivali opakovane. Po kazdom pouZiti membrany bola nutna

jej regeneracia, ktorou boli uvolnené naviazané protilatky.
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Postup regeneracie membrany:

Membranu sme premyvali  3x 2min TBS/Tween
Reakt. roztok | — 1 hod, pokojova teplota
3x 2min TBS/ Tween
Reakt. roztok Il — 30 min, pokojova teplota
3x 2 min TBS/Tween
1x 10 min TBS provozny
1x 2 min methanol

Po ukonceni regeneracie sme membranu nechali vol'ne ususit’ a skladovali v chladnicke.

4.6. STATISTICKE SPRACOVANIE DAT

4.6.1. ELISA

Vysky hladin protilatok proti kalretikulinu a tkanivovej transglutaminaze
namerané metddou ELISA uvddzame v jednotkach AU (arbitrary units). AU
predstavuje percento optickej denzity vzorky z optickej denzity Standardu. Hodnotu cut-
off sme stanovovali zo skupiny 35 zdravych krvnych darcov ako priemer + 2x
smerodajna odchylka. Nad tuto hodnotu sme povazovali séra za pozitivne. Kazdé sérum
bolo testované najmenej dvoma na sebe nezavislymi experimentmi. Statistické rozdiely
hladin protilatok pacientov v porovnani s hladinami protilatok zdravych kontrol sme
vyhodnocovali neparametrickym Mann-Whitney testom na hladinach vyznamnosti:

P< 0,01 (**), P<0,05 (*). NS znaci nesignifikantné rozdiely medzi hladinami protilatok

pacientov a kontrolnej skupiny krvnych darcov.

4.6.2. PEPSCAN

Reaktivitu pacientskych protildtok proti jednotlivym peptidom sme
vyhodnocovali kvalitativne ako negativnu/pozitivnu. V ramci jednej skupiny bola tato
reaktivita vyjadrena ako index reaktivity (RI). RI uddva pomer poctu pacientov, ktorych
protilatky reagovali s ur¢itym peptidom ku vSetkym pacientom v testovanej skupine.
Vysledky PEPSCANu boli zndzornené vo forme grafu, kde x-ova os predstavuje 201

dekapeptidov kalretikulinu. Na y-ovej osi je vyneseny index reaktivity RI.
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Aby sme Co najobjektivnejSie odhalili reaktivitu sérovych protilatok s jednotlivymi

dekapeptidmi kalretikulinu, porovnavali sme ¢asovo rozli¢ne dlhé expozicie.

4.7. ZOZNAM POUZITYCH CHEMIKALII A PRISTROJOV

4.7.1. Zoznam pouzitych chemikalii a materialov

2-merkaptoethanol (Serva, SRN)

akrylamid (Bio-Rad, USA)

bakteriologicky agar (Oxoid, Velk4 Britania)
Bacto-tryptone (Oxoid, Velka Britania)

bromfenolova modra (Lachema, CR)

citronan sodny (Lachema, CR)

Coomassie® Brilliant Blue R-250 (Serva, SRN)
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

dodecylsulfat sodny (Serva, SRN)

dodekahydrat dihydrogenfosforeénanu sodného (Na;HPQO4.12 H,0) (Lachema, CR)
ethanol (Merck, SRN)

ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, SRN)
glycerol (Lachema, CR)

glycin (Serva, SRN)

hovadzi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
hydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO4) (Lachema, CR)
hydroxid sodny (Lachema, CR)

chlorid aménny (Lachema, CR)

chlorid draselny (Lachema, CR)

chlorid sodny (Lachema, CR)

imidazol (Fluka, SRN)

izopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) (Alexis biochemicals, USA)
kanamycin (Sigma-Aldrich, USA)

kolonka (Bio-Rad, USA)

kyselina citronova (Lachema, CR)

kyselina chlorovodikovéa (Lachema, CR)
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kyselina kumarova (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina octova (Lachema, CR)

kyselina sirova (Lachema, CR)

luminol (Sigma-Aldrich, USA)

methanol (Lachner, CR)

mikrotitra¢né dosticky (Nunc, Dansko)

mlieko (Laktino, CR)

mocovina (Merek, SRN)

nitrocelul6zova membrana (Amersham Biosciences, SRN)
N,N,N",N’-tetrametylethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad, USA)
Orthophenylendiamin (OPD) (Sigma-Aldrich, USA)
PEPSCANovA membréna (Abimed, SRN)

peroxid vodika (Chemapol, Ceskoslovensko)

peroxodisiran amonny (Lachema, CR)

rentgenové filmy (Kodak, Franctzsko)

Sephadex G 25 (Pharmacia, Svédsko)

Standardy - Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad, USA)
TALON ™ Superflow ™ matrix (BD Bioscience Clontech, USA)
Thiamin (Sigma-Aldrich, USA)

tkanivova transglutaminaza (Sigma-Aldrich, USA)
tris(hydroxymetyl)aminomethan (Tris) (Serva, SRN)

Tween® (Serva, SRN)

4.7.2. Zoznam pouZzitych suprav a protilatok

BCA kit (Pierce, USA)

primarna kréli¢ia antikalretikulinova protilatka (ABR, USA)

sekundéarna protilatka proti krali¢im imunoglobulinom konjugovana s chrenovou
peroxiddzou (The Binding Site, Velka Britania)

sekundarna protilatka proti a a y retazcu 'udskych imunoglobulinov konjugovana

s chrenovou peroxiddzou (The Binding Site, Vel'ka Britania)
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4.7.3. Zoznam pouzitych pristrojov a programov

autoklav SYSTEC C 5075 EL (SYSTEC GmbH, SRN)

blotovacia jednotka Mini Trans-Blot® (Bio-Rad, USA)

centrifuga Universal 32R (Hettich, Vel'ka Britania)

centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Velka Britania)

centrifuga EBA 12 (Hettich Zentrifugen, Tullingen, SRN)

centrifuga Biofuge pico (Heraeus instruments, Vel'ka Britania)
elektroforeticka jednotka Mini-PROTEAN® I1(Bio-Rad, USA)

pH metr Jenway 3505 (Baroworld Scientific Ltd., Essex, Anglie)
pristroj na vyvolanie filmov — Optimax (Fomei, Bukurest, Rumunsko)
spektrofotometer Titertek Multiscan® MCC/340 ELISA Reader (Eflab, Finsko)
spektrofotometer SECOMAM S.2501+ (ALC-SECOMAM, Francuzsko)
Statisticky program: Prism ™

termostaticky vodny kupel typ U7C, VEB MLW, NDR

ultrasonikator 4710, Cole-Parmer Instruments Co., USA

zdroj napatia CONSORT E844 (Scie-Plas, Vel'ka Britania)
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5. VYSLEDKY

5.1. PURIFIKACIA CLUDSKEHO REKOMBINANTNEHO
KALRETIKULINU A JEHO FRAGMENTOV

V spolupréci s laboratériom dr. Seba bol v naSom laboratériu pripraveny ludsky
rekombinantny kalretikulin a fragmenty koreSpondujice s jeho Stvrtinami a polovicami.
Druha $tvrtina, tretia Stvrtina, Stvrta Stvrtina, druha polovica kalretikulinu a jeho celéd
molekula boli izolované za nativnych podmienok na Ni-NTA Kkoléne. Prva $tvrtinu
a prvu polovicu kalretikulinu nebolo moZzné izolovat’ za tychto podmienok, pretoze boli
nerozpustné a po sonikacii buniek E.coli pritomné v bunkovych inklaziach. Fragmenty
boli extrahované do mocoviny a purifikované na TALONovej kolone.

Plazmidovy konstrukt (pET 28b) nestici gén pre 1. polovicu kalretikulinu sme
transfekovali do buniek produkéného klonu E.coli BL21 (ADE3) a nasledne sme
indukovali expresiu proteinového fragmentu pomocou IPTG. Vzorka suspenzie kultary
odobrana pred indukciou expresie fragmentu sluzila ako negativna kontrola v analyze
SDS-PAGE. Analyza expresie 1. polovice kalretikulinu u buniek stimulovanych a
nestimulovnych IPTG je znazornenad na obr. 4. Solubilitu exprimovaného fragmentu
sme overovali na SDS-PAGE (obr. 5). Na gél sme nanasali vzorku supernatantu po
centrifugacii zlyzovanych buniek a vzorku mocovinového extraktu, ktory sme ziskali
podl'a popisu v kapitole 4.1.2.. Prva polovicu Kkalretikulinu sme preukazali

VvV moc¢ovinovom extrakte.

5.1.1. Izolacia prvej polovice kalretikulinu na TALONovej kolone

Prva polovicu kalretikulinu sme vyizolovali za denaturaénych podmienok na
Co?* TALONovej kolone. Po naviazani rekombinantného fragmentu na matrix sme
kolonku premyvali postupne ekvilibranym, premyvacim a elu¢nym roztokom, pri
ktorom doslo k uvolneniu kalretikulinového fragmentu z TALONovej matrix. Analyza
SDS-PAGE na obr. 6 znazoriiuje uvolfiovanie 1. polovice kalretikulinu z kolony v

priebehu premyvania jednotlivymi roztokmi.
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Obr. 4 SDS-PAGE analyza (10% gel, farbeny Commassie Blue) expresie 1. polovice
rekombinantného kalretikulinu u buniek stimulovanych a nestimulovanych IPTG.
1, 2 - resuspendované bunky bez stimulacie (1.: 15 ul, 2.: 5 ul); 3-7 — resuspendované

bunky po stimulacii IPTG s naslednou expresiou fragmentu kalretikulinu (15 pl)
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Obr. 5 Testovanie pritomnosti 1. polovice kalretikulinu SDS-PAGE analyzou (10% gél,
farbeny Coomassie Blue):

A — supernatant lyzatu buniek E.coli BL 21 (ADE3) rozpusteny v sonikaénom pufre
(negativny pre kalretikulin); B - mo¢ovinovy extrakt bunkovych inklazii (pozitivny pre
kalretikulin)
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Obr. 6 SDS-PAGE analyza (10% gél, farbeny Coomassie Blue) izolacie 1. polovice
kalretikulinu na TALONovej kolone

1 — mocovinovy extrakt z produkéného kmena E coli, 2 — preteCena frakcia, 3 — frakcia
po premyti ekvilibra¢nym roztokom, 4 — frakcia po premyti premyvacim roztokom,

5-10 — frakcie po premyti elu¢nym roztokom

. 51,8 kDa
_—
r 37,7 kDa
-
29,1kDa
s 20,5 kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ST

Cistota izolovanych frakcii bola overovana na SDS-PAGE (10% gel, farbeny
Coomassie Blue). Pritomnost’ izolovaného Kkalretikulinu i jeho fragmentov
Vv jednotlivych frakcidch bola preukazovana Western blotom pouzitim kralicich
antikalretikulinovych protilatok. Pre dokumentaciu uvadzam vysledni SDS-PAGE
analyzu kalretikulinu a jeho jednotlivych fragmentov izolovanych ¢lenmi nasho
laboratéria (obr. 7). Zaroven prikladdm i Western blot analyzu s celou molekulou
kalretikulinu a jeho fragmentmi (obr.8).

Koncentraciu proteinov v izolovanych frakciach sme stanovovali BCA kitom.

Hodnoty sa pohybovali medzi 0,077 az 10,5 mg/ml.
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Obr. 7 SDS-PAGE analyza (10% gel, farbeny Coomassie Blue) izolovaného
kalretikulinu a jeho Casti: 1-prvd, 2-druhd, 3-tretia, 4-stvrta stvrtina kalretikulinu, 5-prva
(N-terminélna), 6-druha polovica kalretikulinu, 7-kompletnd molekula kalretikulinu (ST
— standard molekulovych hmotnosti).
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Obr. 8 Reaktivita antikalretikulinovych protilatok s celou molekulou rekombinantného
kalretikulinu a jeho izolovanymi fragmentmi koreSpondujucimi s prvou, druhou, tretou

a Stvrtou Stvrtinou a prvou a druhou polovicou tejto molekuly

- 52,9 kDa

=" 35,9 kDa
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— 18,5 kDa
e
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50



5.2. STANOVENIE HLADIN PROTILATOK PROTI
KALRETIKULINU A TKANIVOVEJ TRANSGLUTAMINAZE

5.2.1. Stanovenie hladin IgA a IgG protilatok proti kalretikulinu

Za Gcelom stanovenia hladin anti-kalretikulinovych protilatok bola v nasom
laboratériu pripravend celd molekula I'udského rekombinantného kalretikulinu, ktory
sme pouzili ako antigén v dvojstupnovom ELISA teste. Testovali sme séra 103
pacientov, z toho bolo 13 pacientov s primarnym karcindbmom pecene, 38 pacientov
s karcinbmom pankreasu, 8 pacientov s karcinomom pankreasu s metastazami v peceni,
7 pacientov s karcindmom hrubého ¢reva, 7 pacientov s karcindbmom hrubého creva
S metastazami Vv peceni, 14 pacientov s pankreatitidami, 16 pacientov s virusovou
hepatitidou B (n=3) a C (n=13) . Kontrolna skupinu tvorili séra 35 zdravych krvnych
darcov.

Vysledky testovania hladin protilatok proti kalretikulinu triedy IgA a IgG su
zhrnuté v grafe 1. ZvySené hladiny (nad cut-off) IgA antikalretikulinovych protilatok
sme preukazali u 8 z 13 (61,5%) pacientov s primarnym karcindmom pecene, 17 z 38
(44,7%) pacientov s karcinomom pankreasu, 2 z 8 (25%) pacientov s karcinbmom
pankreasu s metastazami v peceni, 2 zo 7 (28,6%) pacientov s karcindmom hrubeho
¢reva, 4 zo 7 (57,1%) pacientov s karcindmom hrubého ¢reva s metastazami v peceni, 4
z0 14 (28,6%) pacientov s pankreatitidou, 1 zo 16 (6,25%) pacientov s virusovou
hepatitidou. Zvysené hladiny (nad cut-off) IgG antikalretikulinovych protilatok boli
detekované u 8 z 13 (61,5%) pacientov s primarnym karcindmom pecene, 15 z 38
(39,5%) pacientov s karcinomom pankreasu, 2 z 8 (25%) pacientov s karcinbmom
pankreasu s metastazami v peceni, 2 zo 7 (28,6%) pacientov s karcindmom hrubého
Creva, 2 zo 7 (28,6%) pacientov s karcindbmom hrubého ¢reva s metastazami v peceni a
4 70 14 (28,6%) pacientov s pankreatitidou.

Signifikantne zvySené hladiny IgA antikalretikulinovych protilatok sme
preukazali u pacientov s primarnym karcindmom pecene (P< 0,01, 98,9 + 69,83
[priemer + smerodajnd odchylka]), karcinomom pankreasu (P< 0,05, 76,31 + 60,86),
karcinomom pankreasu s metastdzami v peceni (P< 0,01, 63,14 + 14,94)
a pankreatitidou (P< 0,05, 59,79 + 29,98) v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych

darcov (40 £ 14,94). Hladiny antikalretikulinovych protilatok triedy IgG boli
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signifikantne zvySené u pacientov s primarnym karcinomom pecéene (P< 0,01, 124,4 +
75,99) a karcinbmom pankreasu (P< 0,01, 104,7 + 82,6) v porovnani s kontrolnou
skupinou zdravych darcov (55,69 + 17,23).

5.2.2. Stanovenie hladin IgA protilatok proti tkanivovej

transglutaminaze

Pre stanovenie hladin protilatok proti tkanivovej transglutamindze v priamom
dvojstupniovom ELISA teste sme pouzili komeréne dostupnii morcaciu tkanivovi
transglutaminazu izolovanl z pecene. Testovaniu sme podrobili séra pacientov,
u ktorych sme stanovovali hladinu sérovych protilatok proti kalretikulinu (kapitola
5.2.1.).

Vysledky testovania hladin protilatok proti tkanivovej transglutaminaze
znazornuje graf 2. ZvySené hladiny (nad cut-off) IgA protilatok proti tkanivovej
transglutaminaze sme preukazali v serach 6 z 13 (46,2%) pacientov s primarnym
karcinomom pecene, 11 z 38 (28,9%) pacientov s karcinomom pankreasu, 2 z 8 (25%)
pacientov s karcindmom pankreasu s metastdzami v peceni, 2 zo 7 (28,6%) pacientov
S karcindmom hrubého ¢reva, 3 zo 7 (42,9%) pacientov s karcinomom hrubého creva

S metastazami v peceni a 5 zo 14 (35,7%) pacientov s pankreatitidou.
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Graf 1 Distribucia IgA a 1gG antikalretikulinovych protilatok u pacientov s primarnym
karcinomom pecene (CaH, n=13), karcindbmom pankreasu (CaP, n=38), karcindmom
pankreasu s metastazami v peceni (CaP+, n=8), karcinomom hrubého ¢reva (CaCo,
n=7), karcindmom hrubého ¢reva s metastazami v peéeni (CaCo+, n=7), pankreatitidou
(P, n=14), virusovou hepatitidou (VH, n=16) a zdravych kontrol (C, n=35). Hladiny
protildtok su vyjadrené v jednotkdch AU. Plné kratke vodorovné &iary oznaluji
priemerné hladiny protiladtok. Hodnota cut-off (70 AU pre IgA, 90 AU pre IgG
protilatky) je znazornena tenkou vodorovnou &iarou. Statisticky signifikantné rozdiely
hladin protilatok medzi kontrolnou skupinou a pacientskymi skupinami su vyjadrené:
P<0,01(**), P<0,05 (*), ns - nesignifikantné hladiny protilatok.

Exa * ** n= = b n=
300
o 200 S .
k=3
— * o . .
':I r
100 —r— -t . -
Cutoff | ___ . . Wt e ot ]
'*‘-!" e +:_:tl|- oy + _Ir:“"_ *
:+¢-EE : !-.:.1-“ v - . . _.-‘-._'I--'.!-
“_-“ TR A : - T
LT} * -t -t
]
[ aH CaP CaP+  CaCo  CaCo+ P “WH
400 *% ok ns ns ns ns
300 . ’
~
O .
(@)]
= °°
= 200+ . i .
< ® .o. . . . A
1004 .., . —ver— . .
Cut off .Ei;' : .’E‘:. _:'._ : . o..
O L]

C CaH CaP CaP+ CaCo CaCo+ P

53



Graf 2 Distribacia IgA protilatok proti tkanivovej transglutamindze u pacientov
s karcindmom pecene (CaH, n=13), karcindmom pankreasu (CaP, n=38), karcindmom
pankreasu s metastazami v peceni (CaP+, n=8), karcinomom hrubého ¢reva (CaCo,
n=7), karcindmom hrubého ¢reva s metastazami v peceni (CaCo+, n=7), pankreatitidou
(P, n=14), virusovou hepatitidou (VH, n=16) a zdravych kontrol (C, n=35). Hladiny
protilatok su vyjadrené v jednotkach AU. Hodnota cut-off (30 AU) je znazornena

tenkou vodorovnou cCiarou. Plné kratke vodorovné Ciary oznacuju priemerné hladiny

protilatok.
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Vysledky testovania hladin protilatok proti kalretikulinu a tkanivovej
transglutaminaze u onkologickych pacientov, pacientov rizkovych skupin a zdravych
kontrol st zhrnuté vtab. 2. Vysledky si vyjadrené ako priemerné hodnoty hladin

protilatok a smerodajné odchylky.

54



Tab. 2
Priemerné hladiny + smerodajné odchylky priemerov hladin sérovych protilatok proti
kalretikulinu (IgA, 1gG) a tkanivovej transglutaminaze (IgA) onkologickych pacientov,

pacientov rizikovych skupin a zdravych darcov. Hodnoty st uvedené v jednotkach AU.

Diagnéza / pocet pacientov Protilatky proti
CRT /IgA CRT /IgG tTG / IgA

primarny Ca pecene / 13 98,9 +69,83 | 124,4+ 75,99 | 40,72 = 36,19
primarny Ca pankreasu / 38 76,31 £ 60,86 | 104,7 £+82,6 | 27,05+ 19,48
Ca pankreasu s meta v pe€eni/ 8 63,14 + 14,94 | 73,33 +£43,7 | 32,44+ 18,9
primarny Ca hrubého &reva /7 45,91 + 31,48 | 80,44 + 39,39 | 20,54 +17,10
Ca hrubého &reva s metav peceni/7 | 69,2+41,89 | 85,29 +62,93 | 29,89 + 12,44
pankreatitida / 14 59,79+ 29,98 | 82,24 +51,01 | 26,49 + 11,16
virova hepatitidaBa C/ 16 (13 a 3) 32,7+31,44 | netestované | 12,43 + 7,508
zdravé kontroly / 35 40 + 14,94 55,69 + 17,23 | 16,96 + 6,575

Ca — karcinom

V tejto Stadii sme sa taktieZ zaoberali vztahom medzi testovanymi protilatkami
a onkologickymi markermi ¢i indikatormi poSkodenia pe¢ene (AST/ALT) (aspartat
aminotransferazy/alanin aminotransferazy). Vybrané laboratorne data pacientov ziskané
z klinickych pracovisk a vysledky naSeho testovania su uvedené v tab. 3. Vzhladom
k nizkemu poctu pacientov, u ktorych boli tieto data dostupné, je tabul'ka uvadzana iba
orientacne. Vzt'ahy medzi protildtkami a tymito laboratornymi datami st komentované

v diskusii.
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Tab. 3 Prehlad nasich vysledkov porovnanych s obdrzanymi laboratornymi datami
pacientov (AST/ALT, CA 19-9, AFP, CEA) s karcindomom pecene (CaC), karcindmom
pankreasu (CaP), karcindmom pankreasu s metastazami v peceni (CaP+), karcindmom
hrubého ¢éreva (CaCo), karcindmom hrubého ¢reva s metastadzami v peceni (CaCo+) a

pankreatitidami (P). Hodnoty zvySené nad prahovl hodnotu cut-off st v Sedych poliach

tabul’ky.

Pacient CRT - IgA CRT - tTG —IgA | AST/ALT | CA19-9 AFP CEA
C.. Dg (AU) IgG (AU) (AU) (U/ml (U/ml) (ng/ml) | (ng/ml)
1 CaC 44,5 138,8 30,5 1,7/0,96 37,7 7,3 -
2 CaC 96,9 201,1 13 1,54/1,4 248 - 2,6
3 CaC 112,1 71,1 88,4 1,8/2,5 - 54555 -
4 CaP 78,1 23,8 4,1 0,2/0,1 47 - 2,8
5 CaP 47,9 31,1 31 4/8 0,6 6,2 4,6
6 CaP 72 64,3 85 1,5/3,75 2140 - 2,7
7 CaP 30,4 26,4 10,5 0,93/0,89 1370 - -
8 CaP 82,8 62,7 34,6 0,95/1,31 | >10000 - -
9 CaP 62,8 185,3 14,4 5,1/4,17 460 - -
10 CaP 78,8 45,2 13,8 0,3/0,64 8220 - -
11 CaP 77,3 73,5 26,2 0,83/1,7 68,9 - -
12 CaP 196,3 226,6 59,8 0,9/0,7 253,3 5,3 3,8
13 CaP 62,8 75,6 13,7 1,5/2,3 -ve -ve -ve
14 CaP 27,4 67,4 11,9 7/16 51,3 2,1 1,4
15 CaP+ 68,1 167 22,8 0,54/0,74 1850 - -
16 CaP+ 71,7 75,5 22,2 0,34/0,22 171 - -
17 CaP+ 90,7 93,2 24,2 0,32/0,32 1240 - -
18 CaP+ 50,9 72,8 52,1 0,4/0,34 >10000 - 150
19 CaCo 86,6 79,3 23,1 1,06/0,88 509 - 3,7
20 CaCo+ 140,6 166,7 37,9 0,62/0,3 47,5 - 11
21 CaCo+ 70,5 42,4 24,3 0,48/0,3 - - 331
22 CaCo+ 95,4 180,9 49,5 0,15/0,34 - - 6,3
23 CaCo+ 48,3 46 27,3 0,39/0,36 20,1 1,4 31
24 CaCo+ 81,7 22,3 33,9 1,72/0,79 191 87,8 -
25 P 56,4 196,4 22,6 0,27/0,17 44,9 - -
26 P 81,6 58,8 26,6 0,43/0,72 10,7 - -

Cut-off 70 90 30 0,7/0,7 39 28 5,2
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5.3. ANALYZA ANTIGENNYCH EPITOPOV KALRETIKULINU

Antigénne epitopy kalretikulinu rozpoznavané serovymi protilatkami triedy 1gA
algG pacientov skarcindmom peéene a pankreasu sme charakterizovali metddou
PEPSCAN. Pre toto $tadium sme vybrali séra pacientov, u ktorych sme metodou
ELISA preukazali zvySené hladiny antikalretikulinovych protilatok izotypu IgA a IgG.
Priklad reaktivity serovych protilatok pacienta s dekapeptidmi kalretikulinu na
membrane PEPSCANU znazornuje obr. 9.

Antigénne epitopy Kkalretikulinu rozpozndvané IgA protilatkami boli
charakterizované u 5 pacientov s karcindmom pecene a 6 pacientov s karcinbmom
pankreasu. Epitopy rozpozndvané protilatkami triedy 1gG sme charakterizovali u 4
pacientov s karcindmom peéene a5 pacientov s karcinbmom pankreasu. Kontrolna

skupina pozostavala zo sér 12 zdravych krvnych darcov.

Obr. 9 Priklad reaktivity serovych IgA protilatok pacienta s karcinbmom pankreasu

s jednotlivymi dekapeptidmi kalretikulinu metédou PEPSCAN

N-koniec —

— C-koniec
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5.3.1. Reaktivita sérovych protilatok triedy IgA s dekapeptidmi

kalretikulinu

Obr. 10 dokumentuje analyzu imunodominantnych epitopov kalretikulinu, do
ktorej sme zahrnuli iba peptidy rozpoznavane IgA protilatkami viac ako 60 % pacientov
(RI = 0,6). Takto Casto rozpoznavané¢ aminokyselinové sekvencie sme preukazali vo
vsetkych 3 doménach molekuly kalretikulinu, najviac ich v§ak bolo pritomnych v jej C
doméne.

Protilatky triedy IgA vsetkych pacientov (5/5) s karciomom pecene reagovali
s aminokyselinovymi Gsekmi VQFTVKHEQNID (aminokyseliny [AMK] 83-94) v N-
doméne, EVKIDNSQVESG (173-184), EWKPRQIDNP (164-173) v P-doméne a
IFDNFLITND (317-326), EKQMKDKQDEEQRLKEEEED (345-364) a
EEEDKKRKEEEEAEDKED (361-378) v C-doméne kalretikulinu.

Peptidy EVKIDNSQVESG (173-184) a RKEEEEAEDKED (367-378) boli
zaroven rozpoznavané IgA protilatkami kazdého z pacientov (6/6) s karcindmom
pankreasu. Okrem tychto peptidov, IgA protilatky vSetkych pacientov s kacindmom
pankreasu reagovali aj s aminokyselinovymi sekvenciami LSASFAEAPF (65-74) v N
doméne a sekvenciou EEAEDKEDDAEDKDEDEE (371-388) v C-doméne
kalretikulinu.

IgA protilatky kontrolnej skupiny zdravych krvnych darcov reagovali len
s malym pocétom peptidov s indexom reaktivity maximéalne 0,33. Rozpoznavanymi
peptidmi  boli peptidy DEEKDKGLQTSQ (47-58), KGKNVLINKD (141-150)
a EDKKRKEEEE (363-372).

5.3.2. Reaktivity sérovych protilatok triedy 1gG s dekapeptidmi

kalretikulinu

Na obr. 11 je zndzornena analyza imunodominantnych epitopov kalretikulinu,
ktoré boli rozpoznavané 1gG protildtkami viac ako 60% pacientov (RI=0,6).
U pacientov s karcindmom peCene sme preukazali imunodominantné epitopy
kalretikulinu vo vsetkych 3 doménach, u pacientov s karcinomom pankreasu prevazne

v C-doméne kalretikulinu.
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Protilatky izotypu lIgG pacientov s karcindmom peéene (4/4) rozpoznavali
sekvenciu FAEAPFSNKGQT (169-180) lokalizovani v N-doméne, ERAKIDDPTD
(211-220) v P-doméne a EEDKKRKEEEEAEDKED (363-378) v C-doméne.
S peptidmi FAEAPFSNKGQT (169-180) a ERAKIDDPTD (211-220) reagovali i 19G
protildtky pacientov s karcindmom pankreasu, najviac vSak rozpoznavali sekvencie
kalretikulinu EEKKRKEEEAEDKED (382-385) a EDKDEDEEDEEDKEED (391-
394).

IgG protilatky kontrolnej skupiny zdravych darcov, podobne ako IgA protilatky,
reagovali iba s niekol’kymi peptidmi s indexom reaktivity maximalne 0,33. Oba izotypy
protildtok rozpoznavali aminokyselinovi sekvenciu EDKKRKEEEEAE (363-374).
Okrem tejto sekvecnie, sérové IgG protilatky niektorych zdravych darcov rozpoznavali
aj aminokyselinov( sekvenciu GTIFDNFLITNDEA (315-328).

Obr. 10 — na nasledujucej strane (¢. 60). Vyhodnotenie Specificity sérovych IgA
protilatok pacientov s karcindmom pecene (H, znazornené ¢iernou farbou) a pankreasu
(P, znazornené Cervenou farbou). Aminokyselinova sekvencia kalretikulinu (N-, P- a C-
doména) je oznaCend Sedou farbou. Za jednotlivymi dekapeptidmi rozpoznavanymi
protilatkami viac ako 60% pacientov (RI1=0,6) je vyjadrené percento pacientov, ktorych
IgA protilatky reagovali s konkrétnym peptidom. Podc¢iarknuté st aminokyselinové

sekvencie kalretikulinu, ktoré boli rozpoznavané kontrolnymi serami zdravych darcov.
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Obr. 10 - popis na strane ¢. 59

N-

doména

1

EPAVYFKEQFLDGDGWTSRWIE-S-KHKS--DF-GKFVLSSGKFYGDEEKDKGLOTSODARFYA

H

TSRWIE-S-K (80%) DEEKDKGLQT (80%)
|E-S-KHKS--(60%) EKDKGLQTSQ (80%)
-S-KHKS--D (80%) DKGLQTSQDA (80%)
-KHKS--DF- (80%)
HKS--DF-GK (60%)
S--DF-GFKV (60%)

EKDKGLQTSQ (67%)
DKGLQTSQDA (83%)
GLQTSQDARF (83%)

65

LSASF-E-PFSNKGQTLV VQFTVKHEQNIDCGGGYVKLFPNSLDQTDMHGDSEYNIMFGPDIGG

LSASF-E-PFSNKG(60%) VQFTVKHEQN (100%)  KLFPNSLDQT (60%)
ASF-E-PFSN (80%) FTVKHEQNID (100%)  FPNSLDQTDM (60%)
F-E-PFSNKG (80%)
E-PFSNKGQT (80%)

LSASF-E-PF (100%)  VQFTVKHEQN (67%)  KLFPNSLDQT (83%)
ASF-E-PFSN (83%) FTVKHEQNID (67%) FPNSLDQTDM (83%)
F-E-PFSNKG (83%)
E-PFSNKG (67% )

129

PGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKDDEFTHLYTLIVRPDNTYEVKIDNSQ

PGTKKVHVIF (60%) INKDIRCKDD (60%) EVKIDNSQ
KIDNSQ

DNSQ
SQ

EVKIDNSQ
KIDNSQ
DNSQ

P-doména

181

VESGSLEDDWDFLPPKKIKDPDASKPEDWDERAKIDDPTDSKPEDWDK-PEHIPDPD

VE (100%) KIKDPDASKP (80%) ERAKIDDPTD(80%)DW DK-PEHIP(60%)
VESG (100%) KDPDASKPED (80%) AKIDDPTDSK DK-PEHIPDP(60%)
VESGSL (80%)

VESGSLED (80%)

VE (100%) WDERAKIDDP(67%)
VESG (100%) ERAKIDDPTD (83%)
VESGSL (67%)

237

AKKPEDWDEEMDGEWEPPVIQNPEYKGEWKPRQIDNPDYKGTWIHPEIDNPEY

KGEWKPRQID (80%)
EWKPRQIDNP (100%)
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C-doména

[ 291 [SPDPSIYAYDNFGVLGLDLWQVKSGTIFDNFLITNDEAYAEEFGNETWGVTKAAEKQMKDKQDE
H LDLWQVKSGT (60%) GVTKAAEKQM(60%)
QVKSGTIFDN (80%) TKAAEKQMKD(80%)
KSGTIFDNFL (80%) AAEKQMKDKQ(60%)
GTIFDNFLIT (60%) EKQMKDKQDE (100%)
DNFLITNDEA (80%) QMKDKQDE
KDKQDE
KQDE
DE
P QVKSGTIFDN (83%) GVTKAAEKQM(60%)
KSGTIFDNFL (63%) TKAAEKQMKD(80%)
GTIFDNFLIT (63%) AAEKQMKDKQ(60%)
IFDNFLITND (83%) EKQMKDKQDE (100%)
QMKDKQDE
KDKQDE
KQDE
DE
355 |[EQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDD-EDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVP-GQAKDEL
H |EQ (80%)
EQRL (100%)
EQRLKE (100%)
EQRLKEEE (80%)
EQRLKEEEED (100%)
RLKEEEEDKK (80%)
EEEDKKRKEE (100%)
EDKKRKEEEE (100%)
KKRKEEEEAE (100%)
RKEEEEAEDK (100%)
EEEEAEDKED (100%)
EEAEDKEDD- (80%)
AEDKEDD-ED (60%)
DKEDD-EDKD (80%)
D-EDKDEDEE (60%)
EDEEDEEDKE(80%)
EEDEEDKEED(80%)
P [EQ (83%)

EQRL (83%)
EQRLKE (67%)
EQRLKEEE (83%)
EQRLKEEEED (83%)
RLKEEEEDKK (83%)
EEEDKKRKEE (83%)
EDKKRKEEEE (83%)
KKRKEEEEAE (83%)
RKEEEEAEDK (100%)
EEEEAEDKED (100%)
EEAEDKEDD- (100%)
AEDKEDD-ED (83%)
DKEDD-EDKD (83%)
EDD-EDKDED (100%)
D-EDKDEDEE (100%)
EDKDEDEEDE (83%)
KDEDEEDEED (83%)
EDEEDEEDKE(80%)
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Obr. 11 Vyhodnotenie Specificity sérovych IgG protilatok pacientov s karcindmom
pecene (H, zndzornené Ciernou farbou) a pankreasu (P, zndzornené Cervenou farbou).
Aminokyselinova sekvencia kalretikulinu (N-, P- a C-doména) je oznafena Sedou
farbou. Za jednotlivymi dekapeptidmi rozpoznavanymi protilatkami viac ako 60%
pacientov (RI=0,6) je vyjadrené percento pacientov, ktorych IgG protilatky reagovali
S konkrétnym peptidom. Podc¢iarknuté si aminokyselinové sekvencie kalretikulinu,

ktoré boli rozpoznavané kontrolnymi sérami zdravych darcov.

N-doména

BN

EPAVYFKEQFLDGDGWTSRWIE-S-KHKS--DF-GKFVLSSGKFYGDEEKDKGLQTSQDARFYA

T

|E-S-KHKS--(75%)

65 |LSASF-E-PFSNKGQTLV VQFTVKHEQNIDCGGGYVKLFPNSLDQTDMHGDSEYNIMFGPDIGGPG

H | ASF-E-PFSN (75%)
F-E-PFSNKG (75%)
E-PFSNKGQT (75%)

P
129|PGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKDDEFTHLYTLIVRPDNTYEVKIDNSQ
H EVKIDNSQ
KIDNSQ
DNSQ
SQ
P
P-doména
181 VESGSLEDDWDFLPPKKIKDPDASKPEDWDERAKIDDPTDSKPEDWDK-PEHIPDPDAKKPEDW
H IVE (75%) LPPKKIKDPD (75%) ERAKIDDPTD(100%)DWDK-PEHIP (60%)
VESG (75%) PKKIKDPDAS (75%) AKIDDPTDSK(75%) DK-PEHIPDP (60%)
VESGSL (75%)
VESGSLED (75%)
P DK-PEHIPDP (63%)

237|AKKPEDWDEEMDGEWEPPVIQNPEYKGEWKPRQIDNPDYKGTWIHPEIDNPEY
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C-doména

291 |SPDPSIYAYDNFGVLGLDLWQVKSGTIFDNFLITNDEAYAEEFGNETWGVTKAAEKQMKDKQDE

H
P IFDNFLITND (88%)

355 |[EQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDD-EDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVP-GQAKDEL
H RLKEEEEDKK (75%)
KEEEEDKKRK (75%)
EEEDKKRKEE (75%)
EDKKRKEEEE (100%)
KKRKEEEEAE (100%)
RKEEEEAEDK (100%)
EEEEAEDKED (100%)
EEAEDKEDD- (75%)
DKEDD-EDKD (75%)
D-EDKDEDEE (75%)
P |EQRLKEEEED (63%)
RLKEEEEDKK (63%)
EEEDKKRKEE (75%)
EDKKRKEEEE (75%)
KKRKEEEEAE (88%)
RKEEEEAEDK (88%)
EEEEAEDKED (88%)
EEAEDKEDD- (75%)
AEDKEDD-ED (63%)
EDD-EDKDED (63%)
EDKDEDEEDE (63%)
KDEDEEDEED (63%)
EDEEDEEDKE (63%)
EEDEEDKEED (63%)
EDKEEDEEED (63%)

Profil reaktivity sérovych protilatok pacientov s jednotlivymi dekapeptidmi
kalretikulinu znazoriiuju grafy 3 a 4. Protilatkami pacientov bolo rozpoznavané vel'ké
mnozstvo dekapeptidov kalretikulinu. Protilatky triedy IgA pacientov oboch skupin
rozpoznavali v porovnani s 1gG protildtkami viac antigennych epitopov molekuly
kalretikulinu. Zaroven i frekvencia rozpoznavania jednotlivych dekapeptidov IgA
protilatkami bola vicSia ako v pripade IgG protilatok. Najviac antigénnych epitopov
kalretikulinu bolo rozpoznavanych IgA protilatkami pacientov s karcinomom pecene,

najmenej 1gG protilatkami pacientov s karcinbmom pankreasu.
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Graf 3 Reaktivita sérovych IgA a lgG protilatok pacientov (n=5, IgA; n=4, IgG)
s karcinomom pecene s jednotlivymi Kkalretikulinovymi dekapeptidmi. X-ova os grafu
predstavuje 201 dekapeptidov kalretikulinu, hodnota RI (index reaktivity) udava pomer
poctu pacientov, ktorych protilatky reagovali s ur¢itym peptidom ku vSetkym pacientom
Vv testovanej skupine. Reaktivita sérovych protilatok pacientov je zndzornend ciernou
suvislou ¢iarou, reaktivita kontrolnych sér ¢ervenou prerusovanou ¢iarou. Hviezdickou

(*) je oznacena hodnota RI, od ktorej vnimame peptid ako Casto rozpoznavany.

IgA

M- doména P-doména C-doména
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Graf 4 Reaktivita sérovych IgA a lgG protilatok pacientov (n=6, IgA; n=5, IgG)
s karcinbmom pankreasu s jednotlivymi kalretikulinovymi dekapeptidmi. X-ovd o0s
grafu predstavuje 201 dekapeptidov Kkalretikulinu, hodnota RI (index reaktivity) udava
pomer poctu pacientov, ktorych protilatky reagovali s ur¢itym peptidom ku vSetkym
pacientom v testovanej skupine. Reaktivita sérovych protilatok pacientov je zndzornena
¢iernou suvislou Ciarou, reaktivita kontrolnych sér ¢ervenou prerusovanou ciarou.
Hviezdi¢kou (*) je oznacend hodnota RI, od ktorej vnimame peptid ako casto
rozpoznavany.

IgA

M- domeéna P-doména C-doména

o S0 100 150 200
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5.4. ZMENY HLADIN ANTIKALRETIKULINOVYCH
PROTILATOK A ICH SPECIFICITY V PRIEBEHU OCHORENIA
U PACIENTOV S ONKOLOGICKYMI OCHORENIAMI

Vyvoj hladin antikalretikulinovych protilatok v priebehu ochorenia sme sledovali u 2
pacientov s karcindmom pecene a u 5 pacientov s karcindmom pankreasu. U tychto
pacientov sme mali k dispozicii 2 odbery krvi s ¢asovym odstupom v priemere troch
mesiacov. Ako je zrejmé z grafov 5 a 6, hladiny IgA i IgG antikalretikulinovych
protilatok u niektorych pacientov v priebehu ochorenia kolisali (rastli ¢i klesali), u inych

pacientov sa nemenili.

Graf 5 — Zmeny hladin IgA anti-CRT protilatok v priebehu ochorenia u pacientov s A)

karcindmom pecene B) karcinomom pankreasu
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Graf 6 Zmeny hladin 1gG anti-CRT protilatok v priebehu ochorenia u pacientov s A)

karcindbmom pecene B) karcindmom pankreasu
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U jedného pacienta skarcinomom pecene sme sledovali zmeny spektra
antigénnych epitopov na molekule kalretikulinu v priebehu ochorenia. Za obdobie 4
mesiacov doSlo u tohto pacienta Kk zvySeniu sérovych hladin antikalretikulinovych
protilatok triedy IgA zo 161 AU na 266 AU (pacient ¢. 1, graf 5A). Oproti tomu,
hladina protilatok triedy IgG zostala nezmenena (131 AU, 130 AU; pacient ¢. 1, graf
6A). Zaujimalo nas, ¢i sa nezmenilo i mnoZstvo rozpoznavanych dekapeptidov na
molekule kalretikulinu. Vysledok testovania znazortiuje tabulka (tab. 4), z ktorej je
zrejmé, ze spektrum epitopov kalretikulinu rozpoznavanych sérovymi protilatkami sa

v priebehu ochorenia rozsirilo.
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Tab. 4 Priklad rozSirovania spektra antigénnych epitopov kalretikulinu u jedného
z pacientov v priebehu ochorenia. Farebne je znazornena reaktivita IgA
antikalretikulinovych protilatok s jednotlivymi dekapeptidmi kalretikulinu u pacienta
s hepatocelularnym karcindmom s dvoma odbermi s ¢asovym odstupom asi 4 mesiacov
a) odber z 20.9.2002 b) odber zo 7.1.2003

a)

21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40

41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50| 51| 52| 53| 54| 55| 56| 57| 58| 59| 60

61) 62| 63| 64| 65| 66| 67| 68| 69| 70| 71| 72| 73| 74| 75| 76| 77| 78| 79| 80

81| 82| 83| 84| 85| 86| 87| 88| 89| 90| 91| 92| 93| 94| 95| 96| 97| 98| 99100

101 (102|103 |104 | 105|106 | 107|108 |109|110(111|112|113|114|115|116|117|118]119 120

121 (122]123 124125126 (127|128 129|130 |131 132|133 |134|135|136 137|138 139 | 140

141 (142 | 143|144 | 145|146 | 147|148 | 149|150 | 151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160
161 (162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 [ 169 | 170 [ 171 | 172|173 | 174 | 175|176 | 177 [ 178 | 179 | 180
181 | 182|183 | 184|185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 [ 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200

201

b)

21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40
41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50| 51| 52| 53| 54| 55| 56| 57| 58| 59| 60
61| 62| 63| 64| 65| 66| 67| 68| 69| 70| 71| 72| 73| 74| 75| 76| 77| 78| 79| 80
81| 82| 83| 84| 8| 86| 87| 88| 89| 90| 91| 92| 93| 94| 95| 96| 97| 98| 99100
101]102|103[104|105)|106|107 (108|109 (110111112113 |114(115[116|117]118|119]120
12111221123 (1241125126 |127(128 129|130 |131|132|133|134|135|136 137|138 139|140

141 (142 | 143|144 | 145|146 | 147|148 | 149|150 | 151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160

161 [ 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176 | 177 [ 178 | 179 | 180

181|182 | 183|184 [ 185|186 | 187|188 | 189 | 190 [ 191 [ 192 193|194 | 195|196 | 197 | 198 | 199 | 200

201
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6. DISKUSIA

Kalretikulin je cCasty autoantigén u autoimunitnych ochoreni. Vyskyt
antikalretikulinovych protildtok izotypu 1gG algM bol popisany u viacerych
reumatoidnych a parazitdrnych ochoreni (LUX et al. 1992, ROUTSIAS et al. 1993,
HUGGINS et al. 1995, KISHORE et al. 1997b).

V naSom laboratoriu bol vyvinuty ELISA test na kvantitativne stanovenie
sérovych hladin antikalretikulinovych protilatok. Tymto testom sme preukazali zvySené
hladiny IgA izotypu antikalretikulinovych protilatok v sérach 92% pacientov s celiakiou
(SANCHEZ et al. 2000). IgA antikalretikulinové protilatky boli detegované i v sérach
pacientov s autoimunitnou hepatitidou, primarnou biliarnou cirh6zou (autoimunitymi
chorobami asociovanymi s celiakiou) a alkoholickou cirhdzou, avSak v nizSom percente
pripadov (KREISEL et al. 1999, SANCHEZ et al. 2003).

Nedavno, LE NAOUR et al. (2002) a HONG et al. (2004) detegovali pritomnost’
IgG  antikalretikulinovych  protilatok v sérach  pacientov s hepatocelularnym
karcindmom a karcinomom pankreasu. U onkologickych pacientov bol vyskyt sérovych
IgG antikalretikulinovych protildtok stanoveny iba kvalitativne, pouZzitim kombinécie
2DE a Western blotu so vzorkami nadorového tkaniva i nadorovych bunkovych linii
(LE NAOUR et al. 2002, HONG et al. 2004).

U mnohych onkologickych ochoreni, predovSetkym u karcindmu pankreasu ale
aj U hepatocelularneho karcindmu, do dnes$nej doby chyba vhodny marker rannych
Stadii ochoreni (LAI 2003). Autori viacerych stadii poukazali na potencidlnu moznost’
pouzitia detekcie hladin sérovych protilatok ako vcasného diagnostického markera
(TAN 2001, LE NAOUR et al. 2002, HONG et al. 2004, MADRID 2005).
Problematika nddorovych markerov je vel'mi zlozitd. Okrem toho, Ze vidc¢Sina markerov
nie je schopna odhalit’ ranné §tadia ochoreni, st sucasne aj neSpecifické; nedokazu
odlisit’ zadpalové ochorenie organu (Casto predchddzajice malignému ochoreniu) od uz
prepuknutej malignity.

Pre zlepSenie diagnostiky rannych S§tadii tychto ochoreni je preto potrebné
preverit kazdy potencialny marker. Z tohto dovodu sme zah4jili $tidium zamerané na
kvantifikaciu hladin protilatok proti kalretikulinu v seérach pacientov s nadormi
gastrointestinalneho traktu: s primarnym karcindomom pecene, karcinomom pankreasu,

karcindmom hrubého ¢reva a pacientov rizikovych skupin pre vznik tychto malignit
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(virusovych hepatitid a pankreatitid). Testovanie hladin antikalretikulinovych protilatok
u zmienenych pacientov nebolo dodnes popisané. Vzhl'adom k tomu, ze s chorobami
trviaceho traktu su vSeobecne asociované protilatky izotypu IgA, rozhodli sme sa v
sérach pacientov s nddormi gastrointestindlneho traktu a rizikovych skupin pre vznik
tychto malignit stanovit' okrem IgG izotypu antikalretikulinovych protilatok aj hladiny
antikalretikulinovych protilatok izotypu IgA.

Najvyssie percento sér pozitivnych na IgA antikalretikulinové protilatky bolo
v naSej Stadii preukazané v skupine pacientov s hepatocelularnym karcindmom (8/13,
61,5%); priblizne rovnaké percento sér pozitivnych na IgA antikalretikulinové
protilatky popisal SANCHEZ et al. (2003) u pacientov s autoimunitnou hepatitidou.
Najvyssi podiel sér pozitivnych na antikalretikulinové protilatky triedy IgG zo vSetkych
testovanych skupin pacientov bol v skupine pacientov s hepatocelularnym karcinmom.
Nie vSetci pacienti pozitivni na jeden izotyp antikalretikulinovych protilatok boli
stcasne pozitivni i na druhy izotyp protilatok.

Doposial’ neexistuje moznost objektivneho porovnania naSich vysledkov
testovania sérovych hladin antikalretikulinovych protilatok u onkologickych pacientov
sinymi publikovanymi pracami. Orientatne je mozné porovnat  vyskyt
antikalretikulinovych protilatok izotypu IgG u onkologickych pacientov s pracami LE
NAOUR et al. (2002) a HONG et al. (2004). V tychto stadiach autori preukazali
pritomnost’ antikalretikulinovych protilatok iba kvalitativne, naviac 1 odliSnym
metodickym postupom. LE NAOUR et al. (2002) preukazali pritomnost IgG
antikalretikulinovych  protilatok v sérach 27% pacientov s hepatocelularnym
karcinbmom. V naSej stadii bolo percento sér pacientov s hepatocelularnym
karcindmom pozitivnych na IgG antikalretilkulinové protilatky vyssie (61,5%). HONG
et al. (2004) detekovali pritomnost IgG antikalretikulinovych protilaitok v sérach
pacientov s karcinomom pankreasu. Vyskyt tychto protilatok popisali u 58,3%
pacientov s karcinomom pankreasu. V nasej Stadii sme preukazali nizSie percento sér
pacientov s karcindmom pankreasu pozitivnych na IgG antikalretikulinové protilatky
(39,5%).

Testovanie hladin IgA algG antikalretikulinovych protilatok u pacientov
rizikovych skupin pre vznik malignit preukazalo iba ojedinely vyskyt pozitivnych ser.
Zvysené hladiny IgA alebo IgG protilatok proti kalretikulinu boli vSak preukazané u 4
z0 14 pacientov s pankreatitidami. U tychto pacientov s pankreatitidami, ktorych séra

mali zvySené hladiny antikalretikulinovych protilatok, by bolo vhodné nad’alej sledovat
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klinicky stav avyvoj hladin sérovych protilatok. Nadory pankreasu sa totiz Casto
vyskytuja v teréne chronickej pankreatitidy (BEGER a RAU 2007).

Testovanie hladin nadorovych markerov je Standardne pouzivané v klinickej
praxi. Preto sme sa Vv tejto Stadii zaoberali i vztahom hladin antikalretikulinovych
protildtok s vybranymi onkogénnymi markermi ¢asto pouzivanymi v diagnostike
malignit gastrointestindlneho traktu (CA 19-9, CEA, AFP). Okrem toho sme
porovnavali pozitivitu sér pacientov na antikalretikulinové protilatky s pozitivitou sér na
indikator  poskodenia  pefene  AST/ALT  (aspartdt aminotransferazy/alanin
aminotransferazy). Vysledky testovania hladin protilatok v nasej Stadii a zmienené
biochemické markery u jednotlivych pacientov st zhrnuté v tab. 3 (kapitola 5.2.2.).
Z tohto porovnania vyplyva, Z7e poSkodenie pecene, ktoré byva asociované
s hypergamaglobulinémiou (BRODANOVA a KORDAC 1993), nemé vplyv na sérové
hladiny antikalretikulinovych protilatok. Pozitivita sér pacientov s karcindmom
pankreasu na nadorovy marker CA 19-9 koreSpondovala s pozitivitou sér pacientov na
antikalretikulinové protilatky izotypu IgA, zatial'¢o s pozitivitou sér pacientov na 1gG
antikalretikulinové protilaitky nekoreSpondovala. Séra vacSiny pacientov (6 z9)
pozitivnych na CA 19-9 boli pozitivne aj na IgA antikalretikulinove protilatky. Pacienti
¢. 5 al3 mali negativny nalez pre CA 19-9 azaroven nemali zvySené
antikalretikulinové  protilatky ani  jedného izotypu. U jedného  pacienta
S hepatocelularnym karcindmom (pacient ¢.1) bola preukdzana diskrepancia medzi
pozitivitou séra na onkogénne markery a pozitivitou séra na 1gG antikalretikulinové
protilatky. Tento pacient mal zvySené hladiny IgG antikalretikulinovych protilatok, ale
nemal zvySené hladiny onkogénnych markerov CA 19-9 a AFP. RozsiahlejSie
hodnotenie vysledkov u jednotlivych skupin pacientov je vSak obmedzené nizkym
poc¢tom pacientov s klinickymi datami.

V ramci testovania vySok hladin antikalretikulinovych protilaitok sme
u niektorych onkologickych pacientov v priebehu ochorenia monitorovali i dynamiku
IgA algG antikalretikulinovych protilatok. Pocas testovaného obdobia sa hladiny
antikalretikulinovych protilatok v sérach pacientov vyvijali individudlne. Kolisanie
hladin protilatok mdze stvisiet’ so zmenou celkového zdravotného stavu pacienta alebo
zmenami v imunitnom systému v priebehu onkologického ochorenia. Pacientom, u
ktorych bol preukazany pokles hladin antikalretikulinovych protilatok, neboli podavané
lieky s imunosupresivnym ucinkom. Tito pacienti vSak boli podla vyjadreni

oSetrujucich lekarov v termindlnom S§tadiu nadorového ochorenia, ktoré je casto
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sprevadzané kachexiou a imunodeficienciou potencionalne veddcich k negativite
sérologickych testov (BRANDACHER et al. 2006, MORLEY et al. 2006).

Testovanie sérovych IgA protildtok proti tkanivovej transglutaminaze je
povazované za Specificky marker celiakie (DIETRICH et al. 1998). V sérach vicsiny
pacientov s celiakiou boli preukazané taktiez IgA antikalretikulinové protilatky.

Aby sme pripadne odhalili latentnd celiakiu u testovanych pacientov s
onkologickymi  ochoreniami,  pristipili ~ sme  popri  testovaniu  hladin
antikalretikulinovych protilatok i k testovaniu tychto pacientov na IgA protilatky proti
tkanivovej transglutaminaze. ZvySené hladiny IgA protilatok proti tkanivovej
transglutaminaze sme detekovali v sérach niektorych pacientov vo vSetkych testovanych
skupinach pacientov. NajvySSie percento sér pozitivnych na IgA protilatky proti
tkanivovej transglutaminaze sme preukdzali v skupine pacientov s hepatocelularnym
karcinomom (46,2%). Pri¢inou relativne vysokého percenta sér pacientov pozitivnych
na tieto protilatky moéze byt pouzitie komeréne dostupnej tkanivovej transglutaminazy
izolovanej z pecene morciat ako antigénu v ELISA testoch. Falo$na pozitivita tohoto
testu uz bola popisand u pacientov s chronickymi ochoreniami pecene v Stadii
CARROCCIO et al. (2001).

V nasom laboratériu boli vramci §tadia SANCHEZ et al. (2003) testované
hladiny IgA protilatok proti tkanivovej transglutamindze u pacientov s autoimunitnou
hepatitidou, primarnou biliarnou cirhdzou a alkoholickou cirhdzou. Najprv bola ako
antigén v ELISA teste pouzita tkanivova transglutaminaza izolovana z pe¢ene morciat.
Tymto testom boli preukdzané vysoké hladiny protildtok u mnohych pacientov.
Pretestovanim sér pacientov diagnostickou sipravou pouzivajucou ako antigén lI'udsku
rekombinantni transglutaminazu sa pocet pacientov pozitivnych na tieto protilatky
znizil (SANCHEZ et al. 2003). Pri¢inou falo$ne pozitivnych vysledkov ziskanych
ELISA testom s tkanivovou transglutaminazou izolovanej z pe¢ene morc¢iat mohla byt
reaktivita sérovych protilatok s kontaminantmi preparatu tkanivovej transglutaminazy
(CARROCCIO et al. 2001). Preto je nutné pretestovat’ séra onkologickych pacientov so
zvySenou hladinou protilatok proti tkanivovej transglutamindze ELISA testom
vyuzivajucom ako antigén 'udskt rekombinantnu transglutaminézu.

Oproti tomu je vSak zaujimavé, Ze protilatky proti tkanivovej transglutaminaze
boli vo zvySenej miere preukazané u pacientov v terminalnej faze onkologickych

ochoreni (METZGER et al. 2006). Zaroven nediagnostikovana a nelieCena celiakia
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modze viest' k rozvoju malignit traviaceho traktu (TLASKALOVA et al. 2000, SILANO
et al. 2007).

Pre experimenty v nasom laboratoriu bolo nutné pripravit okrem celej molekuly
kalretikulinu aj jeho fragmenty koreSpondujiice so Stvrtinami a polovicami tohoto
proteinu. Tieto molekuly boli v spolupraci s d’alsimi pracoviskami (Odd. patolégie
Viedenskej univerzity, laboratoriom Dr. Seba Mikrobiologického tstavu AVCR)
pripravené rekombinantnou technoldgiu ako fuzne proteiny s retazcom Siestich
histidinov umoznujucich ich efektivnu izolaciu. Vzhladom k odlisnej solubilite
jednotlivych fragmentov kalretikulinu, nebolo mozné izolovat’ ich za rovnakych
podmienok. Cela molekula, druha polovice a druh4, tretia a stvrta Stvrtina kalretikulinu
boli solubilné, izolacia teda mohla prebichat za nativnych podmienok. Prvh Stvrtinu
a prva polovicu kalretikulinu, ktoré s sicastou N-domény kalretikulinu, nebolo mozné
izolovat’ za nativnych podmienok. Tieto fragmenty boli v nerozpustnej forme pritomne
V bunkovych inkluziach. Preto ich bolo nutné solubilizovat roztokom mocoviny
a izolaciu previest za denaturaénych podmienok. Odlisna solubilita a pritomnost
fragmentov v bunkovych inkluzidch pravdepodobne savisi s fyzikalno-chemickymi
vlastnostami N- koncovej Casti kalretikulinu.

Popri testovani hladin antikalretikulinovych protilatok triedy IgA a IgG sme sa
zamerali aj na analyzu antigénnych epitopov kalretikulinu rozpoznavanych serovymi
protilatkami pacientov s onkologickymi ochoreniami.

Vysledky nasho pilotného Studia naznacuju pravdepodobni existenciu
imunodominantnych epitopov kalretikulinu rozpoznavanych IgA i 1gG sérovymi
protilatkami onkologickych pacientov. Specificita protilatok u pacientov s karcindmom
peCene 1 pankreasu bola podobna. IgA protilatky pacientov s karcindmom pecene i
karcindmom pankreasu frekventovane rozpoznavali velké mnoZstvo rovnakych
dekapeptidov na molekule kalretikulinu, no protilatky vSetkych pacientov oboch skupin
reagovali len s epitopmi EVKIDNSQVESG v P-doméne a EEEEAEDKED v C-doméne
kalretikulinu. 1gG protilatky pacientov s karcinomom pecene i pankreasu rozpoznavali
spolo¢nt aminokyselinovu sekvenciu EEDKKRKEEEAEDKED v C-doméne, s nizSou
frekvenciou i peptidy FAEAPFSNKGQT v N-doméne a ERAKIDDPTD a
DKAPEHIPDP v P-doméne molekuly kalretikulinu. Sekvencia EDKKRKEEEEAE
bola rozpozndvana aj IgA a IgG protilatkami niekol’kych sér kontrolnej skupiny darcov.

DokladnejSie Statistické analyzy epitopov kalretikulinu rozpoznavanych

protilatkami pacientov s onkologickymi ochoreniami s v nasej $tadii limitované
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nizkym poctom sér. Je v8ak mozné, Ze testovanim vacsieho suboru pacientskych sér by
sme mohli odhalit’ epitopy Specificky rozpoznavané protildtkami len jednej skupiny
pacientov t.j. epitopy Specifické pre konkrétny typ onkologického ochorenia. V studiu
SANCHEZ et al. (2003) boli charakterizované antigénne epitopy Kalretikulinu
rozpozndvané sérovymi IgA protilatkami pacientov s celiakiou a s fiou asociovanymi
hepatickymi  ochoreniami. Porovnanim tejto prace s vysledkami analyzy
kalretikulinovych epitopov u onkologickych pacientov, su viditelné rozdiely
v rozpoznavanych epitopoch kalretikulinu u jednotlivych ochoreni, najmé v jeho N-
doméne.

Je zaujimavé, Ze mnohé aminokyselinové sekvencie frekventovane
rozpoznavané IgA protilatkami pacientov s celiakiou boli i u pacientov s onkologickymi
ochoreniami imunodominantné. Ide o sekvencie ASFAEAPFSNKG a GLQTSQDARF
vN doméne, KIKDODASKP vP doméne aQVKSGTIFDNFL, IFDNFLITND
a sekvencie bohaté na glutamovu kyselinu (pozicie 355 — 372 AMK) zahrnujtce
i dekapeptid EQRLKEEEED v C doméne kalretikulinu. Oproti tomu, peptidy reagujice
so sérami via¢Siny pacientov s ochoreniami pefene asociovanymi s celiakiou
(autoimunitnou hepatitidou, primarnou biliarnou cirh6zou) a pacientov s alkoholickou
cirh6zou neboli ¢asto rozpoznavané protilatkami pacientov s karcindomom pecene
a pankreasu.

IgA protilatky pacientov s autoimunitnou hepatitidou a primarnou biliarnou
cirhbzou reagovali so  sekvenciami AVYFKEQFLDGD aEYNIMFGPDI
lokalizovanymi v N-doméne kalretikulinu, pricom protilatky pacientov s karcinomom
peCene a pankreasu tieto aminokyselinové sekvencie kalretikulinu vyznamne
nerozpoznavali; sekvenciu AVYFKEQFLDGD nerozpoznavali IgA protilatky Ziadneho
pacienta so skupiny testovanych sér onkologickych pacientov, peptid EYNIMFGPDI
rozpoznavali protilatky triedy IgA dvoch z 5 pacientov s karcindbmom pecene a troch zo
6 pacientov s karcinomom pankreasu. Epitopy kalretikulinu (GGYVKLFPNS
a YVKLFPNSLD) oznacené v tejto $tadii za Specifické pre autoimunitni hepatitidu
neboli rozpoznavané IgA protilatkami ziadneho pacienta z testovanej skupiny
onkologickych pacientov. Peptid ASKPEDWDER, s ktorym reagovali séra 67%
pacientov s alkoholickou cirh6zou, bol rozpoznavany len jednym z 5 pacientov
s karcinomom pecene a jednym zo 6 pacientov s karcinomom pankreasu.

V stadii EGGLETON et al. (2000) boli analyzované antigénne epitopy

kalretikulinu rozpoznavané 1gG protilatkami pacientov so SLE metédou ELISA,
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Vv ktorej boli pouzité ako antigén syntetické pentadekamérne peptidy a rekombinantne
pripravené¢ Casti kalretikulinu. IgG protilatky pacientov so SLE reagovali
s pentadekamérnymi  peptidmi  KDIRKCKDDEFTHLYT, GEWKPRQIDNPD,
EYKGEWKPRQIDNPD, YKGTWIHPEIDNPEY. Dekapeptidy, ktoré koreSponduji
s aminokyselinovymi  sekvenciami tychto imunodomintnych pentadekamérnych
peptidov, neboli v nasej stadii IgG protilatkami pacientov S karcindbmom pecene a
pankreasu frekventovane rozpoznavané. IgG protilatky pacientov so SLE rozpoznéavali
epitopy v N a P- doméne kalretikulinu, s C-doménou nereagovali. Oproti tomu, nami
charakterizované imunodominantné epitopy rozpoznavané IgG protilatkami
onkologickych pacientov boli lokalizované prevazne v C-doméne kalretikulinu.
Vysledky tychto experimentov naznacuji moznu existenciu imunodominantnych
epitopov kalretikulinu Specifickych pre urcity typ ochorenia. Pritomnost’ epitopov na
molekule kalretikulinu rozpoznavanych sérovymi protilatkami pacientov prevazne
S ur¢itym ochorenim zaroven vedie k Givahe o pri¢indch imunogenicity konkrétnych
Casti kalretikulinu u jednotlivych ochoreni. Odlisnosti v spektre imunodominantnych
epitopov rozpoznavanych protilatkami pacientov s jednotlivymi ochoreniami by mohlo
suvisiet s odliSnym mechanizmom zapojenia kalretikulinu do patogenetického
mechanizmu prisluSného ochorenia. Oproti tomu, protilatkova reaktivita proti ur¢itym
Castiam kalretikulinovej molekuly by mohla spétne ovplyvnit' jeho funkcie a aktivitu.
Tvorba IgA protilatok proti kalretikulinu u pacientov naznacuje lokalnu imunitni
odpoved’ tvoriacu sa v sliznici gastrointestinalneho traktu. 1gG izotyp protilatok je
asociovany skor so systémovou imunitnou odpovedou. V stcasnej dobe nie su
dostatocne objasnené biologické vlastnosti ani pri¢iny vzniku antikalretikulinovych
protilatok. TAN (2001) predpoklada, ze vyskyt autoprotilatok v sérach pacientov moze
sluzit’” ako faktor indukujici aberantne prebichajiice bunkové mechanizmy v priebehu
rozvoja nadoru. U hepatocelularneho karcindmu bolo poukazané na stvislost’ tvorby
antikalretikulinovych protilatok s expresiou skratenych foriem kalretikulinu (CRT 32,
CRT 18), ktoré mézu byt linearizované a tym moze dojst’ i k odhaleniu kryptickych
epitopov (LE NAOUR et al. 2002, CHIGNARD et al. 2006). Oproti tomu v Stadiu
HONG et al. (2004) nepredpokladaju, ze by zvySena expresia kalretikulinu ¢i expresia
jeho izoforiem prispela k imunogenicite tohto proteinu u pacientov s nadormi
pankreasu. V nadorovej bunkovej linii pankreasu bola zistend pritomnost skratenej
formy kalretikulinu CRT 32, ktora bola preukazana aj v nadorovom tkanive pec¢ene. Na

rozdiel od sérovych protilatok pacientov s hepatocelularnym karcinbmom, protilatky
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v sérach pacientov s karcinomom pankreasu nereagovali s CRT 32 (HONG et al. 2004).
V nasej studii analyzy antigénnych epitopov kalretikulinu metédou PEPSCAN vsak boli
mnohé peptidy koreSpondujuce so sekvenciou CRT 32 rozpozndvané sérovymi
protildtkami pacientov s karcinomom pankreasu. Rozdiely v rozpoznavani prislusnych
Casti kalretikulinu mézu byt’ dané odliSnym metodickym pristupom, ktory v nasej stadii
umoznil analyzu iba linearnych epitopov kalretikulinu. HONG et al (2004) predpoklada,
ze ulohu v zmene imunogenicity by podl'a autorov mohla zohravat aj odlisna
glykozylacia ¢i genetické predispozicie (HONG et al. 2004).

V budtcnosti by bolo vhodné pokracovat’ v analyze antigénnych epitopov
kalretikulinu rozpoznavanych sérovymi protilatkami onkologickych pacientov metodou
PEPSCAN a tym rozsirit’ stibor testovanych pacientskych sér. Vzhl'adom k tomu, Ze
metdda PEPSCAN je obmedzena iba na charakterizaciu sekvenénych antigénnych
epitopov, je potrebné previest’ taktiez analyzu konformaénych antigénnych epitopov,
napriklad metodu fagovej kniznice. Uzitoéné by mohlo byt’ i kvantitativne stanovenie
hladin protilatok proti ur¢itym epitopom kalretikulinu ELISA testom. Ak by sa dal§imi
experimentmi preukizali epitopy Specificky rozpoznavané protilatkami pacientov
s konkrétnym typom onkologického ochorenia, mohlo by byt testovanie tychto

protilatok uzito¢né v diagnostike ochorenia.
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7. ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo kvantifikovat hladiny protilatok proti
kalretikulinu a tkanivovej transglutamindze v sérach pacientov s onkologickymi
ochoreniami, pacientov rizikovych skupin a zdravych krvnych darcov, sledovat’ vyvoj
hladin protilatok v priebehu ochorenia a charakterizovat’ antigénne epitopy kalretikulinu
rozpoznavané sérovymi protilatkami pacientov i zdravych krvnych darcov. Pre
navdzujice experimenty bolo potrebné pripravit prva polovicu T'udského
rekombinantného kalretikulinu.

ELISA testom sTludskym rekombinantym kalretikulinom sme detekovali
zvySené hladiny (nad cut-off) IgA antikalretikulinovych protildtok u 61,5% pacientov
S primarnym karcindmom pecene, 44,7% pacientov s karcinomom pankreasu, 25%
pacientov s karcinomom pankreasu s metastd&zami v peceni, 28,6% pacientov
s karcindbmom hrubého creva, 57,1% pacientov s karcindbmom hrubého creva
S metastazami v peceni, 28,6% pacientov s pankreatitidou a 6,25% pacientov s virovou
hepatitidou. ZvySené hladiny (nad cut-off) 1gG antikalretikulonych protilatok sme
preukazali u 61,5% pacientov s primadrnym karcindmom pecene, 39,5% pacientov
s karcinomom pankreasu, 25% pacientov s karcinomom pankreasu s metastazami
Vv peceni, 28,6% pacientov s karcinomom hrubého creva, 28,6% pacientov
s karcinomom hrubého ¢reva s metastdzami Vv peceni a 28,6% pacientov
s pankreatitidami.

Signifikantne zvySené¢ hladiny IgA antikalretikulinovych protildtok sme
preukazali u pacientov s primarnym karcindbmom pecene (P< 0,01, 98,9 = 69,83
[priemer + smerodajnd odchylka]), karcinomom pankreasu (P< 0,05, 76,31 + 60,86),
karcinbmom pankreasu s metastazami v peceni (P< 0,01, 63,14 + 14,94)
a pankreatitidou (P< 0,05, 59,79 £ 29,98) v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych
krvnych darcov (40 = 14,94). Hladiny antikalretikulinovych protilatok triedy 1gG boli
signifikantne zvySené u pacientov s primarnym karcinbmom pecene (P< 0,01, 124,4 +
75,99) a karcinbmom pankreasu (P< 0,01, 104,7 + 82,6) v porovnani s kontrolnou
skupinou zdravych darcov (55,69 * 17,23).

ELISA testom vyuZzivajicom ako antigén tkanivovua transglutaminazu izolovanu
ZpeCene morciat sme preukdzali zvySené hladiny protilatok proti tkanivove;j

transglutaminaze v sérach 46,2% pacientov s primarnym karcinomom pecene, 28,9%
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pacientov s karcindmom pankreasu, 25% pacientov s karcindmom pankreasu
s metastdzoami Vv peceni, 28,6% pacientov s karcindmom hrubého creva, 42,9%
pacientov s karcinomom hrubého ¢reva s metastazami v peceni a 35,7% pacientov
s pankreatitidou.

U niekol’kych pacientov s karcindbmom peCene a pankreasu sme Vv priebehu
ochorenia monitorovali vyvoj hladin IgA a IgG antikalretikulinovych protilatok. Pocas
testovaného obdobia sa hladiny antikalretikulinovych protilatok v sérach jednotlivych
pacientov vyvijali individualne; u niektorych pacientov kolisali (rastli ¢i klesali) u inych
pacientov sa nemenili.

Analyza antigénnych epitopov kalretikulinu rozpozndvanych IgA a lgG
protilatkami  onkologickych pacientov preukadzala pravdepodobni existenciu
imunodominantnych epitopov spolo¢nych pre pacientov s karcindomom pecene
a pankreasu. Protilatky triedy IgA vSetkych pacientov s karcindmom pecene
a pankreasu reagovali s aminokyselinovymi sekvenciami EVKIDNSQVESG v P-
doméne a RKEEEEAEDKED v C-doméne kalretikulinu. 1gG protilatky pacientov
S karcindmom pecene 1 pankreasu rozpoznavali spolo¢nu aminokyselinovi sekvenciu
EEDKKRKEEEEAEDKED v C-doméne, snizSou frekvenciou i peptidy
FAEAPFSNKGQT v N-doméne a ERAKIDDPTD a DKAPEHIPDP v P-doméne
molekuly kalretikulinu. So sekvenciou EDKKRKEEEE reagovali i IgA a 1gG protilatky
niekol’kych sér zdravych krvnych darcov.

Pripravili sme prva polovicu I'udského rekombinantného kalretikulinu procesom
zahriujucim transformaciu produkéného kmena E.coli BL 21 (ADE3) plazmidom
obsahujucim gén pre pozadovany proteinovy fragment, indukciu expresie tohto
fragmentu a jeho purifikdciu metdodou afinitnej chromatografie pouzitim TALONove;j
matrix s imobilizovanym kobaltnatym iébnom. SDS-PAGE analyzou sme preukazali
pritomnost’ prvej polovice kalretikulinu v bunkovych inklaziach E.coli, preto bolo nutné

extrahovat’ fragment do mocoviny a nésledne izolovat’ za denatura¢nych podmienok.
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